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INTRODUCC I ON

La glucosa es uma moldcula indispensable para la vida y
constituye la principal fuente de energia para el cuerpo
humanc;  ademde  que o concentracidn en canmre peri Fevica,
refleja oen  gran aedida la capacidad del cuerpe bumana para
su sintesis, permitiendo  la detecoidn y  control de la
Diabetes Mellitus (rof. 21). Su importancia  hace qgue eoste
anélisis, sea ¢l mds realizado por cualguier  laboratoria  de
quimica clfrica del nundo.

De entre las ccho  variables Mas frecuent enente
cuantificadas paor laboratorics clinices, 1la medicidn de
glucosa constituye mds del 40%  del total de los andlisis
realizados por laboratorvices do hospitaleos relativamente
grandes (ref, 2&). Este bha generado uwn mercade  gque  ha
inpulsado a su vez, el desarrelle de diversas metodologfﬂs
para la cuartificacidn de esta sustancia.

Existen tres fundamentos en los instrumentos para la
medicidn de glucosa.

-E1 primera de elles, estd cormstituide por  aparatos que
utilizan caomo principio funcicnal un cambic de color en
la muestra; resultante de la inberaccidn  can sustancias
reductoras come la Ortotoluidina. Esta reaccidn aparte de
ser  inespecifica, es lenta y laboriosa  por 1o que  no
puede ser automatizada.

-En el segunda grupa estdn  los  instrumentos que

. N A
cuantifican a la glucosa por wedis de  una reaccion



enzindtica  (Glucass Oxnsdasa, Glutova Dechadrogerasa,
Hexocinasal, la cual genera product s detectables a 34
nin per ndtodos eapectrafot cndtricon, Este  mndtoade  supore
quiz la abserbancia de la  auestra a  una fuente de lun
cervana a oo 360 vm, e peoporeisnal a0 s comeentracidn
de glucosa.

-El  tercer grupo, do onds reciente aparicidn, estd formado
por equipos  vapaces de detectar compuestos electroactivos
(iam selectivos)  acoplados  a reacciones  enzimdticas.
Dentro de este grupe con ol uso de la enzimng  glucosa
oxidasa, la deterninacidn puede llevarse a cabo por medic

de  clectrodos para la medicidn de Oy, pHy o de H,0,.
Actualmente  exiosten  instrumentos deacrollados en los
Estados Unidos, Jmpan, Hurmgrla, Francia vy Alemanias  sin
embargeo, adr ne se conocer en nuestro mnedic.

Con aebjeto de  evitar la depondencia teencldgiea
transvacional, con todo lo que implica tanto desde el punta
de vista de importacidn, costo, mantenimiento, vte. el yrupo
de Bictecrologia del Centro de Instrumentos UNAM, al  cual
perternezes y el Centro de Investigacidn sabre Imgenier(a
Gendtica y Bictecncleogfa UNAM, integrd un proyecte  para
desarrcllar un analizador electrecenzimdtice de glucosa capaz
de competir ventajosamente con los de importacidn, tante en
sus caracter{sticas de confiabilidad come de aplicabilidad a
nivel clinico (ref 23,84).

De esta forma, este trabaje de tesis se planteé con el
abgetc  de formalizar el dosarrallo y  funcionamiento  del

- - : : . A
electrodo enzxmﬁtlco, aai cone realizar su caracterizacion y



evaluacidn de campo on el Seea elfvica, Esta dltime con el
fin de determinar su utilidad en la nedicidn de glucosa en
labaratorias clinicos.

El presente trabajo estd compieste de cuatro capftulos,
los cuales serdn descrites brevemente a continuacidn:

Crn el eapltula 1, se lleva a eabo  la descripeoidm  del
principic de funcionamiento del  elecbrode oncimdbico,  asf{
come el  desarrollo  de  su fabricacidng y wn ol so concluye
que el use de oro cone electrodo de trabaje y  plata como
electrodo de  reforencia, resultan convenientes oen la
detecocidn de peréxido de hidrégnmo.

£1 capftulo 2, trata de  las variables que wds afectan la
respuesta  del electrode enzimdtico en condiciones normales,
estudio importante para  determinar Sus valores nds
adecuados. Ev este capfiuwle  se  obtienen alijuncs  velorves
thimo& de operacidn come o sonm Tewperatura=37 C, pHs7,
Valtaje de operacidn=.7 Volts.

El capitule 3, consiste en la tormalacidy  de  un modelo
para la representacidn del eslectrodo enzindtice. El  modelco
estd basada en un prococa de difusicdh en una dimensidn  para
cada una de las especies manejadas  (glucosa y perdaida,
fogeno) y por la ecuacidn de Michaelis en la referente a la
veloridad de reacuid&.promodio de la enzima, a la que se
1lamard vagtividad enzimdtica". Ceome conclusidn  a  este
capftulu, pedria decirse que este modele representa  bien el
comportamiente observado experimentalmente; y predice que el
estade wvestacionaric aohoervado on  la medicidn de  altas

corneentraciones  de  glucusa, es posiblemente  debide  al



transporte de o {gera Recul tade que [23:3 obaervadao
axpevimentalmonte, cambiando las cordiciones de mxigenaeid%
g la muestra de glucosa a medir.

El cuartao y Wit ing capitulo, consiste on 1a
caracterizacidn y evaluacidn del  electrode  enzimdtice en al
drea clfnica. On fista prueba, Tan muestras a analizar saon

suBpra, gplasma y sanore completa, tomadas  de  pacientos para

avalfsis de rubiva, Los resulbtados  abtenidos £ wola
4 - e

evaluaion, fuaoron comporades contra el metodo do Glucosa

Onidasa-Glucosa  Doshidragenacn, usado  novmalmernts en la

medicidn de glucosa,
. F
Came resultade de la correlacion encontrada entree los

N s 2 . £,
dos mdtedos de nxdicicony se pudo concluir que ambos metodos

enbe indistinguibles y  por tanto, ol electrodo

SO pradtioom

X rd 4 :
enzimdtica o©s recoanendable eon la medicidn de gstn tipo de

muestras.



CAPITULO %

DESCRIPCION DEL ELECTRODO ENZIMATICO.

RESUMEN

Er este capftulo, se muestra el funcionamierte bdsico
del electrodo enzindtice para la medicidn de glucosa, la
electrdnica desarrollada para la medicidn, asi como los
intentos en la obtencidn de  los materiales para  los
electrodos  del  detoctor de peroxide de  hidedgeno  (plata,
platine, grafito, oro depositade eloctroliticamente, oro
pure), en los cuales debia encontrarsee, una alta estabilidad
de la medicidn en el  tiempo, adeads  do faverecer  la
detececidn del peroxide de hidragero.

Como resultade, se  encontrd gue o] use de la plata como
electrodo de referencia y el ore pure (24 K)  comoe electrodo
de trabajo, resulta muy conveniente, debido a su adquisicidn
nacicnal, Yy a su alta estabilidad en la medicidn de perﬁxldo

de hidrégeno.



1.1 Funcronaments bdsice del electrode enzimatico.
Las enzimas son protufnas, usadas por 1OS GrganiLmos  cofio
ajustado, s de las rutinas metabdlieas (ref 19 Cap.8d).

Entre los atributos mds 1mportantes de  las  enzimas, se
grcuentran su pspecificidad y  su enorme  poder catalitico
(reef 2 Cap. 14-5), gue las hacen muy  atractivas  para usarlag
ccmo  onlace on la deoteccion  de algurnas  sabastancias  de
interds (Mancini y Guilbauwlt 1986 vof, 14) 0 Vor anowe f,

El grupo de enzimas 1lamadas OXIDASAS, gque generan  en su
accidn  catalftica peraride  de  hadedpens,  es de  especial
interds, pues puede servir de enlace erntre  la substancia a
la que co popeeifica y un delector de perdarde de hldrdgeno.

£n el cvaso particular que nos  ocupa, la enzima llamada

GLUCOSA OXIDABA, cataliza a la glucasa segun la ecuacidr:

GBlucesa + Oufgeno -~ E ~-) Acide Glucdrico + Ha0, 1.

1.2 Posibilidades de medicidn para el electrodo enzimdtico
Er la ecuscidn 1.1 puede verse que con el uso de  la
enzima Glucosa Oxidasa, la determinacidn de la gluccosa puede
cuantificarse mediante el consume de oxlgenc disuelto, el
cambio de pH debide a la preserncia del Acido Glucdnicey, o la
deteccidn  de perduiido de hidrdgena. Para cada una  de  las
anteriores opocicnes existen trabajos reportados, por  lo que
fud necesaria el plantear las convenienclias e
incanveniencias de cada mdtodo para continuar con el

desarralla del electrodo enzimdtico.



1.2.1 Deteceidn de glucosa por consume de ox{genc.
Este mdtedo de medicidn Fud el primero reportade como un
electrode enzimdtico en 1962 por Clark y Lyons (ref &8),
dandoe  origes & una  carrora en el desarrolle de  estos
electrodos.

La medicidn de oxigenc tiene por desventaja el  ceor  una
medida relativa al nivel inicial de  oxigeno, haciendo
eriticas las condicionos de  aereacidn y diffcil su
reproduccidn, Lo antorior  estd unido a la baja scolubilidad
do  axigenc en  agua, gue Fdeilmente puede hacer llevar  su

nivel a cantidades no medibles por electrodos nornales.

1.2.2 bDeteccidn de glucosa por pH

Este mdtodo, tambidn ha sidoe empleadoe on la deteccidn de
glucasa, como en el reporte de Nilsson y  Rkerlund (1973)
(ref 29).

La medicidn del cambio de pH  por  la liberacidn de Acido
Gluednica tiene por  desvertajas: gque el pH debe ser estable
para mantener la  actividad enziwdtica constante  (Anthony
E.G. Cass, OGraham Davis 1984 ref.ll), que es diffcil la
medicidn  de cambics pequencs y el gue este tipe de electr e

sea frdgil,

1.2.3 Deteccidn de glucosa por H,0,-
Este procesos junto con la medicidr  del consume de

’ .
ox {genc, son los  transductores mas  ewnpleados en equipos

7]



comerelales similares, con el use de platioe come electrode
de trabajoe.
- s
La medicidn de perdiado de tadrdgens  comparte el

praoblens de la baga sclubilided del oxfgerns on el agus, perc

como  ventajas tiene la gran actividad del perdxido, que es

fdcilmente medible porr ndtodes  electroguinicos  normales,
adends de poder roferie lo corcontracidn inicial goms coro v
no neeesitar de ura meabrana adicional ni del uso de
electrolito  como  en el caso del electrode de ox{genc. Esta
eetd unido  a gque muy pocas substancias puesden reacclionar  a
los poterciales usados on los electrodos,  resultando medidas
practicamente  selectivas  para o) porduidoe  de  hidrdgenc
iHickling y Wilson 1981 ref, 12).

Despues de lo anterior, se decidid encaminar el
desarvolle  del electrode enzindtice via la deteccidn  de

7 . .
perdwido de hidrdgeno.

1.3 Deteccidwn de perdride de hidrdgero.

La deteccidn de perdxido de hidrdgene puede llevarse a
cabe con el uso de un electrode amperométrico, formade por
un  par de mnetales, uno de trabajo y otroe de referencia,
somiztidos a una diferencia de potencial  constante (ref. 12).
De esta forma, la corriente medida entre la fuente de
valtage y el electrodo, es proporcional (ver  tinealidad  al
perdrido de hidedgeno pag.88) a la corcentracidn de perduido
de hidrdgenc en la superficie del electrada.

. : ’ -
La deteccidn de perdxido, estd Furdamentada en  su



N rd . .
icrdn en dlones y su reaccidn en los  eleetraedos

dosCompos

L3 .
Segun las ecuaciones:

a0, —===m YEHY + 0y + 20° 1.2
4HY 4 Dp-m=m=)E HD - he” 1.3

#n @stas  ecuaciones,  sp observa despuds de balanceadas que
son  complenentarias  en la carga generada, Cargo gque al  ser
transportada  mracias a la diferencia de potencial  externc
entre  los electyodos (vaf. S Cap. 11.4), genora una  comriente

tor. De las ecuaciongs

que  es la sefial ontregeda por el det
.- 4 .
1.2 v 1,3, se deduce que por cada moldeula de perdride  gue
. /
reaceione on el electrodo, doebevan ciroular  la  carga
Ggulivalente a 2 electrones (vef.3 Cap. 123 por le gquee de  la
corrignte entregada por 21 electyodaey ©s posible  saber ©
’ ! : .y
ndner s de meleculas  reaccionando. 51 suponeaos gque la
. # . ’ . !
Voacclion es instantanea y la concentracion homogénua,
. 4
podenos entonces saber la concentracidn  de  perdride  en  la
regidn  cercana | al electrodo, como funcidn directa a la

corriente medida.

1.4 Materiales usados comno electrodos.

Debide a que los electrodos no  sdlo funcionan  come
suministro de portadores libres de carga, sino Qque
interviegnen en la veace idn @an la discciacidn y
reagrupamiento de icones (ref.s Cap.11-3), es  impoartante el

encontrar materiales adecuados gue sean pstables en el

it



tiempe  y que faverezcan la wmedic.dn del pordride  de

hidrdgerne. Esto llevd a inigiar la investigacidn
: . 4 . -

bibliogrdfica en @l tema y o probar ins diferontes

. p
materiales veportados para encontrar el gue wos  Tuera mag

: ks s’ N
adecuade. A continvacion se oxpondran  las  materiales usados

cone electrodos ¥y les resultades obtenidos con su empleo.

1. 4.1 Electrodo de referencia,

Evi vl estudioc de la respunsta de difererntes electredos,
Leland vy Clark (1976) Gref.13)  indican que el metal  mds
frecuentemente  uwsado como electrodo de referencia, es la
plata. Esto os auy importante en el wmomento  de comparar
resultados con  la literatura, gue unide a su maleabilidad y
fdeil adguisicidn, 1o hacen wuy atractivo come electrodo  de

referencia; decidienda su eoplec voen ot Fi.

1.4.2 Electroda de trabajo.

En el trabaje anterior Leland y Clark  (1976), se
menciona que los materiales whs frecuentemente usadeos como
electrodos de trabago son el platinoe, el carbdn y el oro,
las cuales fueron probados para determirar cual es el més
adecuado en su usc como electrodoe  de trabajo. Las resultados

. ’ . . !
obtenidos, seran ecxpuestos a continuacior.

a) Electrodo de platinc.
Las experiencias obtenidas con el platine como  electrodo

. ’
de trabajo, hacen pensar gque rno es el material mas adecuado.



4 - . N .
Se obseirve gue el electirodo perdia rdpidamente sensibilidad,
- -
hacidrdolo poco veproducible; adends de ser  muy  sensible  a
la agitacidn y diffcil su adquisicidnm nacicnal en estadao

pura.

b) Electrodo de grafitc.
Ertire loas ventajas que tiene scobre el electrodo de
plating, pupden nombravse su uajo costo y disponibilidad

: 4
e material prometia

(Jenking vy Hawasuwra 1971 ref.17). E
muchc, pues al controario dol plating,  su sensibilidad  se

abilizarse en un valoe alto.

incvrementa con el uwoy, hasta e
Estos resultados fueron opacados  cuavdo  al  sev sontada una
nesabrana  enzimdtica en el electirodo, padlatinamente  iba
perdiendo semsibilidad tanmte al perdxido coms a la glucosa.
Esta pdrdida de sensibilidad es posibloments  debida al deido
glucénico gemerado, pues el pl oafocta on gran medida el
tiempe de recuperacidn del electvodo. Debide a  le anterior

L4 :
ne se uso el grafite cowe electrodo de trabajgo.

) Oro por depdsito electroliticeo.

Como  la reaccidn del electrodo es superficial y debido

. I
al coste del ora, s intentd &) deposita de area
electrol {ticamente, para usar asta superficie como
electradao,

Dicho depdsite se llevd a cabo utilizande la  pieza a
4 . . N :
dorar  cumo catodo y aplicardo una diferencia de potencial de

3V, respecte a un electrode de referencia de acerc



: . R . .
inoxidable, ern una solucidn cuys composicidn pus

Cianuroe de oo y potasio 3 pr/1
Cianuroe de potasio 3 gr/l
Carbonate de potasio 3 gr/l

Con wmste electrodo se encontrarveon  buences  resultades  y
cersibilidad, pero debide a pequefios  dofectos en el depdsito
de oro, despies  de algunss dios podia oabsorvarss corresidn
sobre el dnode y diebide o Ya minracidn do algunas lones, una
colaoragidn negra on la plata. Por esto y debido a que 21 oro
enpleade on el electrodo contribuye en poooc wl costa totaly

s empesd o trabsjar con oro de &4 K,

d) Electrodo de oro.

En  furcidn de la estabilidad observada en la medicidn,
su alta oermsibiiidady comparable con la del grafito y de ser
de fdecil obtencidn en el pais, el cloctrede de trabajo de
oro, fud la sclucidn buscada en el detector de perduido de

hidrdgeno.

1.5 Principic de medicidn para glucosa.
ta glucosa inyectada en la cdmara de medicidn, una vez

n : N s g - ’
diluida, empieza a difundirse a travez de uwnma membrana hasta

encontrarse con la enzima (ver figura ioi.).



CATODO DE PLATA

GLUCOSA + 0, ANODOQ DE ORO

T MEMBRANA ENZIMATICA

Principio funcional de la medicion de Glucosa.
Fig .11



Eota onzima, gque se encuentra  confinada entre dos aewbranas,
axida la moldoula de glucosa segdn la ecuacidn 1.1 Y guerera
una moldcula de perdside  de  hidrdgenc  peor cada moldoula de
glucesa gue reaccione (ver Fig.' 1.1y, £l perdade de
hidrdgena resultade de esta reaccidn,  ompieza a  difurdirse
al igual que la glucosa hasta encontrarse  con el detector de

perdride de hidrdgeno, o donde eo disomiade, entregando la

corgy oguivalents a  doo eloctrones por coada meldcula  de
I’ . . ?7

perdxide que reaccione en S,
Como consecueneia de este procesa, ¢n la parte liveal de
. . . . . .

medicion (ver  linealidad o la medicidn de glucosa parn. 89,

de

la respuesta del eloctrodo a un ticmpo constante  despad
la dnyeceidn (vor Fig-4.6 peg.98%, es funcidn divecta de la
concentracidn  de glucasa en la cdmara de medicidn.  Sabiende
bacta  rone dnyestar una muestra  con concentracidn
conccida de gluccesa on el intervale  livnealy  para pader
evaluair la conctante do proporcionalidad  y  hacer posible el

dotorminar  urma  concenteacidn prablewa o descononida  de

1.6 pPartes del sistema de medicidn.

Para la medicidn de glucosa por el elecirede enzimdtico,
es netesario el uso de una  serio de elementos, erntre los gue

4 - ’ .
se encuentran la camara de dilucidn y mescladey Jeringe para
suministre de muestra, sistemas  de control de las variables
. . ! PR 4 .

(temperatw a, pH, agitacidr), medicidn y procesamiento de la

sefial, ademds del detector de perdrido de hidrdgenc vy

12



menbrana encindtica, que forman  al  electrodo ernzimdtico.

Estas partes ceran descritas a continuacidn,

. P
1. 6.1 Cowara de dilucidn y mezelade.

Debide a 1la bajga solubilidad de oxigens en el agua y  a

’ . . P
que cote  occupa’ un dwpartante papel  en la ividad
: 14 - . : : :
enzimatica {ver eouacidn 1.1}, para seguiv teniendo
tinealidad en la wedicidn de altas concontraciones  de

. N 4 -
glucosa, es  #eeesaria la dilueion de la nuestea.  Bste

proceso on opevaciones manuales, duplica un ran ripsgo  de

’ .4 N
erroyy  adenas de ger una operacion tediosa,

. . L. .
de dilucidn fud  comstrulda  en  una pieza  de

fy . .y Lo
acrilico {por sor tranuporenteo Tacilitande  la  superviside

del  proce y consiate on o wia cavidad  de aproximadamento
tem?y a la oual sucid wer inbeoducide el electrodeo

b

3 . . . r -y P SO n g . 9 " o -
enzimat ico y un par de pequedos conductos para el lavado de
la muestra antoricer {(vor fig.1.2). De osta forma con la
simple inyeccidr de 1a muestra & la eduara, eo  desplazadas
parte de 1o solucron  amertiguadora de pH (com la gue estd
llena  inicialmente  la efmora) obteniendose  una  dilucidn

v

precica y sencilla de realizonr,

Para 2] wezelado y homeyenizacidn  de  la  muestra en la

£ N . 41 e o P - . K AL 4 T S

camara de nedicidn, tieno un pequevico  agitador magrebico, gue
en  su parte cuperior lleva  una paleta. Usle agitador es

impul cuatro electroimanes, manejados de forma tal,

que hacen rotav ol compe magndtice eon la  zona  en que  se

encucnbra el agitader, arvastrdndola,

11
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- 2, . .
Este motode hace que la  dnsulside pueda ser hacha a travds

sy : ) .
del acvilioo, sin que pecesat-ia ura oanidn mecdnica entre

raste facilitarf{a la

el agitador vy el “motoe”y que con @l de
fuga de liguidos y la entrada de ruide al  sistema  do
medieidn,
1.6.&8 DPetector de perdyido de hidedgenc.

£l d;vauhur do  perdxida final, guedd come una pequefia
barira de  acr{lice, o0 puye  ertremo  estdn rupuestos loo
vlizctrodos de tvabajo y referentiay el segunds construide de
plata en forwo de anillo y al centre g1 olectrodo  do ore o
e trabaje. Este electrodo de [sIate} tieng Forma de
"poavguille”,  para poderlo conectar tdvemicanernte a una  barea
de  cobre, a la cual se lo contrala la tempoeralwa 2 37

al

gradouc cent igrados. Tempuratwea dpt ima
fungionamiento de  la enzina (Cass v Davis 1384 vef.11),
Cantralar  la  ftemporatura es ampoer tavdio, debide a gue la
constante de disoniacidn de los itones que intervienon on o la
reaceicn deperde de la teaperatuwra y el controlarla en la
superficic del electroda garantiza un cordreol dptime (ver
fig., 1.3).

1.6.3 Mombrarna enzindtica.

La membirarna encimdtica consiste en  dos membranas
peraeables a la glucosa, gue tienen por funciores el dar un
saparte mezdnicon o la  ewrimx atrapada entre ellas,
impidiends que se pievda en el proceso  de lavado de la

muestra y forza a que el procesc sea controlado  basicamente

. s
por difusidn,



resistencia resistencia
calefactora 5eNS0FA

electrodo de

L___.__,,.7//// \ ’/A s /// A trabajo
= a ol
acrih’co/ \cobre

FiG. 1.3 DEIECTOR DE PERIKIDO

silicon

FiG. 1.4 MEMBRANA ENZIMATICA
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Cristen dos metodos para el atrapamienta de la  enzima, el
quimice y el fisica. Estos mtodos serdn  expuestes  a
cont inuacioh.

a) Atrapamiento quinmica.

El proceso de inmovilizacidm guimico a  la membrana,
consicte en el  onlace Zxvalonte do 1a mmrima con la
mgmnrona.  Loie eonlace ce lleve o cabe ocon el uso del
reactive bifurcional "GLUTARALDEMHIDOY  (Mascini  y  Guilbault
1986 ref.14), que tiene la propiedad  de  terer  grupas
reactivos  que  permiten fijar  la enzima a la sembrana. Es
importante en oote procese de dirmovilizacidn, el ovitar  al
médxime  que la eraima no sca enlazada por  su coniro active
(ver actividad de la enzina), pues de lo contraric guedaria
Ineciiva, Lo anbavicr uods llovarae 2 raba anvegando
glucesa a la enzima a enlacar, para tener blogueada  la zona
activa de la enzima y con ellc hacor mencs  proboble  su
enlace inadecuada.

El  tener irmovilizada la enzima, tiene por ventajgas el
gque es menos  inestable a  la  temperatwa adends de ser
recesaria sdlo urna membrana, pera  tiene ﬁor desventaja que
@s muy poca la cantidad de enzima  irwovilizada en  relacidn
al métada de atrapamienta fisice.

b)Y Atrapamiente Fisico.

El mét ado de atrapanmiento  fisice Fué el  primerc
utilizade ern un electrodo eneamdtics (Clark 1968 vef.28), vy
consiste en el confirnamiento de la enzima, debido al tama¥ic

del povro de la membrana, pore que debe permitir a la vez, el



paso de las substanciac @ maedir. Lo antericor se consigue con
relat iva Tacilidad, debids al gran tasafe de las enzimas.

Evi cote electrods,  fud  utilizada =3} mét cdao de
atrapamierte  Fisico, debide a su fdeil reproduceidn, adends
de haber oblonido una ectabilidad operacional aceptableo (1%
e 10Q andlisis). Esta wmembrana estd hecha con un par de

coleca la vizima y se

4
hojas de celofan, ontre las cual

4 . . td . .
pparn por un clrcwle de silicdn e ademas iupide gur 1a
1

setor de

. " ’
enzima se desplace Tuera del ares gque coupa el

4L .
peroxido (ver fig., 1,4). Esta membrana es
N : . . 4
detector  de  perdrido e introducida @ la cdwara de wedicidn,

- . . .
quedando deopuds de unos mirnutos lista para la medicidn,

1.6, 4 Electrdnica inplementada.

Come era de esperar, la electrdrnica ¢ desarrcllar debia
di sabisfTacer las necesidades de control de las  variables
que afectan a la mudicién. adends de pader  procesar la sefial
generada per el electrodo. Fara lograr esta, fueron
dizeflados y construidos los  sistemas indicadaos ern la figura

- : P e .
1.3, gque a contivuwacidn seran descritos.

16



CONTROL
DE
TEMPERATURA
370¢
[ cee 370(;—-] ]
MEMORZACION | *—{ ELECTRODO SENAL |[<— CAMARAOSE —
Y DlLL#Cl LAVADO
PROCESAMIENTO MEZCLADO

il

L

AGITACION

tie.1s DIAGRAMA DE MEDICION Y CONTROL



FPROCEGAMIENTO ¥ MEMORIZACION

a) Convertidor de corriente a voltajge.
FPara facilitar ol mnanejo de la sedal  entregada  por el
! . .
detector de  perdxido, fgue es  una  coeriente  eldetrica

. s s D
propovoional a 1o concentracidn de poroxidoe on su superficie

negesaria sy transformacidn a

(o narte  livweal), fue
voltajge para su futwo procesanmiento y Jdespliegue.
El convertidor de corriente a veltaje, eustd  formade pans

un amplificador operacional como ¢l mestrade en la fig 1.6 y

4
cuya respuesta este dada poiss

=-Vo/R ,... 1.4

en donde Vo es la salida do veltaje del amplificader, R 1la
resistencia  de vetrealimentacidn e I la cerviente entregada
porr @l electrodo. De esta forma el voltaje entregadeo por el
amplificador  operacionaly oy propoarcional  a  la coriente
entregada por el electrode;  pudiende cambiar el footor de
amplificacidn, con £} valor de la resisterncia R (el wvalco

final empleado es de 1E7 OHM)Y .

b) Memorizacidn.

La  informacidn  de la corcentracidn  de glucosa en la
cdmara de dilucidn, gotd incluida tante en el valar de la
situncidn estacicnaria come en la pendiente de la respuesta

del  clectredo a un ticmpe dode (este fuera de la limitacidn

16



i .- i e ! .
de  uwxigenc  ver fig. 4.5 payg.33). Mdas debido « gque on los
primeros monentos de la resccidn la limtaciden  de axfgene es

mevios problemdtica, la lectura oo tomada en la pendionte de

la cuwrva  de vespussta, menorizando a dos tickpos  1a
dizl  electrado.  Esta memorizacidn (534 llevada a caba
analégicaMthc, o la  wcorga al voltage de waewstreo do oun
condenuadar  cordmics  y  su lectura  con urt amplilfilcadon
cperacional  de oenbrada a FET. De esta forma, debido a la

1

baga demanda doe cooviente doel amplificador oporaciaonal,  es

posible lewr: y consevvar la lectuwra pos ol tiempa suficiente

para  cer  procesada. O clvouwite empleado para la carga ¥
£ -

lectura de la memoria, estd mostrade en la figueas 1.7,

. : o2 : . <
La primera memorizacidn Uigne pore objyete el eliminar la

del electrodo, producida por  residucs de la

N ’ .
muestra anterios, asi como por la proseoncia de peroxido de

hidrdgero  ©n la wmisma  agua y la corriente debida a  la
posible  clectredisis  del agua. La segunda  memerizacich  es
tomada un Liempe (TM) despuds  de  cer detectada 1o inyeceidn
de la muestra, y es la encorgada de incorporar a la lectura
los cambios proveeados por la reaceidn de la glucosa,

El detevminar el valor de Th, ilwpone un compromiso entre
la relacion  sefial ruidao, gque se megora al ampliar el
intervalo de tiaempe, y la roduccidn  del  intervale lineal
debida a la limitacidn por oxigens con el incremento  del
tiempoe T (ver fig.4.6 pag. 34). Cote  compromiss  gueda
resuelto, en 2] momento que es  designadoe el rango de

- . . /. N - -
medicidn  de interds (En el caso de medicidn de glucosa en

19



sangre  ondre Y8y 408 mgr/dlr ) quedandoe entonces designada

: A . ke .
la velacidn sefal ruido mds alta posible,

©) Procesanionto,
e ver obtenides los dos rogistros en las mescrias, o5
necesarica na progesamieto para desplenar 1a lectura  en

miligramos  por  decilitro  (mn/dll. Paras lograr 1o anterieor,

i ficador  oporacional, que  realiza 1a

ce eaplea W oo
diferercia entre lag lecturas vegistradas oo los momorias;
seguide de obtvo  asaplificador sporacionaly encargade de
ajustar la "ganancia” del circoite y 0l valer de la medicidn
cuande en  inyectads wia muestra con corcentracidn de @ mg/dl
Tpero'. Con oeto ws  posible calibrar 1a eluctrdnica,
agustardo 2! control  Jde "coere” gon la dnyeccidn de una
concenkracicn de agna destilada, y lueyo la ganancia con la

inyeccidn de wna muestica con  concontracidn conecida  de

glucosa. Doespuds deo lo anterior, el sistews gueda listo pars
la  detorminacide de una  wolucidn praobleme. El circuite
enpleado para el procesamiento de  la sefial, <o suestra en la

figura 1,8,

n
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CONTROL

d) Control de Tenperatura.

La temperalura y el pH soen las comdiciones que mds
influyen en la respuesta del electvede, Debido a  esto, fud
nocrocarico el dneluair dos  wedidores  y  controladores de
temperatura; woe en el electrode, para gacantizar el conbrol

- . P A
de 1o temperatura en lo supuriicie do reaccoion del electrado

’ . . ! S

y oive  on la comara de medicidn, para facilitar el awnento
? ~mporatura 2Ll o ambiente RESLAR A A vempoaitat urd

de la te c~atura desde lao ambiente  hasta  la bewg tura de
7 N . . . - N
dptima  operacidn 37 C. EL tienpa de2 rospuesta a la
temperatwra hasta los 37 € en de Y seg. ol 200 y el cirveuito
enpleado para su determinacion se oncuentra  mestrade  en la

figura 1.9.

e) Hgitacidn.

Fara facilitar el msezelade de la muestra a wedir, adends
de mejorar el intercombic de color en 2l calefactor de la
cdnara de medicidn, fud ivcluido un  agitador wmagndtico, el
cual es impulsado por cuabtro electroimanes wmanejados de
forma tal, gque hacen givar el campo magnético ern la zona del

agitador, arrastrdndole. El circuite empleado para este fin,

se oncuentra esquenatizado en la figura 1.10.

|0}
Ta
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f) Lavada.
. . 7
Urna vez roealizada una determinacidn de glucosa, es

. N . ’ . 3
recesario ol limpiar la camara  de medxcxdn, dejandola lista

para una nueva deterwinacicn. FPara esto, o5 inyectada  por
una  bumba eldetrica el amovtiguader de pH, gue  desplaza  la
mugstra antercior y hace  estable el pH oon la cdnara  de
medicion. La estabilidad del pH @s importante, para eliminar
alteraciornes por el deido gluconico generado por la enzing,
adoinds  de variacienes de acidez o alecalinmdad en la muestra
inyectada,

Para terminar con lo reforente a la parte  electrdnica
desarrollada, en la figura 1.11 son mostradas  las fuentes de
alimentacidn, utilizadas ern la wedicidn y controel del

electrode encimdtico.,
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CARITG 2

VARIABLES IMPORTANTES EN LA OBTLNCION DE LA SERAL

RESUMEN

Debido a que la rvespuesta del electrodo enzindtico es
afectado  por cambics en el wedio ambiente ademds de  la
presencia  de ciertos  lones vy sabstanciag,  es jnportante
deterninar cuales son las  cauzas nds importantes que  la
alteran. Lo anterior oo con el fin de  poder controlar ostas
variables, haciendo gue sus influencias sean minimas,

En el prewsents capttulo cerdn oxpuestas  las privcipales
causas  que la  literatura  sefiala come fuorbtes causantos de
alterar la respuesta del  elecirode  (temporatura, voltaje de
polarizacidn, iy anitacidn, oxigone disuelto, enzima

activa), con el fin de seleccicnar lus valores mAs adecuados

y hacer su respuesta mds reproducible.



2.1 Deperndoncia con la temperatura.

Lo temperatura, s unc de los factores mds importantes
en la estabilidad cperacional del electrode enzimdtico. Esto
es debido a que influye tanto orn la constante de discciacidn
del p@réxido de hidrdgemo, como on la velacidad  promodio de
reaceidn de 1o enzima, & la  que 1lamaramos  actividad

enzimdtica. Lo dltims s importante, porgue  la  actividad

: LaNE] .
enzimatica determina gue el procese contralado  por
difusidn o reaccidn, y por tanto influye en la linealidad de

la rocpussta.

2.1.1 Efecto en la actividad y estabilidad de fa encima
Geneyalmontae, las reacciones quimicas praesentan ur
incremerto  en la velocidad de reaccidn con el auuaento de  la
temperatura. Esto ws debidoe a yuw ol ancrenente en la
temperatura forza el awmento de la velocided promedico de Ias
moléeulas, aunentando la probabilidad de colisidn y

. ! . 4 .
reaccior. Las enzimas, QU2  aon moleculas protefnicas

>

conplejas, no escapan a este comportamiente  en un  intervale
de temperatura.

En las enzimas, no toda su estructuwra es capaz de terer
un efecte ratalftice (ref.l13 Cap.1.29)5 la zorma activa de la
enzima S0 ericuantra on una rﬁglén 1lamada "Cantra
Catalitico”, &n la gquu debido a la interacecidn  del reste de
la enzima {como  una llave), es posible la catdlisis, for lo
antes  mencionado, la  temperatura guega un impoartante papel

Y . . 4 .
en la actividad snziwatica, pues provocs pertwhbaciones  en



la estructura de la  enziwma, que pueden alterar sy ofecto
catalitico, ¢ incluso puede provecar  su degradacidn  por
ruptura., Esto hoce considerar  a las enzinas come estructuras
funcionaluente frdgiles, sidndolo mas  entre mayor  poco
molecular tengan (ref.i6).

Los efectos antes mencionados,  por un lado @l incremento
dee  la  probabilidad de  veaceidn con 0l aumente  de  la
teaperatura vy por el otro lade, la pdrdida de la actividad

erizindtica por perturbacion o ruptura tdemice, llepvan a  la

ta ey

existencia de una towperatura dptive de  operacidn.,  E
la temperaturs en la cual oo tiene la  actividad enzimdtica
méxima, con wea buora eastabilidad  oparacional  en el tiempo
(poca pérdida de sonsibilidad).  Esta femperatura dptima es
fdeilmente establecida probande o diferentes  teaperaturas la
setividad de la enzina y cbservando la  teomperatura en la que
se obtenga un wdwine do censibilidad. En la  evaluacidn  de
esta temperatura  para el slectrodo, se integprd la variacidn
de 1a constante de disociacidn  con la actividad enzindtica,
resultando éptima @r urna  temperatura  de 37° grados
cent {grados & pH=7 (ver fig. Z.1).

La estabilidad de la enzinag a la temperatura, es
afectada entre otros factores per el pH y  fuerzas idnicas,
efectos que pupden ser usados para disminuiv su degradacidn

por temperatura (ref. 16).

r
o



Analiticamente, sin considerar la degradacidn termeca de las
enzimas, la relacidn entre la actividad enzimdtica (O y la

tenperatura, esta descrita por la ecuacidn de Arrvhenius

K=freup (-Ea/RT) +..,. 2.1

en donde A es wia constantn do la reaccidn  particular, Ea la

erenvgla de activacidn, R la censtante de Rydberg y T la

v

temperatuwra on grades Kelvin, En la figura o2y BE nuestra
una grafica de 177 comtra el legaritwe de la aetividad. Ceono
puede  obhservarse un la grdiice, osta reprosentacidn puede
considerarse coma una  buena aproximacidn a  la curva
enperinental, cuarnde sv manejan temperaturas inferiores a 1la

tenperatuwre Jptims.

23
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2.8 Dependencia con el voltaje de polarizacidn.

Come e nmonciond ern el capitula i, ¢l detector de
perdxido de hidrdgene conusiste  en un par de metales, uno de
referencia de plata vy obro de trabajoe de orogy las  cuales

estdn somelidos a una diferencia  de potencial, debida a una

fugnte de voltajye externa. Cusrndo se establece un cirveuito

cerrade  entre 21 sistema de electrodos, putide  mediroe

corriento  doebido a  la presencds de don ofccios; uno do
. .

ellos, ol veacomodo de carga  po polarisacion de la

soluciﬁn, siv que se lleve a cabo ninguma  reaccidn entre los
electrodos y 1a solucidn (case  similar a la carga almacenada
en ur vondensadeonr polavizado adecuadamenteo PROCESO
FARADICO) vy el otreo vaso, debido al transporte de ilones  a

;4 N
travds de la solucion Yy Hu reaccidn en los  electrodos

L

(efocte por el que es meside @l perdaidae do hidrdgone o
E - TO). For lo anterior, una variacidn on e
PROCESO NO FARADICOY. F 1 nterior, & @ 1
voltaje de polarizacidn  es importante, porquiz altera el
-~ § o Lo 3. - . [ L1 O N q
potercinl  electrico externe gque [orea ol desplazoniento  de
los iovies hacia las electredos (con la congecuente variacidn
. . £
de la actividad del detector de perdride); ademds de gue al
tender a alcanzar el equilibric, la carga superficial en los
metales (debido a efectos de peolarizacidn)  es redistribuida,
N 4 : . :
gonoyando corrientes  aun sin  la  presencia de perdxido de
hidrdyene (fdcilmente pusde saturarse por este media el
. . . :
sistema de medician). Es por ecsto que debe ponerse especial

cuidado en la estabilidad del veltaje de polarizacidn, pues

puede causar variaciones en  la actividad del detector de



perdxide de hidrdgene 4 raide  en la useWal  entregada. FParca
hacer el detector de perdside de hidedgeno 1o mds  ivmune
posible a cambios de voltaje, ol voltaje aplicade oen las
electrodos debe ser tal, que mivamice las  variaciones  de

al wiect cdo una

L . N
agelividad Cuwn el vollaguy adumas de guae

actividad cceptable vy hega diffesl la  despouponic:

.
abyvas moleculas

(electrdlicis  del  agua aprox. CVYL. En la

. . . ’
optimizacid die eate voltaje fue evatuada la v pota del

electrode  a la glucosa, cor la aplicacidn de  difurentes
voltajes de polarizecidng scleccionando  lueyoe el voltaje en

- ’ . . -, P -
el gue la lectura fuera mas ostable (ver Nig. 2035), En esta

curva  puede  observoarse el ancremento de actividad eupevada
por el aumento de veltage de polarizacidn y luego ura
dismirucicn posiblemente causnda por LT efecta de
apantallomionto  on la superficie de log metales, debido a la
polari:acidm de  las maldoulas de agua. Dol mdxine de esta
curva  fud  ebtenide el valtage de polarizacidn mds  adecuado

para electradas de oro v de plata, que resultd ser de .7 V a

pH 7 y 37°C.

s
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&.3 Dependencia del pH en la respuesta.

El pH =ze encuenira juntce con la  temperatura, enmtre las
variables que mds afectan la vespuesta del electrodo. Esto
es debido a que al igual gue la tempovatura, afecta tanto la
actividad de la enzima (Cass y  Davis 1984 ref.11), como la
del  detector de pordiide de hidrdyeno (Hichlivng y Wilscn
1951 ref. 1), alterendo su  respussta al voltage de
polarizacidn en el cliotrodo.

Estudios realizadon por  Hascini  y  Liberts (1974)
(ref.l4), indican que el pH dptime para la operacidn de la
Glucosa Oxidasa  es 7.05 reducidndose la  actividad de 1la

enzima al auncntor o disminuir el pH,

Exy (=) caseo de medicidn de glucosa  en solucionos
especiales, [=1¢) las  que se requiera una limpieza Yy
. .. . - ;
desinreceion @l iy pusde wwel HCCELGT 16 D) uSo do colunianes

dcidas o alecalinas que ayuden a una moejor limpieza de la

camara de megdicidn (Russell y Rawoon 1584 ato hace

riecesarice al  dgual  que  en el casa do la tura, ol
determivar el pH wds adecuadeo. El valor dptime de pH en este
cCasc, serd com el gue se tenga adn una sensibilidad buena y
resultados de limpicra adecuados. En las mediciaones
realizadas en el hospital AB.C. en determinaciones de
glucoss en suero, plasma y sangre completa, noe se tuve la
recesidad  de cambiar el pM de 7; tenienda cuidade de lavar
"suficientemente” la cdmara de medicidn (ver Cap. 4 pag. 96).
Para el contyrel de pH, se enplea uria solucidn

amortiguadora de fosfates pH 7. Esta sclucidn amortiguadora,



COnG su  rnombre lo andicay noe eliming la poesibalidad  de
cambios de pH debidos a la  inyeccidn de  la muestra, pevo
hace que  estas wvariaciones gsean menas notovrias, @i
comparacidn &  los cambios obtenidos, i por ejompla, fuera
agua destilada simple el lfguide con ©) que se  lavara la

s . .
camara de medicidn.

2.4 Agitacidn.

Para  asumgntar  la reproducibilidad en la wedicide, es
necesario que las condiciones iniciales, asf como las
condiciones durante @l proceso;  sean mantenidas  lo mds
fielmente posible. En lo anterier, la agitacidn eo la odmara
de nedieidn Juega un inpoertante papel; ya gque homoygernpiza 1a
muestra  dnyectada , garantizando une buena dilucidn, ademds
de mejorar el irtercamibio Je color ontre el 1{guide de  la
cdmara Yy el sistema de  calefaccidn  (ver  electrdnica
deparvollada Cap. 1).

El agitador, conuisle aon un  peguedio imdn  unide a  una
paleta de pldstice, y se encuentra en el interior de la
cdmara de dilucidh. Este ez impulsado magndticamente por
cuatro electroimanes, a traveds del acrflice de la cdmara de
wmedicidn (ver Agitacidn pag. E2).

Ecte mdtado tiene por principal  ventaja, el que ro sea
viecesario el tever una unidn mecdnica al  antericr de  la
cdmara, gue causaria problemas  de  fugas con el desgaste y

entrada de ruido al sistema de medicidrn.

Ll
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2.5 Limitantes a 1a linealidad.

2.5.1 Carntidad de enimima activa.

Esta variable es la  principal causante Jde la vo
livrcalidad del  electrode a las concentraciones de  glucasa
manejadas (@430 ag/d1) ( puss provora gque el proceso en el

wlectrodo ne sstd fundamsntaluuente controlade por  difusich,

sina  tambidn por veaceido, Lmp wrtoe Timitacionaes debidas a
las cancentracicones  de los reactivos, asd [afuolu] las
velocidades de reaccidn.

La baja cantidad de enzimg activa cauwsante de la ne
livealidad, pucds  ser tomporal comoe e ol case  de bajga
temperatura  do  operacidn o linitacidn de ox{genc disuslto
(ver rvospucsta a  la  temperatwal, o tambidn  puede  ser
pernanentt cone en el case o gorr enrima en la nembranay
degradacidn con la temperatwra o envenenamiente deo la  enzima
{ref. 3 Cap.i.38).

Conn ®l objeto de reducivy la influencia de la actividad
enzimdtica, a continuacidn se dardn algunas recomendaciones
pertirentes, para el maneje y proeparacion del electrodoe
enzindtico.

a) Para e@liminar la posibilidad de baga actividad
transitoria pov tompevatura, duta  debe ser de 37°C, con 1o
que se obtiere un wdxime de actividad de la enzima y una

baga degradacidn por temperatura.

b) Para reducir la limitacidn por  oxigerno disuelto, la
. 44 s
muestra inyectada es pequeba (GGul) y el andlisis de la
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muestra es realizado on los nmomentos  iniciales del  proceso
de difusidr, reduciendo los problemas por  limitacidn de
ox{gero.

¢) Para evitar que la cantidad de enzima inicial en la
mambrana  sea un problema, ©s puposta en ella un exceso de
enzima (aprox. lmgr}.

d) La presencia de algunas substanciasgs pueden reducir la

actividad enzimdtica., Este principic @5 usado  gor los
organi onos coma  un mecani sno e regulacion do las
actividades enzimdticas @ incluso algunas  son  capaces de
modificar su  selectividad, alterando la estructuwra del

centro  active (Modificadores Rlostericos). Alguneos metales
4 i :

cemea @l arsenico o el mercuwric,  provocan el blogueo del

centro  active, impidierndo su  accidn catalftica. A estas

: N kY
substancias  suple llamarseies verenok  Jo

evitar este problema, se debe tener cuidado en la pureza de

los componentes del amortipguador de pH.

2.5.2 Onigenc disuslto.

Er temperatura vwormal de operacidn, el ox{gernco disuelto
es la principal causa de baja cantidad de enzima activa y
debide a la baja solubilidad del exigeno en agua (aprox 3E-7
mol/cm3 a tomp. ambisnte), dsta es una gran  limitante del
intervalo lineal. For esto es necesario el hacer dilucidn  en
la muastra, para incrementar el intervaleo lineal de
medicidn.

La enzima potencialmente activa, es decir la que purde
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reaccionar y no  ha sufrido degradacidn  tdrmiics  pueds
encontrarse on  dos estados, uwne de  oxidacidn  (propiamente
actival y otro  en estado veducide (inactive latente). Cuando
la enzima se encucntra en estadoe oxidado, puede cedor
erergf{a para lograr la oxidacidn de la moldoula de glucosa y
la formacidn de perdside de hidvdgona, Duspuéﬁ diz ooto, la
ernzima queda en estade de baja energia o  ivactive latente,
sin poder rescoioner mds con la glucwsa. Mds la enzima puede

Y opanar nuevsmente a un estade de  oxidacidn oy

reCuperar
actividad, tomando de la temperatura del medizs, 1la energfa
suficiente para que ) agente oxidante (02 en este casa,
Anthony Fo G Cass, Braham Davis 13984 ref. i) pusda

E onzima (ver  dependencia con iIa

-

interactuar o

temperatural y hacerla pasar nusvamonbte a un estado activo.
GLUCoER + Oy ~--E--~) RCIDO GLUCONICO + H,0; ....8.2

Segun la rcuacidn 2. 24 de existir una cantidad
inagotableo de oxidante, no existiria problema debido a la
disponibilidad de onzima activay guedardo el proceso
controlade solamente por difusion y consecuentemente linpal
(este fuera dgel intervale en gue la velocidad de reaccidn de
l1a enziwa pudiera afectar, aproximadamernte tres brdenes de
magnitud  por encime de las concentracionas mangjadas). Mds
debide a la baja sclubilidad de oxigerno en agua; con el
tiempo, la cantidad de enzima activa disminuye gquedandc el

sistema re solamente controlade por difusidn 4  sino tambidn
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A . N -
per reaccion;  hacienda el proceso noa lineal. dota es la

/
YAz, por  la gue la lectwa del clectrodo se fomd en los

: : : rs ) .
mementas  iniciales  despuds de la inyeccidn de  la  wuestra,

: : s + .t '
dismiruyende con esto  la limitacidn de oxigene ademds de

amplear el intervale lineal del electrode enzimdtico (ver

fig. 4.6 pang.95). -

392



cAPITULO 3
MODELD PARA LA SIMULACION DE UN ELECTRODD ENZIMATICO
PARA GLUCGOSA

RESUMEN

En este capitulc sera mostrade el desarrolle de un
modelo para la simulacidn del proceso  llevado a cabo en el
plectrodo esnzinatico, cuyo desarrolle fug realizade en tres
partes: la primera ercargada de sepresentas la difusidn de
ura  especie  a  braves de una nombrana desde  la  edwara  de
medicidn v su deteccidn on el electrode; como seria vl caso
de una inyeccidn de perdxide ov la  cdmora de medicidn y su
deteccidn en el electrodo.  La gegunda, oncargada e
representar el procesco de wedicidn  de gluposa,  Hin ninguna
limitacidn que mo sea el transporte debido a la difusidn
pora  cada una de las oopeoies glucose y  perdxide.  En 1a
tercera partey os contemplada la posibilidad de pdrdida  de
actividad en la enzima, debido a la limitacidn de owigeno
disuelto. Los resultados de  la simulacidn de este modelo,
praedicen la pérdida de linealidad abservada
experinentalnente y tambidn el gque el electrodo tenga un
tiempo de respuesta  para glucosa mds  pequefic que para
perdxido.

Coe vesultade de la comparacidn de  la simulacidn del
modelo con  la rvespuesta del electrodo, puede daecirse en
general, gue el comportamienta predicho‘ en la simulacidn es

bastante cercanc a la respuesta experimental del electrodo.

4@



3.1 Hipdiesis para la formulacidn del modela

La formulacidn de un modelo es de suma importancia, pues
con €1 os posible verificar la factibilidad de la ccurrencia
de un procesc, adends de facilitar la manipulacich de las
variables gque interviencn en él., Esta manipulacidn adquiere
gran jmportancia  cuande  se  busca  la  optimizacidn del
sictemna.

£1 nmodelo sugerido, estd descrite esencialmente por @l
"principio de funcicrnamiente" expueste en el Cap.ij ¥y las
hipdtesis utilizadas para su furmulacidn son las sinuientes:

) Eri &l ivtorvalo de concentraciones de glucosa on el
gque el electrode responde  linealmente, ol procese  estd
controlade ecencialmente puwr difusidn, Lo anterior guiere
decir. gue en este intervalo rno existe ninguna  limitacidn
para la detweccidn do glucose, que no spa el proceso  de
transporte  debide a la difusidn  por las membranas. Esta
hipdtesis pupde considerarse como una buocna aproximacidn  an
los primerces instantes del proceso de medicidn.

11) Que la limitasidn a la linealidad observada
experinmentalmente, es debida al decremento del oxfgeno
disuelto, © a la saturacidn de la actividad enzindtica
pravoecada por el incremento en la concentracion de glucosa,
descrita por la pcuacidn de Michaelis (ec.3.18 pag.73). Esto
quiere decir, que las Jdnicas causas que pueden provocar la
pérdida de linealidad, son la falta de oxigeno disuelto en
la zona de reaccidn o la saturacich de la actividad

enzimdtica, debida al tiempe de interaccidn entre la enzima
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Y la glucosa {ver limitantes a la linealidad cap. 2). En
este casa, el proceso dega de estar controlade sclamente  por
difusidn, para ser controlade ademds por  reaccidng haciendo
que el proceso sea lineal sdlo en  los primeros momentos del
proceso, © en corcentraciones bajas en las gue es vdlida la
hipétesis I).

Adicionalmerte &  las hipdtesis antes menciconadas, en las
partes del desarrelle del modeloc a las gque se hara
referencia mis adelante, serd necesaric 2] incluir hipdtesis
de trabaje adicionales, cone lo son condiciones iniciales y
de  frontera, que de algura forma debervian sev consideradas
aquf, zin embarygo para facilitar B nane o serdn

puntualizadas en su momoento.

3.2 Partes para el desarrolle del wnadelo.

€1 desarralle del nodelo Tud planteoade en tres  partes,
en las cuales se fué incorporande la descripeidn  die cada una
de las especies gue intervienen en la veaccidn,
1) La primera, encargada de represcntar  la deteccidn  de
perdxido de  hidrdgene. Obtenidndose como  resultado, el
copficiente de difusidn del perdiido de hidrogenc en la
membrana enzimdtica.
2) Ern la sejgunda parte, e5 adicionada al transporte de
perdxide el transporite de glucosa, sin  imponer  ninguna
limitacidn en la velecidad de reaccidn promedio de la enzima

y s& gncarga de representar la parte lineal de la respuasta

del electrode en la medicidn de plucosa. En esta parte, es



tomada la hipdtesis 1) seffalada anteriormente; y debide a
fque on log primeros instantes del proceso astas
consideraciones deben ser compatibles con el procesoc real
(vo debe existir en wsos momentos  limitacidn por oxigeve o
concantracidn), esta  parte ey ewpleada ademds on la
ocbtencidn del coeficiente do difusida para glucosa. Lo
anterior s realizade, con el ajuste de la simulacidn a los
resultados experimentales en los primgros  womimtos del
procesao.
3) La tercer parte, la cual conplenmenta a la seqgunda,
concideora 12 posibilidad de pdrdida en actividad enzimatica
debida a la falta de oxfgenc disuelto en la zona de
reaccidn, y el efecto de "gaturacidn® provecado  por @l
tiempo de reaccidn entre la enziwa y la glucosa (hipdtesis
II}. Ecta hipdtesis incluye a la hipdtesis I pag.4l, was
debido & su empleo en la parte 2 de la  simulacidn, es
conveniente el exponerlas por separado.

Para la simulacidn de cada una de estas partes fueron
epleados mdtodos numdricos, que a continuacidn serdn

deseritos con nds detalle,
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3.3 Descripeidn de la primera parte de simulacidn.

Er esta primera parte de simulacidr, s pretende
describir la respuesta del electroede enzimdtice, cuande es
iryectada una uuéstra de perdxide de hidrdgenc; adends de
R . . o § . .
iniciar la aplicacion de  los melogdos numnericos en eoto
pyoblemna simple, para adaptarlo luago a Casos mas

complicados.

251 stonn a  describivy consiste  en  und membrana de

()

¢

grosor (L), a travds de la cual se difurde el pcr&xido desde
’ e . .

urna camara la cual presenta  una concontracidn inicial CQ,

hasta un electrodo ¢l cual descompone todo el perdsido gue a

&1 llega. Esta descoaposicidn de  perdxide, es la que da

iugar a la respuesta eldctrica del elzctrode, segdn  la

gouacidn 1.2 1.3 del capitulo 1.

3. 3.1 Pardmetros. Vaeriableos de entrada y salida
Eri gsto parte del desarrollo del modelo, los pardmetros
mané jados sony
Numero de particiones en la membrana
Areca del electrodo N
Grosor de la membrana .
Coefiviente de difusidn de perdxido.
Las variables de entrada sons
Concentracidn de Ferduido
l.ag variables de salida

Corriente eldcirica simulada del electrodo
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3.3.2 Hipdtesis para la sinulacidn de la primera parte .

Para su  simulacidn, we plantearon las  hipdtesis  de
trabaje siguientes:

a) Todo el perduido gue llega al electrodo es detectado.
Esta suposicidn estad fundada en el amplio intervalo lineal
del! electrodo al medir peréxido, gn relacidn al gue en una
rnuestra normal de glucosa serd gencrade,  aproximadanente 2
drdeves  de magnitud  infwirior  (ver linealidad al  perdxido
Cap. 4).

bB) La reaccidn on el vlectrodo es instantdnea. Aungue
las velocidades de los iones en 18 solucidn  son poguefias,
{aprox 1#E-3 cm/seg ref.l Can.21)y la respunsta del
electrode a la presencia dol peroxido es prdcticamente
inmediata .

e} El transporte del gporduide a la zona de reaceidn estd
controlade por difusidn., Esta suposicidn w5 adecuada on
virtud del poro de la menbrana y de que el campe pldetrica
usado u#n el electrodoe afockta en poco la  velocidad de
transporte do los iones {(ref.l Cap.21).

d) El peroride solamente reaceciona en el electrodo,. Esta
suposicidn ez posiblemente la  wds débil, debido a que la
descomposicidn  del perdxide es una  reaccidn  exotdrmica
esponténua, que pusde ser catalizada por la luz y por uuchas
otras substarcias como el hierro, gl cobre y la catalasa
(ref 12). En particular dsta dltima, tambidn wna enzima, es
desarrcllada por los orpanismos para contrarrestar el efecto

tdnice del perdwido de hidrdgenc; rveduciendo el perdxido en
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anua y ex{genc.

Aurque débil, tondnosla como una hipdtesis de trabajo.

e) La concentracidn  es  uniforme en la cdmara de
dilucidn, inmediatamente despuds de 1a inyeccidn., Esto es
debido a que en la cdmara de medicidn, existe un agitador
impulsada magndt icamonte que hemogenziza la concentracidn,

f) El procesc pusde ser descritoe por difusidn on una
dimpnsidn., Es  razonable por la simetria del sistema, y por

. . s ” N 4. .
la gustificavicn a la hipotesis o).

3. 3.3 Simulacidn por diferencias finitas de la parte 1

El process 2 simlar, consiste en la difusidn de
perdxide  de hidrdgene desde la  cdmara de  dilucidn y
mezelado, a travds de una  membrana  de grosor U, hasta
encontrarse al otre lado de la membrana con un  detector de
peroride (var figura 3.1, Consideraraenos que la
concertracidn inicial de pordiido en la membrana es cero y
gue despuds de inyectada la muestra wn la cdmara, empieza a
difurdirse hacia la membrana,; con una concentracidn CO en la
frontera (hipdtesis e )3 ademds que es posible "partir' la
membrana en N partes ( C1,C2,..0ny..CN )y en las cuales es
vdlido considerar come una  buena aproximacidny, que la
cancentracidn provedic de la  parte Cny, coincide con  la
concentracidn del centro de la parte On en la distribucidn
de concentraciones continua (distribucidn  real) (ver fig
3.2), Este es en principic el ndtode de diferencias finitas,

mediante el cual es posible el reducir el problema general a
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la sclucidn de muchos problemas mds sisples o  igualesy en
los ruales son manejadas concentraciones promedie oen  lugar

de la distribucidn continua de concentraciones del proceso

real.,
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3.3.4 Obtencidn de la souacidn de diferencias.

Tomenos como U, ol grosor de la membrara y en ella una
particidn de N con DX el desplazamiento diferencial para
cada una de las secciones DX=U/N-1.

Debide a las hipdtesis ¢),f)y el proceso debe estar

deserite por la ecuacidem de difusidn:

con D el copfiviente do difusidn.

84 bhacomos una particidn de N en la regidn que
corrpaponde a la wmembrana, asignande a cada una de las n
partes la concentracidn promedio Cn, la ecuacidn 3.1 puede

roaerihives de 1o fornn:

(Clny t4DE) Ly ) ) /DE=-DR(Cn~1)+2Cn) -Cin+4) ) /{Dxt2) . 3.2

en donde el {ndice representa la posicidn del segmento (ver
fig. 3.2). Despajando la concentracidn del segmento n  al

tiempo t+D%, se obtiene la wcuacidn:

Clny t+DE I =0y L) ~DEDE#(C{n—1, L) -2%C(n, ) +Cin+l, £) ) /DX2

e 3.3

en donde Dt es el incremento en tiempo de cada iteracidn, D
es el coeficiente de difusidn de la membrana y Cin,t) la

concentracidn en la seccidn n al tiempo t. En la ecuacidn
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3.3 se tiene un mdtodo recurrente, para calcular ia
distribucidn de concentraciones a lo large de la  membrana al
tiempo t+Di, sabiendo la distribucidn de concentracionss al
tienpo t. Teniendo las condiciones iviiciales en la
corcentracidn, ws posible entorces describir en el ticmpo el
comportaniento de las concentraciones a lo large de la
membrana.

En pote proceso oo simulacidn, deben sor  satisfechas las
condicionns  de frontera tanto en el wlectrodo (debisndo ser
wantenida cero la congentracidn en el slectrodo  CU(N,t)=0)
como en la cdmars de medicidn, partiendo de la concentracion
inicial €@ v sy continuo ajusts, daebide al flujo de perdrido

hacia la membrana C{(0t=0)=C0,

3.3.5 Ectabilidad del nftoda numdrice
Para garantizar la estabilidad dml alporitmo, [

necesario ques?

@ ( DrDt/DX+2=C (. & e 3k

ya que de lo contrario, son provocadas oscilaciones no
esperadas en la solucidn del problema (ref.B8).

El wvalor de @ provoca variacionss on la longltud del
incrementoc Dt en cade "corrida® de la simulacién, no
alterando slgrificativanente la distribucidn de

concentraciones a un ticwnpoe dado.

Para obtener el valar de la corriente equivalente,



resultado de la ﬁimulacién, es necesario el determinar el
fluje de perdxido on la regidw cercana al olectrode;  para lo
cual as necysario el tenar la distribucidn de
concentraciones a  lo  ancho  do la menbrana, asi como el
increnento de  tiempo entre iteraciones. B continuacidn serd

mostrada 1a obtoncidn de estas cantidades.

3.3.6 Incremento de tiempo entre itoraciones
De la fdrmula 3.4 se deduce gus ol incremento de tiempo
entre dos iteraciones del programa de simulacidn, esta dado

por:

DE=E#DX+2/D PRI

en donde 8{@L5 § DX os el arosor de una particidn de 1a
membrana, y D el coeficiente de difusidn de la especie a

medir (en este caso perdxido).

3.3.7 Lectura en el electrode

l.a corriente entregada por la desconposicidn del
perdwido  en el electrodo segin la hipdtesis a),b), si se
trabaja con cantidades melares, debe estar dada por (vef

descomposicidn del pardiido Cap. & y seceidn 3.3.4)

Lectura n amp(t)=2sDsAxMarex (1 E)*xC(N-1, %) /DX 3.6

en donde el @ es debido al rdnerc de electrones yenerado por



cada moldcula de perdiido reaccionando, D @l coeficiente de
difusidn  para gl perdxido, N el nimerc wn la particidn, A el
drea  por la que se difunde el perchido, Na el ndmero de
Avopgadro par trabajarse on vantidados nolares las
concentraciones, “e" la carga del electrdn y U el grosor de

la membrana,

3.3.8 Cambio en la concentracicn de la camara de medicidn

La congentracion en la cdmara, aungue grande, sufre
pérdidas debidas al flujo de perduido por la  menbrana. Esto
condune  a que la concentracidn  en la cdmara de medicidn,
debe ser continvamente corregida cada intervale Db, para
considerar’ la posibilidad de manejar coaficientes de
difusidn mds grandes en donde estes cambios son  uds
avidontes,

La pdroida debida al flugo de perdside a la  wenbrana

(considerande las hipdtosis o), f), esta dada por:

C(D, t+Dt)=C(Q, ) -DRA*(C(B, ) -C(1,£)) /DX se3.7

donde C{@,t) es la concentracidn de la regidn "@", reservada
para la cdnara de medicio%, al tiempa t.

Teniendo ya las reglas para la simulacidn del modelo,
generemncs el diagrama de flujo para el programa que la

manee.
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3.3.9 DESCRIPCION DEL PROGRAMA FARA LA SIMULACION
DE UN ELECTRODO #ARA FERDXIDD

PABO f.~ Roservar dos regiones de memoria AN BUIN)  para
terer la distribucidr de concentracionss al tiempa t y t+Dt
respectivamente.

PASD 2, -~ Introducir las variables del sistoma.

FASD 2.~ Inicializay el contador de tiempo CT (El tiempo
del proceso estard dade por CT#DE)

FASD  4.- Poner om la regidn ANI, la distribucidn
inicial de concentraciones.

FASO  S.- Porner en la rogide BN la distwibucidn de
concentracionas al ticmpo t*Dt, segdn la fdrmula 3.3

PASE 6.~ Incrementar el contador de tiempo.

oRC2 7. - Graficar la distribucidn de concentraciones en
BIN) (Opcional).

FRSO 8.~ Hacer ARMm)=R{n con n=1{,2,...N~1 para que la
concaniracidn de AN =0 hipdtesis al,

FASO 9.~ Calcular ¥y  poner el niueve valor de AW, 4).
Saltar al pasao 5.

Este programa fud desarrollade en lenguaje BRASIC, y su

listado aparece en el anexo Pl,

3.3.1@ Obtencidh del coeficiente de difusidn de perdxido
Dabido a que unc de los pardmetros en  la simulacidn del

proceso es el coeficiente de difusién de perdxido de

hidrdgenc en la membrana, para su evaluacidn, se simuld el

proceso de difusidn llevade a cabo en el electredo con el
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uso de mdtodos numdricos. De esta formna, comparando  los
resultados de la simulacidn con la curva de respuesta medida
del electrodo, puede encontrarse el coeficiente de difusidn
del perdxideo de hidrdgerno.

Para cbterer la respuesta del electrodo y poder comparar
los datos de la simulacidn, fud muestreada con el uso de una
computadera la respucsta  dei  electrodo, via una interface
con uma resclucidn de 5.5 digitos y un tienpo de nuestreo
constante  aproximade de 5 seqg. Do esta forma se tomaron  los
datos a los qgue se ajustarfa el modelo, en el procese de
obtencidn del cooficients de difusidn para el perdiido de
hidrdgero.

Al ajgustar los valores al modelo, fud obtenido el
coeficiente de difusidn parae perdkido de 3.2E-7 cn2/seqg,
resultando una solucidn Unica, en la variacion del
cosficierte de difuﬁién, aungue depende un poco de  oriterios
personales de ajuste ver fig 3.4

La simularidn obtenida o3 come la esporada  para el
slectrade {(ver fig 3.3). En osta figura pusde verse que la
distribucidn de concentraciones parte de la condicidn
inicial ‘Yescaldn® y 1llega a un estado estacicnaric. En ese
estade, la segunda derivada de la concantracidn es cere, por
1o que o5  congruente con la ecuacidr de difusidn en estada
estacionario; ademds de satisfacer la hipdtesis a) en el

electrodo.
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’
<4 Descrapecaon de la segunda parte de la formulacidn  cel

[45]

mode o,
Ern esta etapa del desarrolic del modelao, serd
incorporade a la especie perdxido  trabajada en  la parte 1,

la especie glucasa. v ecste proceso, ol tgual gue en la

parte 1)y rno sord impuesta ninguna limitante a la wedicidn,
gue mo sea el transporte de las  especies debida a  la
difusicdn (hapdtesis aj.

A continuacidn serd descrite el procese llevade a  cabo
ern el electrode enzindtice, cuarnde se considera que no
pxiste ninguna limitante debidoe al 0; o la velocidad de
reacoidng y es inyectada una suestra de glucosa.

Cemsideorarencs en esta  ccasidn a la menbrana, come  un
par de membranas (de celofan)j encontrdndose entre ellas la
enzima soluble (ver Principio de sedicidy pacs glucosa  Cap
1}. Estas membranas, debido al tama¥e de su  poro, permiten
el paso de las especies glucesa y peroxido con coeficientes
de difusidn DG, DP respectivamenie, pero  impiden @l poaso de
la enzima, quedandc atrapada en una regidn que serd llamada
fzona  enzimdtica”. Lo anterior es relativamente fécil de
lograr, debida al gran tamafo de la enzima respecto a la
gluccosa; y hace posible el gque la enzima pueda ser
reutilizada en otras andlisis, debide a que sdlo las
especies glucesa y perdxido son desplazadas durante el
lavado.

Considerando que inicialmente tantoe la membrana come la

cdmara de wmedicidn se encuentran libres de perdxido o



glucosa, cuande es inyectada la muestira de glucosa,
automdt icamente es  diluida on  ura propoccicn constante y
empieza o difundirvees a travds do la primera  membrana. Esta
gluccsa despuds  de  viajar por un tiempo  (6n un procesc
controlada  por difusidn), ae encuentra con la enzimag que la

N 4o
duesconpone, genprandose como parte de esta reaccion peraxido

de hidrégeno ({como hipdtesis a evia wia e la, tada

la glucosa que llega a ecsta fona, oo desconpuesta).  E£1
peréxido de  hidrdgoeno genorado, sigue  al 1gual  que la
glucosa un proceso de difuﬂiéh, que lo lleva con el tiempo a
encontrarse con el detector de  perdxideo de hidrdgenc; que
par  efecto del potencial entye sus  electrodos, desplaza
hacia ellos los fones on los que se  descompone ol povéxxdo,
facilitandae 1a descomposicidn e ctiac meldonlas  de
pevéxido. Estos  lonesy al reacciomnar en los electrodos,
genaran una corriente, que es la sefial registrada

plectrdnicamente.

3. 4.1 Pardmetros. Variables de entrada salida.

En gsta parte del mnodeloy, los parametros mangjados soni
Ndmero de particicones en la membrara
firea del electrodo .
Grasor de la membrana .
Coeficiente de difusidn de perdxido.
Coeficiente de difusidn de glucosa .

LLas variables de entrada marejadas son:

Corncentiracidn inicial de perdrida



Concerdracicn inicial de glucosa .
La variable de salida es:

Corriente eldctrica del electroda .

3.4, Hipdtesis pava la construccidn del medels parte &,

Fara la farnulacidn de eata  parte del modelo,
supondremncs adends  de las hipdtesis a)-f) usadas en la parte
i antos noncionada, las siguientes hipdtesis de trabajos

g} El transporte de  la glucosa estd controlado  por
difusidn,

h) La liberacidn de perdxide en la  zona  de la enzina es
instarkanca. Esto estd respeldado por  la  gran actividad de
las enzimas{ver seccidn 1.1 pag.&).

i) Teda la glucosa gue pasa por la zona enazimdtica es
RS-0 Sratenida por la concentracidn de enzima en  la
membrana y la no limitacidn do oxigome supuesta. Aungue esta
consideracidn on la realidad ro es  tan valida, si puede
considararoe  como un case limite, en ol tratamiento de bajas
concentraciones de glucosa.

) La liberacidn de perdxide es proporcicnal al fluje de
glucosa a la zona enzimdtica. Esto es consecuencla de la
cantidad de enzima, asi como de su actividad. Esta hipdtesis
es importante, y forza a que la respuesta del electrodo sea
lireal (ver variables importarntes en la sefial cap 2).

k) Es posible describir el proceso, coma la
superpesicidn de dos  proceseos de difusidn  indeperndientes,

con  accoplamiernta dnicamente en las condicicones de  frontera.



o quiere decir qul los coeficientes de difusidn  de cada

una de  las cupecies, ne  serdn afectadaos por cambias ern la
Ly . .
concentracidyn  de  las  especies presentes. Gsta hipdtesis es

razenabile, debido a las bajas concentraciones usadas,

3.4.3 Simwlacich numdrica de la parte & del medelco
P
: ’ .
La sinulacion en esta  parte, consiste on representar el

Yy con el uso  de

proceso  antes  menclonadoe  (seocidn
nétodos nunericos.

Tomeaos ahora comne en @l caso de la etapa i,  en cada una
de las membranas una particidn de N-1, dejando una seceidn
de dstas para la rwgidn grzimatica. Con ewto, Lo tione oomo
seccidn  diferencial  DX=U/(EN-1)3 con U el grosor de  la
menbrana y desigrnenos comnc Corng ey t) la concentracidn  en la
regidn v, de 1a especie v (g glusosa,n perdrida)  y  en el
tiempo %.

Coma es de esperarse, sepgudn la hipdtesis i) en esta
etapa de simulacicn, debe cumplivse la condicidn de frontera
Ciryg,t)=0 para m=Ny de forma similar para el perdxido
C{ENy p, ) =0 (regich que representa al electrodo).

Como  en esta etapa del modele se trabaja con la difusidn
simultdriea de dos especies, de forma similar a la etapa iy
es necosarie el encontrar la distribucidn de concentracidn
en el tiempo para cada una de ellasy asi come considerar los
cambias ern las condiciones de frontera, debido a su difusich
por la membrana. A centinuacidn  se expondran las reglas para

. - 4
la simulacicn.
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3.4.4 Obtencidn de las ecuaciornes de difersncias.

Como  en esta parte del desarrollo de) sodele ac se
linpong  ninguna limitacicn on la actividad enzimdtica, la
gluccsa que se difunde desde 1a  cdwara de wedicidn, "ve" a
la zona enzimatica come ol pordeide  on la parte 1| "ve" a el
electroda {ver fro. 3.5, Eo por esto gque  la pcuacidn  de
diferencias es la wisma a la abtenida on la etapa | para el
perdrido, cambionda el coeficiente de difusidn  de perdxido
por el de glucosa; por 1o que la ecuacidn de diferewcias

para glucosa es:

Cirygyt+Dt)=Clryn, t) DDt #{(C{n—-3, g, t)-ECln, g, t)+

0 (el n, £)) /7 (DX+2) ..3.8

con N{n(®, DG el coeficiernte de difusidn de la glucosa v g

indicando la especic o tratar, en este casco glucosa (ver fig

Fara la obtencidn de la ecuacidn de diferencias del
perdxido, de forma similar a la etapa 1 (ec. 1. 3), la
distribucidr de concerntracidn de perdsido, en la regién
entre la zona enzindtica y el electrodo, estd dada por la

, ! . N
ecuacion de diferencias:
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Crigpy t+DEI =L (riy Py L) ~DRRDL # (T lrim 1, o, £) =28 (r1y py t) *

0+t py ) )2 LDXLE) PRI |

con SN+t in(N ¥ con una corcentracidn en la frontera C(Nyp,t)
N 7 - .
igual a la concentracidn de perdiido en la zona onzimdtica
de forma similar a la carcontracidn que “veria" la glucosa
1 . . .
en  la camara de medicidn. El calculo de la concentracidn  de
‘ : . , . + .
peroxido en la fona eniimatica, sera rieal izada a

continuacidr.

3. 4,5 Concentracidn de perdrido en la zona enzimdtica

Si e considera a la zona enzimdtica como  un pegueto
depdsite de perdride, cuya concentracidn  poer un  lade es
incrementada al liberarse perdride de la glucosa  (accidn
representada por el fluge F1), v reducida por la difusidn de
perdxide hacia ©l electrode 5y la cdearva de  dilueidn
{representadas en el flugo F2); ademds de suponer que  la
salida del perdxidc al electredo y la cdmara es igual por la
simetria del sistema, la conwentracidn a  la  frontera de
perdxido, cuyo case s similar a la concentracicdn de glucasa

. 2 ’ . -
en la cdmara de dilupicdhn, esta dada por (ver fig 3.95)

7
-
1

= AX{2N-1) ¥DGRC(N-1, g, £) /U

EHAX (EN-1) %DFH (C (N, py £) ~C (N+1, py £)) /U

!
o
i

CANy Py £+DE)=C (N, p, £) + ( F1-F2 )#DT/(AXDX)  ...3.1@

en donde Fl es cobternido de forma similar al  flujoe detectada



per el electrodo en la etapa 1, con CiN-1,g,t) obtenido de
la ecuacidn de diferencias 3.3 y FZ es el flujo de salida
provoecado por la difusidn de perdride  en  la.  membranas. La
govacidn 3,19, representa  la  condicidn de Hrontera para la
difusidyn de perdrido, de forma similar a la concentracidn  de
glucosa  on la cdisara de dilucion en la difusicdn de 1a

glucosa.

3. 4.6 Corcertracidn de glucosa en la camara de dilucidn,
£l cambic en la concentracidr de la cdmara de dilucich
debida al flujoe de glucesa a través de la membrana, estd

dada por:

C{@, g, t+DE)=C(B, g, &) -DE*AX(C(D, g, t)-C(1,g,t))/DX o301

esta ecuacidn es similar a la de la concentracidn de
perdxide en la cdwara de medicidn en la parte | de la

formulacion del modelo.

. . . . : . 2
3.4.7 Sireronizacidn de los procesos de difusicn

Debidae & que en realidad, se estd tratande con  dos

. . . .
procesas de difusidn accoplades, ©s necesarico que en  la
simulacidn final, ambos procesos tengar  incrementos  de
. . N 4

tiempo iguales para cada iteracion. Fara lograr esto, debe

cunplirse la igualdad:

Dt = @pxDX+2/DR = @g*DXt+2/DG L3012
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en donde 0d@gd, 5 , @{epd. S, son constantes que determninan
les  ircrementos de tiempoe entre iteracion (ver Estabilidad
del método seccidn 3.3.5). For tanto si fijamos @p=.4
implica que (ver obtercidn del coeficiente de difusidn  para

perdrido)

Dt (seqgl)=. 4% ((DX)1&) /3, 2E~-7 .. 3.13
y de la ecuacidn 3.1@

DG=Eg*DX12/Dt L 3.14

3.4.8 Lectura equivalente on el electrodo.
La cerriente entregada por la descomposicidn de per&xido
de hidrdneno, estd dada por:

Lectura nanpi{t) = Z«DPxA*Naxe® (1E9) #C (2N, py t) /DX e 3:.15
de forma similar a 1la vccuacidn 3.6 de la etapa 1, vy

representa o lectura equivalente a3 la respuesta

experimental del elepctrodo enzimatico.
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3. 4.9 DESCRIFCION DEL FPROGRAMA FARKL oA SIMULACION
DE LA ETAFA & DEL MODELD

RS0 1.~ Roservar cuatro regiones de menor i a
AN GBINY,C(N) ¥y DIN), para almacerar las distribuciornes de
concentyaciones  en  la membrana  en el tiempe t oy  t+Dt
respectivamente, para cada una de las especies.

PAGO &.- Introducir las variables del sastema.

PASO 3. - Iniciar el contador de tiempoe CT. El tiempe de
sinulacidn estard dado por Dt#CT,

FASO 4. - Poner en la regidn An)  ,  Cn) con B(n{EN, la
distribucidn de glucosa y el perdxido respectivamernte, al
tipmpe coro.

FPRSO 5.~ Foner en Bin) y D), el valor de 1la
concentracidn al tiempa t+Dt para glucosa y  percxido, segin
la fdrmula 3.8 para la especie respectiva.

RSO &L~ Incromentar o) contadeor de ticnpo.

FASO 7. - Smgﬁn 1a ecuacidn 3. 1) corregir la variacion en
la concentracicdn de la cdmwara de medicidn,

PRS0 8.~  Sengdn la  ocuacidn 3,10 corregir la
concentracidn de perdxide en la zona de reaccidn.

FASO 9.~ OGraficar el fluwo de corriente segdn la
ecuacidn 3.15 (opoianal).,

FASO 1@, ~Hacer A =B 3§ Cm=D{n) con n=1,2,..8N.

Saltar al paso 3,

3.4.10 Obtercidn del ceeficiente de difusich de glucosa.

Una vesz obtenido el programa de simulacidn que se
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encuertra  on el anexos P, para evaluar ol coeficiente e
difusidrn a 1a glucosa, £s necesario  proebar diferentes  @g
hasta ajustar la simulacidn del wmedelo a la lectura  obtenida
experinertalmente un tienpo constante vy poguefic (aprox. 6
seg) después de la inyercidng esto ws con el f{n de evitar
al maxime posible la pdrdida de actividad de la enzima. De

. .2 ’ . . .
esta simulacion, fue oblenido un coeficiente para la glucosa

ol

€

451

de DG=8.04 cui/seq, {ver fig LBy no ebstante gu
ajuste fud hecho scbre la luctwa & los 6 segundos de la
inyencidw, s representa con bastante  fidelidad la vespuesta
inicial del electrodoe (ver fig. 3.7).

Despuds de esto, fud sinulade el resto del proceso,
encontrando  en el  estado estacionaric proveocado por la
difusidh de gluccosa, uwna lectuwa y tiewpo de respuesta  mayor
al  abtenido experimentalmonto, tver fig 3.8). Aduends do
esto, es interesante el obrervar que el tienpoe de respuesta
medido para la glucesa, es menor al observado para el
perdxide  (comparar fig.3.3 y 4.5, Esto conduce, a guro
posiblenente el estadao estacionaria alcanzado
experimentalmente en la medicidn de altas concentraciones de
glucosa, se debe al transporte de oxfgena, y no al de

glucosa; pesibilidad que serd incorporada en la siguiente

parte del modelo.
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3.5 Descripcidn de 1a tercera parte del desarvelle del
modelao,

Esta etapa del desarrcllo del modeleo, conciste  en
incorporar a  la parte & antes trabajada, la posibilidad de
cambics en la actividad enzimdtica, por lo que el proceso  a
simular s doicamente el deoscrito ev la  paric 23 con

on el transporte de oxigeno disuelto y el

wed i F
pasc de glucosa a travds de la  zona ewnzimdtica. Debida  a
esto, en osta seecidn  seran descritas nicaments los cambios
introducidos a la parte 2.

Fara la desecripeicn dol oxfgeno  disuelto, se considerard
a la camara de dilucidn como un suministro de anigenc
disueltey y a la zona enzimdtica como  la regidn de reaccidn
@h 12 que es “transformada” la glucosa en perdxido, segdn
una Funcidn de transfecevnciz llamada  “funcidn de ectividad".
Inicialmente antes de la inyeccidn de una  muestra de
glucosz, la concentracidn de oxfgeno disuelto es homogérea a
lo large de toda la mewmbrana, as{ come on  la cdmara de
dilucidn. Cuando se inyecta la muestra y llega bhasta la zona
enzimética, la weaccidn de la enzima con la glucosa empiéza
a hacer usa del oxfgeno disuelto en la regidn enzindtica,
disminuyendo su concentracidn y forzando la  aparicidn de un
fluje nete de  oxfgenc desde la edmara. EI suministro de este
onfgeno tenderd a alcanzar un  estado estacicnario, que
pasiblemernte S84 el estadao estacicnario abservado

experimnentalmente, explicando can ello el tiempo de

respuesta medido (ver fig. 3.9).
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Ev un caso extreme, el oxfgeno disuwelto en la cdmara pucde

agotarse, impidiendo el gue siga reaccionanda la enzima, nc

chatante exista adn glucosa de la muestra (ver seccidn
2. 0.8,

La actividad enzimdtica, como ya se uenciond antes, estd
descrita en este case por la llamada Funcidn de  Qetividad,

corn la cual 2o conteonpla la posibilidad de gue no exista
interaccidn entre la plucosa y la enzima, ya sea por un
simple no encuentro  por  causas estad{sticas, hasta la
irhibicidn de la enzima por falta de oxigeno. De igual forma
gque ern la parte 2, la glucoss juo  reacciona  genera perdsida
de  hidrdgeno, gue viaga a traven de  la  moembrana  para  ser
descompuesto en los electrodes y gernera una corriente que os
la  lectura anbtrogards por el detector de perdxido de
hidrdygeno.
3.5.1 Pardinetros. Variables de ontrada y salida.
£n esta parteo del wmodelo, las pardnetros manejados son:

Ndmere de particicres en la membrana

Area del electrodo .

Grosor de la membrana .

Coeficviente de difusidn de perdxido.

Coeficiente de difusidn de glucosa .

Ceeficiente de difusidn de oxigenc .

Concentracidn inicial de 02 .

Actividad enzimdtica mdxima .

Concentracidn de actividad media .

. . -
Cancentracion de saturacion de 02 .
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La variable de entrada en esta parte es la concentiracion
inicial de gluccsa y la variable de salida, al! igual gue en
las otras partes, es la corriente eldotrica nenerada por el
electrodo.

3.5.& Hipdtesis para la simulacidn de la parte 3.
Esta etapa incovpora a la parte & del desarrolle del
modelo la posibilidag de alteracicones on 1a capacidad de
veaceidn de la enzima, siendo atribuida esta  pdvdida  de
actividad a:
I) Cambio de probabilidad de erncuentrs  entre la glucosa y la
enzima, debidou al cambio en la concuntracidn.
I1) El efecto de saturacidr observada experimentalmente un
la reaccidn de la encima, debido al tiempo de reaccidn de la
0L A InG ¥
111} La limitacidn por oxigeno, por ser dste un elemento
indispoensable en la ivteraccidn de la enzima com  la glucosa
(ver Baeoo., 1.13.

Estas consideracicnes en la pérdida de actividad en la
enzima, wserdn agregadas a las utilizadas en la parte 2 del
modela {con excepcion de la hipdtesis i por dejar de ser
valida), y pueden ser agrupadas en las hipétesis de trabajo
siguientes,

1) La pglucosa puede o noy, ser catalizada en 1a zona
enzimdtica. Esta probabilidad es desigrada por una funcidn

“ACTIVIDAD", gue es funcidhn de las concertracicres de leos

.
elementos en reaccion.

~
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) El oxfgeno, parte importante en  la reaccichn, es
representado en su transporte por una  ecuacidn  de  difusidn
en una dimensidn.

@ La  actividad enziwdtica, ne podrd  ser  suporice  a la
pernitida por las concentraciones en la regidn oncimdtica.
Este o5, la funcidn de actividad es  tomada cano una
actividad mdiima, dejando & las concontraciones de  los
reactivos 1a limitacidn real (no puede consumir mds oxigenc

e glucosa de la que esxiste disponible en el womonto).

3.5,3 Simulacidn por diferencias finitas de la parte 3.

Evi las siguientes secciones nos  limitaremocs a  obterner
las modificaciones necesarias, a partirv de lo obtenido en la
etapa 2, en lo concerriente al transporte del oxfgenc y al
cambia @y la actividad enzimdticay cambios que a

continuacidn serdn descritaos.

3.5.4 Ecuaciones de diferencias.

Debido a gque existe la posibilidad de que la glucosa
pase a travds de la zona enzimdtica, es necesaric el obtener
la ecuacidn de diferencias para la glucosa en la regidn
conprendida  entre la zona enzimdtica y el detector de
perdxido. Esta ecuacidn  es  similar a la cbtenida para la
gluceosa en la parte 2, sdlc que en este caso, los {ndices en
los que debe evaluarse deben corresponder a la  regidn
requerida. La ecuacidn de diferencias para la glucosa, esta

dada por:



Clryga t+DEI=Ctn, g, t) ~Dg*DL#{Cin=1, g, t)~2C (n, g, t) +

+Cin+t, 0,83 7 (DX1E) .. 3,16

cow BdniN 3 N (EN, para considerar las regiores destinadas
a las megbrarnas.
o A . . . .
La ecuacion de diferencias para la descripoidn  del

4 : :
oxigeno, os similar a la 2,15, y estd dada por:

Clngoyt+DE)=Cn, 0, t) -DosDt s {C{n~1,0,t)~2Clny o, t) +
oAl o, €) )/ (DXE) ve .87
con @{niN 3 Nm{EN, para considerar les regiones destinadas
& las meubranas, "' indica que se trata corn oxigeno y Do es
el coeficiente de difusidn del onf{gerc en lan membranas,
ta ecuacidn do diferencias para el perdride no  se

altera, por lo que no sera muwevanonte escrita,

3.5.5 Funeidn de actividad.
i-a reprezentacion de 1a actividad erzimitica sin
limitacidn de ox{gero, es descrite por la ecuacidn de

Michaelis {(ref 12):

Ae = YMsC (N, g, b3/ (KM+C (N, g, t)) .. 3,18

en donde Re se usa para designar la  velocidad promedico con

la que es catalizada la glucosa por la enzima (actividad
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. . . . . L. &
erzimftica wol/seg), VM es la actividod enzimatica maxima en
I .4
saturacidn de nlucosa, KM es la concentracicon con la gque se

abtiene la mitad de la actividad mdxima y CiNyg,t)  la

; . .

concentiracidn de glucosa en  la zona  enzimatica. Esta
. 7 5.

ecuanicn cumple con las rasuwltados observados

experimnentaluente en la actividad enzimdtica (ref. 2

Cap.14—4)5 por un lade parte de cero & concentracidn cereo,
tiene un incremente lineal on el cual s representadoe el
aunento de la probabilidad de  encuerntro con 2l aumento de
corcentracidr, v luege tiende asintoticamonte a la velocicad
de actividad mdxima, para reprosentar el efocte  del tiempo
de  reaccidn do lo enzima y el tener un nduero  limitade de
meldculas de encima en la momnbrana.

En la ecuacidn  3.18 pag.74, es considerado que las
condiciones de oxigenacidn  son  las mejores y por tanta, no
estd considomrado ol efecto causada  por  una  posible
linitacidn de oxfgena. Para introducir esta limitacidn a la

: 7 — o
ecuacion 3.18, es propuesta la expresioh:

AE=UMKC (N, 0, t) *C(Ny o, t) / C((KM+C (N, g, £)) #50) .. 319

en donde CiNyo,t) es la concentracidn de oxfgeno en la zana
enzimdtica y 80 la concentracidn de saturacidn de oxfgenc, a
la que es evaluada la ecuacidwn 3.18 ( aprox  3.2E-7 mol/ca3
Y. Esta ecuacidn da un  comportamiento razomable, ya que

T Id .
cuando la concertracidn de oxigeno en la zona de reaccidn es

la de saturacidn S50, se reduce a la ecuacicn 3.1B y en



a

ausencia de onfgeno, la actividad enzindtica es nula (lao
cual es esperado, debide a la deperndencia con el oxigenc en

P S
la ecuacion 2.&),

3.5.6 Sincronizacidn de los procesos

Coame: oste procesa implica la superposicich de la
difusidn de tres especies (glucosa, perdxide y oxigenc), es
necesario al igual que en la seocidn S.6.7, )l forzar guo

los  incrementos de tienpo en cada une de los procesos sea el

misme. Para lograr esto, debe cunplirse:

DE=@p#* (DX+2) /DP = @gx{(DAt2) /DG = G@o»(DX+2) /DO . e 3,20

con @i constante ( G(@i (.5 ) para cada una de las especies.
De esta forma si Qo=.2 y si1 son considerados lez

coeficientes de difusidrn, entonces se tiene ques

Gp=.2#DP/DO o321
Eg=, 2%DG/ DD .32

Dt =@o* ({(DX)+2) /DD . 3.23

De esta forma, por ser el coeficiente de difusidn del
oxigeno el mayor entce las especies mane)adas (esto es

considerando su tamafio relative al perdxide o la glucosad,

e

g2 garantiza que las constantes @p y @g sean menores a .
. . : . /
garantizandc la estabilidad del mdtodo mumdrice, ademds de

imporer a cada unc de las procesos incrementos de  tiempo
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: . ;!
iguales ern cada iteracicon.

3.5.7 Cambios de las concerntraciores ern  la cdwara de
medicidn.

La unipa correccidn adicional en la cdwara de nedicidn a
las manejadas en la parte &, es la debida al eoulgerc
disuelto. PRava considerar un  agotamionto de oxigenc ern la
cdwara de medicidn, el oxfgomo utilizado en  la reaccidh debe
ser restado al cxigeno disponible, Esta correccidn, de foraa
similar a la encontrada parra  la glucosa en  la sece 3.6.3,

estd dada por:

Ci0, 0yt +DE) =CLB, Gy t) ~DOXAA LD, 0, £ ) =Ci, 0 £3) /DX ... 3,24

: 7
con 02, o, ) la concentracidn de  oxf{geno en  la cdwara  do
medicidyn  al tiempo t, DO el coeficiente de difusidn del

onfgeno y DX el gruesc de la particidn en la membrana.

3.5.8 Cambios de las concentracianes en la zona enzimdtica.

A continvacidn serdn  obtenidos los Flujos netos de las
especies manejadas  (glucosa, per&xido y oxigenc) hacia la
zZoma enziméfica, para poder evaluar la concentracidn de cada
ura de las especies en esta vegidr.

Debida a que la gluccsa puede pasar por la  zona
erzimatica sin  reaccionar (debidc a la pé?dxda de
actividad), el flujo de entrada de glucwsa a la zona de

reaceidn estd dade por (F1-F2) cons:
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F1=A*DG* (AIN-1, 0, t)~A(N, g, t?) /DX L3085

F=AsDB* (AN, g, £) ~AIN+1, g, t) ) /DX L 3036

en dornde F1 eo el fluje comsiderade en la etapa & desde la
/ . . -~
cdnara de nmedicidn, y F& el fluje resultante de la
posibilidad que la glucesa pase sin  reaccionar on  la  Zona
: e :
anzimatica,
El flwle neto de entrada de oxfgenc a la zona erzimdtica,

de forma similar a la glucosa, esta dado por (F3-F4) cont

FE=R*DO¥(E(N-1,0, ) ~E (N0, £} /DX fa3en?

F4=n#DO* (E(N) y o, LY ~E(N+1, 0, 1)) /DX 03,28

en  donde Elrd, &% come oo representa la regidn de memoria
para guardar la distribicidn de corcentranidm del ox{genc,
al tiewpo t.

De  forma similar a la ccuecidn 3.7, serd desipnade  por
F5 &3 flujo de salida del perdxido en la zona enzimitica, y

estd dado por:

Fo=axAeDRs (0 (N, oy €2 -C N1, p, ) ) /DX ..3.29

3.5.9 Concentracidn de perdxido en la zona enzimdtica
Er este casc, la conmcentracidn de perdiide en la  zona

: N d . .
erzimdtica, esta determinada por la presencia de dos
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efertos: uno de ellos la llegada y  conversidn  de  glucosa a
perdxido por l1a enzima (descrite por la furcidn de
actividad) y &1 otre, debido a la salida de perdsido por su
difusidn hacia el electredo y la cdmara de nedicidn. De esta
forma, la concentracidn de perdkide en la zona de reaccicn,

estd dada por:

LN, p, t+DE) =L (N, p, t) ~FS&Dt / {A=DX) +NM/ (A%DX) ..3.32

s N
en dornde NM es el ndmerc de moldculas que han reaccicvoado on
el idintervale de tiempo Dt, resultade de la actiwvidad

: ? : 4 .
enzimdtica, y estd dado por la ecuacidh:

NM=Rex*Dt -+3.31

y donde C(Nyp,t), se usa para designar la concentracidn de
perdrido en la zona enzimdtica al tiempo t.
3.5.10 Corraccidn de oxigeno en la zona enzimdtica
ré
Despuds de  encontrar el nlmere de nmoldoculas que
s . 4
reaccionaron (NM) y sabiende que la reaccidn €5 uno a uno
s .
con el oxigerno disuelto y la glucosa, entorces tenemos que

la concentracidn final de ox{gernc, esid dado por:

EA(N, o, t+DE) =E (N, o, t )+ (F3-F4) #Dt / (AXDX) -NM/ (A*DX) .. 3.3

w

4 . .
en esta ecuacidm, la E(Myo,t) designa la caoncertracich de
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exfgens er la zona enzimdtica al tienpo t L F3-F4) el flujo
rieto de oigenc a  la  zona evzimdtica y WM/ (AxDX) el cambia
£

en la concentracidn  debido a la transformiacidn de glucosa en

perdiido.

2.%. 11 Corveceidn de glucosa en la zona enzindtica.

De forma similar a lo  obtenide para el axigeno, la
concentracidn  de  glucase  on la zons enrindtica debe  ser
corregida constantemonte, para considerar su reduccidn con
la reaceidn de la enziwa. Este ajuste ostd  descritao por la

expresion:

AN, g, E+DEY=A LN, O, £) +{F1-F2) «Dt / (AXDX) ~NM/ (A*DX) .. 3.33

en la quo AN, o) desiyne 1o concentracidn  de glucosa al
tiempo t en ia zona de reaccidn (M) y  (Fi-F&) el flujo neto

de glucosa a la zona enzindtica.

3. 5. 12 Ox{gernc entregadoe por el electrodo.

Para verificar el completo consume de glucosa por el
electrodo, se inyectd una muestra de 1200 mgr/dl de glucosa
en la cdmara de medicidn y se dejd qgue fuera "consumida" por
el electrodo. Despuds de 1o anterior, fué evaluada la
cantidad de glucosa equivalente en  la reaccidn, resultande
ser insignificante en relacidn a lo esperado tedricamente
(1/408® la carga esperada en la descomposicicdn de la glucosa

inyectada). Debida a que por cada dos moldoulas de perchida
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que reaccioran on el electrodo, debe pgenerarse uma molocula
. ,
de 02, el que la reaccion de la glucosa sea en un factor tan
< 4
pobre, indica que el oxigenc gevnerade en el electrodo,
: . P
aparentenente no particips en la reaccion de  la glucosa con
la enzima; posiblewonte debido a la oxidacidn del electrode
(raf 19 o a su acunulacidn aen forma de  Lurbulas. De
cualquier forma, este oxigenoc en principio disponible, na lo

as tanto.

3.5. 13 DESCRIFCION DEL FROGRAMA FARA LA SIMULACIDN
DE LA PARTE 3 DEL MUODELOC.

FAS0  1.- Reservar las regiones do memoria (de 2N cada
unal), para almacernsr las distribuciones de concentraciones
de cada especie 4l tienpe t y t+Dt. Se asigraron para el
ticmpo + AMN,CED,E) v para t+Dt BN, DISN) ,FISN)  para
glucosa p@rduido y oxfgenc respectivanonte.

PRS0 2.~ Introducir las variables del sistema, asf{ como
las condiciones inicinles v de frontera en las
concentraciones.

PASO 3.~ Iniciar #l1 corntador de tiempo CT. El tiempo de
simulacidn estd dado por DULRCT, con Dt el  incremento de
tiempa entre iteracicnes.

FASO 4., Caleuwlar y depositar a partir de las
distribuciones de concentracionss al tiempo t, la
concentracidn al tiempo t4Dt para cada una de las especies,
en la reqgidn de las membranas @<(n(N N(n{eN, Lo anteric  es

. . . . Sy
mediante el uso de la scuwacidn de diferencias 3,16 para la
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copecie respectiva.

FASD G, ~ Corregir las concentracicnes en la cdwmara de
nedicidn para la glucosa y el exfgens, segdn las ecuaciores
3041, 3084 vespeootivanento.

FASO  &.- Evaluar N segun la ecuacidn 3,31, para
corregir las concentraciones en la zona enzimdtica.

FASO Ta = Verificar que el nduero de ucldoulas
reacclionado rno sea mayor al existente, En cano  contrarioy la
linitacidn estard descrita por la concentracidn  do onigeno
en la zona de ruaccidn, y ne por la funcich do actividad.

FASO 8.~ Evaluar la concentracidn de todas  las espeeies
en la zona enzimdtica, segdn las ecuaciornas 3. 30, 3. 32, 3. 33.

PRGSO 9. ~ Incrementar el contador de tiempo.

PASO 10, - Grafsecar el flujo de corriente segdn  la
scuacidn 3.

FASD ti.— Hacer t=t+Di, transfiriendo los datas de las
regiones asigrnadas para el tiempo t+Dt a las del tiempo t.

PASO 12, ~ Repetir el procesc saltando al PASU 4§ sdlo
que on este momento, las condiciones iniciales y de frontera
han sido ajustadas de forma tal, que representan un  avarnce

de Dt en el tiempo del procesc simulado.
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3. 8. 14 RESULTADOS

Este programa puede evncontrarse on el anexoe P3 y predice
bieri 2l comportanmiente  observado owperimental, en el ticwps
de  reaspuesta de  la wedicidn  de glucosa, ta pévdxda de
linealidad cbservada ewperinentalmente y el aumento en el
intervalo lineal ceorn la dismirweidn del  tiempo  de muesiroo
TR {ver fig 3,16 .

Er funcicn de los resultados obtenidas con oste made oy
puede decirse que ol eetado estacionaric  observada
experinentalmnente en la wedicicdn de altas conceontraciones de
plucosa, es alecanzado por una linitecidn de oxigeno, y na

par la glucosa.
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CARITULO 4
CARACTERIZACION Y
EVALURCIONM EN HOSRITAL
RESUMEN

Enn este capitulo, serd mostrada la caracterizacidn  del

electrodo enzimdtico on su confiabilidad es decic su
sensibiilidad, reproducibilidad, exactitbud, eoppcificidad vy

adomds, en sus caracteristicas do  aplicabilidad come son
tiempe de andlisis, tamadic de la  muestra, facilidad de uso,
posibilidad de medicidn de otros sustratoes. CEsta  ovaluacion
es llevada a ocabo onm condicioness de laboratorio, como lo es
1a medicidy de glucosa en soluciones on apgua destilada,  y en
condiciones de trabaje, con su evaluacidr y  comparacidn con

. . - , ]
el wétode de absoreidn WY (340 nw), on la determinacidn de

glucosa en sueroe sangyuineo, plasia y somgre  complela . Fsto
’ - 4 N N . .

dldime esta encaminado a determinar la existencia  de
posiblos  interferencias en la medicidn de glucaesa  en

soluciones sangufneaa, vorificande la pasibilidad do su

future use camo un método altevrnative ae andlisis en el drea
elinica.

Como resultadc de la evaluacidn realizada, puede
concluirse gue gste ndtode de andlisis es equivalente en
confiabilidad, al métede de absorcidn ultravioleta eapleado
rutinariamente en el andlisis de plucesa en el drea clfmica,
afladiende  come  ventagas en el andlisis  individual de
muest: as, 3U rapidez, baje coste por  prueba, y la

posibilidad de medicidn en sangre completa.



4.1 Caracterizacidn

El conccimiento de la respuesta de un transductor es de
suma importancia, porgue de sus caracteristicas depende el
que pueda o© no ser aplicada  en uma  area de interds
particul ar.

Eri el caso del electrode erciwdtice para wedicidn de
glucosa, cuya drea de apliccciéw impor-tante se  encuentra en
el drea clinica, en la deterninacidn  de glucosa en seagre y
en e1 drea industrial, on la wedicidn do glucosa  &n
alinerntony, requieren nediciongs con ura dncertidwabre del 3%
arn la parte clinica Osdwime 7.7%) y 5% en  la industrial,
ademds de ser altemonte espec{fico y confiable (vaf.30).

Ern el drea clinica, las principales caracter{sticas que
determninan la utilidad de un equipo, pueden agruparse en
furcidn de dos pardmetros:

a) Confiabilidad
Sensibilidad
Precisidn
Exactitud
Especificidad
b} Aplicabilidad
Tama?ic de muestra
Tiempo de andlisis
Facilidad de usa
Costo de cperacidn
La caracterizacidn en precisidn y exactitud fueron

medidos en dos  etapas, una de laboratéric, en la que las
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solucionuns a sedir son sinples vy consistentes  ern soluciones
de glucosa on agua destiladaj y una segunda, con soluciones
conplejas como  lo son los  sueros sanguinecos. La  primera
etapa, 56 nlamteé como una comprobacicn  del principic de
medicidn, ademds  do ovaluar posibles cambios en la
electrdnica usada, como lo fud el porer  un sepunde sistema
de calefaccidn en la cdmara de nedicidn, por ser insuficiente

doade ol electrodo, ¥ una

el tratar de calentar oolame

sequrda  etapa de evaluacidn en condiciones de trabajo, que
tuve  por objetivo, el determinar la factaibilidad de su
enples en el drea clinica en la determinacidn  de glucosa en
sangrea.

Respecto al  irtervalo lineal, no obstante puede ser
ampliade con diluciores extornas, ©s  preferible que se
encuentre  en el range O 0 423 ma/sd1y, por  ser dste el
eapleado  won  sistemas de medicidn de glucosa convencionales
en la parte clinica, eon el cual pucdon cuantificarse casos
normales, bajos y allos do plucose ov sanarve. Debido a esto,

. - S
las sclucicones empleadas en la primera etapa de evaluacion,

fueraon preparadas en el intervalao {(@-920 mg/dl), para
garantizar la cobertura de esta drea de intords. Las
resultados obtenidos en esta caracterizacidn, serdn

mestradas a continuacidn.
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A& EVALUNCTON GN LABDHATORIO.
4.2.1 Sersibilidad:

Sensibilidad es la capacidad  del electrodo para detectar
concentraciones pegquedas (10 mgs/dld. La Tigura 4.1, muestra
los recoultados obtenidos en la nedicidn de soluciones
conceidas de glucosa entre @ y 920 mgr/dl, pudiendo obsorvar
que mide lirnealuorde (con una muesteas oo 780 uwld hasta 600
mgr/al. [zte  dntervalo lineal de medicidn, oo similar  al
wéteda de la glucosa deshidrogerasa utilizade vabirariamento
en el laboratoric del bhospital ACB.C. vy es comparable a los
que han  sidoe veportados por analirzadores comerciales
gxtranmioros gimilares. Sote intervalo lineal es adecuado, ya
que puede detectar oin  requoeriv de  diluciones externas,
situacicones de hipo, normoe e hiperglicemniao.

Para gorsnrizar gque la pdrdida de lirealidad observada
expe, inentalmonte en el olectrodo enzimbtice ro Fusra debida
al detector de perdeide de hidrdpgens, &se evalud la curva de
raspuesta 3 drte:  en un intervalo de corcentracianes nuy
supericr  al esperado en una dotermivacidn de glucosa  (del
arden de 100 veces). Como ae observa en la figura 4.8 (el
intervale limeal del detecter de perdiido, garantiza que la
perdida de linealidad cbservada en la medicich de glucosa,
ne  es  debida al  detector de perdxido;  por generar  una
muestra de &00 mgr/dl de glucosa en el estado estacionario y
en mejor de los cascs {sin ningurna limitacidn (parte 2)), un

fluga que no es superior al eguivalente de la prusba mds

baja ern la medicidw de perdrido (ver fig., 4.2).

[21:2]
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4. 2.2 Reproducibilidad

La reproducibilidad es la capacidad del mdtado a repetir
urd serie  de resultados on iguales condiciones, valorable a
través del ceoeficiente de variacxc%; que  en el casce  de
glucosa pars una concentracion de referencia antre 70y 1@
mgr/dly debe  zor menor al 7.7% , de acuerde a los eriterios
de la Federaeidn Internacional de OGuimica Clinica (ILF.C.C. .
(ref., 3Q).

Fara evaluar la incertiduembre en el laboreatoric, fuervon
preparadas  solucicones simples de glucosa en agua  destilada,
en las  concentraciones (100, 204G, ... 600 wn/dldg sienda
realizadas  por cada muestra 16 lostures conserutivas sin
recalibracidn. Los datos resultantes, so muestran en la
tabla 4.3, pudidndose ebservar que la  incertidumbre de la
medicidn s duel  ordeorn del 24, adecuado para su uso en la
parte clinica.

4.82,3 Estabilidad de la nedicidr

Para determinar una posible pédrdida de sensibilidad de
1a membrana con el ndmevo de andlisis, con el uso de las
solucicmes empleadas ern el caso anterior, fud calibrada la
electrdnica con  la solucidn de 362 wg/dl y realizada una
serie de 7@ muestras concecutivas  sin recalibracidn (les
impaertante hacer vnotar; gue un  aparato comercial similar de
marca "YELLDW SPRING", recomienda una ecalibracidn cada 5
andlisis). Los resultados se encuentran en la fig.4.4 y en
ellos se nota que despuds de 7@ lecturas, practicanente  no

existe cambio en la sernsibilidad de la membrana.

3
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4.2, 4 Tamafio de la muestra,

Como se ha merncionado antes  (Cap. ), la limitacicdn de
mx{gmno es la principal cousante de la pédrdida de linealidad
en la respuesta del electrade, razdn por  la que es necesaria
la dilucidv de la wuestra.

Debido a gque la cimara de medicion Y dilucion tiene un
volumen figoe {aprox 1 end), la dnica manora de cambiar  la
concentracidn er la cdwara y con ella 21 intervalo lineal,
es alterando ©l tamafio de la wmuestra,

Fara obtener ol tamafoe de  la nuestra  adecuadeo,  fud
tomado al principice un volumon de  mugstira de 198 ul
(arbitraric) y realizada una grafica de HETS AN dol
electrode contra concentracidng  tomande despuds de esto, el
valor méximo de la muesira gque se erconbtraba adn en la parte
lineal., Temiendo este valw  adn on 1a parte lineal de  1a
curva, fud obtenida la concentracidn que forza esia mugstra
en la cdmara de mnedicidn y luego de esto, ©1  wvolumern
niecesario  para  que 49w my/dl Torzaran ana concentracidn
igual. Con lo anterior se encontrd  un veolumen de nuestra de
7¢ ul, volumen con el gue fud realizada la grafica de
linealidad (4.1) y en donde e@s cubierto en forma lineal el
intervalo (@-40@ mg/dl), dtil en andlisis clfnice de glucosa

an SAangro.

4,2.5 Tiempa de muestrec.
Conma  fud merncicnado en el cap. 1, la lectura del

electrodo es tomada y memorizada ewn dos momentos, la primera

0]
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para eliminar posibles residucs de muestra  anterior, asi
como conductividad presente en el 1{quide amcrtiguador, y
uné  segunda un tiempo despuds, que es propiamente  en  donde
es  registrade el cambic debide a la liberacidn de  poerdside
de hidrdgenc por la onzima, en presencia de glucesa. A la
diferencia de tiempo entre estas  dos lectuwras es a lo que se
llama tiempo de nuestroec "THE,

En la figura 4.5, e presenta oana  grdfica de la
respuasta del electrodo a diferentes muestras de glucosaj en
la que puede observarse con claridad la pdfrdida de
linealidad y el que dota  no depornde solanente de  la
concentracidn de la muestra inyectada, sivo tambidn  del
tiempo de muestreo TM., Esto puede explicarse  suponiendo que
2l oxigene disuelto en  las membraras, funciona como  un
suministro vrdpide de oxigeno a 1a Zora enzindtica,
reduciernde el reguerimiente de oxigene en los  primeros
instanteses de la medicidn (ver fig. 4.6)

Con ur volunen de muestra de 72 ul, resultd ser que un
tiempo TM=8 seqg es razonable para obtener un  intervale

lineal hasta 60@ mgr/dl.
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4,2.6 Tiempo de andlisis,

Esta es una caracteristica muy importante en este tipo
de instrumentos, debido a la elevada demanda de andlisis de
glucasa en sannre; ya sea para monitorec on caso de personas
diabdticas que se medican com tesulina (Tuwrner y Pickup 1985
ref.12) o revisiones generales,

Despuds de las modificaciones realizadas en el istervalo
lineal, el tiempo de andlisis voosulid sor de 40 sen.
debido a la suma de tiempos del muestrec y 40 sen. roesultado
del lavade de  la cdwara de wedicidm (on este intevvale  de
tiempo es desplazadoe un volumen de  amortiguador de pH de 20
em3 aprox.). Estoe  tiewmpo de  respussta  es  bastante mas
vdpide que un meodelo similar cemercial de la marca "YELLOW
SPRING", gue solamente en la toma de la lectura tarda 60 seg
Yy ei cual presenta unae bndecrti zimilar a2 1a  mhtenida

en ecta evaluacidn.

4.3 EVALUACION EN HOSPITAL

Esta segunda etapa de evaluacidn, fud realizada con la
medicidn de gluccsa en soluciornes complejas, y planteada
para establecer su posible emplec en andlisis clfrico. Los
rasultadaos obtenidos en esta etapa, serdan  mostrados a
continuacidn.
4,3,1 Medicidn de glucosa en sanpre.

Para determinar la posibilidad de su emplec en la
medicidn de glucasa en sangre y la presencia de

interferencias, fueran analizadas muestras de pacientes vy
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comparades  los  resultads. con el mdtode de absoreidn
ultraviocleta uwsade rnormalmente en el hospital para la
determinaci o de glucooa. ate it oda de  absorcich
ultraviaoleta, es  basade en  1a supcsicidn  de que  en  un
intervalo de longitud de onda centrado en 348 rmu, despudﬁ de
una reaccidn enzimdtica, la absoreidn de luz de la muestra a

analizar es directamente proporcional a la concontracidn de

exonto de Anterforoncias on 1a
medicion, debide a la presencia de  alguna  sustancia con
propicdades de absorcidn on 240 nn.

La muestra de sangre tomada al paciente, se 1o pucde o
rio  agregar anticocagulante dependiendo del tipo de andlisis
al que sera sonet ido. Cuando e una  muestra con
anticoagulante o separada por contrifugade la parte de la
ro ogun formarfa ol codnalo, el oeesto de la solucidn
puede ser separado por decantacidn y rvecibe el nombre de
plasma sangufneo. E1 suero sanguineo, es  separade  de foema
minmilar al  plasma, =olo que  &n este caso, la muestra de
sangre debe estar libre de anticoagulante.

Para separar las posibles interferencias generadas por
compuestos propios de  la muestra de sangre y las generadas
por los anticoagulantes, se decidid en la determinacidn de

glucosa en sangre, £l empleoc de suero.

4.3.2 Separacich del suerc en la muestra de savgre.
Para la separacicn del suerc, la sangre del paciente sin

anticccgulante, es puesta a reposar durante urnues 10 min
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pasarda despuds a ser  certrifugada a entre S508-IR02 RPM en
ur radio de gire de uncs 15 cw. Despuds de entre 5 a 10
minutos es posible distirguir una clara diferencia erdre gl
codgulo de color rojo depositago en el fonde y el suero de
coler amarillo on la parte superior, Una vez realizade lo

antericr, el suero es vaciado & fubas de ensayo y estd liste

para su endlisis,

Calibracidn y Contrel de Calidad

4,3.3 Calibracidn

Para poder establecor los valores de refererncia con los
que se ajustada la alectrénica, es nocesario el uso  de
seluciones calibradoras. Las caracteristicas que deben tener
pstas  swluciones  son su Facil reproducibilidad, ademds de
ser  scluciones simpleos  {(como  la oo glucoss én zolucidn de
agua destilada).

La dictribucidn estad{stica de corcentraciones der
repraocontada en la

gluwoesa en las muestras aralizadas, estd
fig.4.7, y en ella se muestran los intervalos de interds
zlinicc:

Hipo glucemia 8 - 7@ mg/dl

Narmal 70-11@Q mg/dl

Indecisidn 110~1406 mg/dl

Hiper glucemia 149 mg/dl
FPara garantizar la reproesentatividad de las referencias en
los valores de interds, Y111 preparadas en las

concentracionss de 43 my/dl, 152 mg/dl, 3@ mg/dl.
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4.3, 4 Control de calidad

Para verificar los resultades obterides en condicicones
de t{rabajo, son eapleadas soluciones "Contral®, que son
suercs humancs corn concentracidn de glucosa medida  por la
fdbrica e incluso con  la presencia  de medicamentos que
pudieran alterar la wedicidn. Estas muestras se encuentran

normalmente  liofilizadas para reducic su degradacidn y  son

martunides ere vefrigeracion, haciendo recesarico para
reconztituirlos, el Qque les sea  agragadoe un volumpn

determivado  de  agua  destilada, qaedando  listo.  para  su
andflisis.

Eri cada serie de andlisis del hospital, son incluidos un
par de estos controles (une al  inicic y otro al final de la
serie), debiendo obtenerse loas  resultades  indicados por el
distribuidor dentro de la tolerancia permitida, para poder

ser aceptados los resultadeos como vdlidos.

4.3.5 Sensibilidad.

Para realizar una experiencia equivalente a la efectuada
en la medicidn de scoluciungs conocidas de glucosa en  agua
destilada, fueron tomades 15 muestras de sueros medidos por
el hospital en el intervale (B8@-200 wqg/dl) y luegc medidos
por el electirodo enzimdtico. Estos resultadeos se  encuentran
en la vfigura 4. 8, los cuales tienen un ceeficiente de
correlacidn de .3% , lo que es compatible con los resultados

. . » .
obtenidos en la la pvaluacion de laborataric,

1@
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COMPARACION DE METODOS

Sueros de pacientes

Eleoctrodo enczimatico Absorcion UV

(mg/dl) tng/dl)
91 92
98 99

113 119
84 73
106 98
134 145
134 135
105 92
117 180
172 170
163 162
150 144
122 116
143 148
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4.3.6 Mreciside,

PFara verificar la reproducibilidad en la  lectura en
solucicnes  sanguineas, fueron realizadas dos series ce
nediciones corn controles "Nermal' y "Altae”, datos que oo
muestran en  la tabla 4,3, Estos valores fuerorn conparados
con los medidos por el hospital, pudidndese notar una  alta

.4 P —~ —— -
correlacion en las modiciones (1@8vs1Q4 3 E54vslDO), ademds

de una incertidumbre oinilor A la obtorndda on

saluciones do glucosa én agua destilada (aprax. 334,

4.3.7 Exactitud.

Come  una Gltima prucha de la confiabilidad deld método,
se planted un pericdo de prueba de die: dfas a doble ciego,
es deciry, sin terner la posibilidad de comparar  resultados
hasta el final del pnr‘fc:do de mrusha, (ALY vannltadoe
abtenidos en  esta evaluacicn scon  mostrados  en la figura
4.1, encontrdndose un coeficiente de correlacidn de .96

ertre ambos métodos. Este resultade pusds

nsiderarse  muay
buero, por haberse aobtenido en condiciones reales de
trabajo; y no obstante, 1la correlacidn  obtenida indica que
ambos nétodas de medicidn pueden considerarse oomo

indistinguibles (ref 31).
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DATOS DE REPRODUCIEILIDAD
CONTROL MNOBMAL Y ALTU
CONTROL vnormwal (cal cada & mediciones)
117, 107,106, 114, . s v 15061659

114, 106, 107, 108, 1O, 105, .. .. 150148

114,100,108, 109,110,108, . ... 150149
114,109,114, 109, 110, 110, . ... 1h0e162

109, 106, 104, 106, 103, 106, ...,

LECTUEA=108+-3. 3% Vg 104 ARC

CONTROL alto {(cal cada & mediciones)
259, 863, s ' . geees 305€312
261, 292, 8553, 850, 263,259, ... 305316
258, 242, 249, 256,347,249, . . .. 085309
264, 252, 259, 252, 254,358, . ... 305318

254, 856, 249, 252, E50, 264, . ... 505318

Lectura=254+-I% Vg 2850 ALC

MG/DL

LR}

IR ERESEIAERREE

100

LERENEREEERE]

DATOS

TABLA 49
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4.

(a3

.8 Especificidad

lLa especificidad del electrodo, s refiere a la
capacidad de no sor alterada la lectura, con la  presencia de
otras substancias & las  gue  se Tlama “"interforencias”
(Mascini y Guilbault 1986 rof.14).

Las resultados antes mostrados en  la comparacidn de los
nétados, implicarn, por estar  ambos sistemas basades on
principius  de medicidn  Jdiferentes (uno dptico vy otro
electroguimico), la irexistencia o la baja influencia de
interferencias o©n  las guestras analizadas; pudidndose decir
despuds  de esta evaluacidhn, gque este electrode  puede  ser
empleade  como  un meétodo  altervmative en la medicicdn  de
glucosa en suere sanguineo, con ventajas sobre el mdtode

v . . o .
(UV) en el andlisis de muestras  individuales, como 1o son su

. . .
FAe1l aaviejuy  repidez  de  operacidn 8 seg.  despue
inyectada la muestral, bajo costo de aperacidn (los
reactivos son  reutilizables al  contrario del métcdo UV;

despardicidntdose sdle ]l 1{guida de lavade que es de bajo

costoe  aprox. 12$/andlisis), insensibilidad al caolor o
transparencia de la nuestra (la gue hace factible el

andlisis de glucosa en sangre completa), y el gue pueda
cambiarse la sustancia a medir con el simple cawmbio de una

membrana,

4.3.9 Medicicdrn de glucosa en Flasma y Sangre completa.
Para verificar la posibilidad de wnedicich en sanmgre

completa, asi come la existencia de interferencias debidas

15



al  anticcagulante  (heparina), presente on el plaoma, se
continud com uma serie de die: wmediciones  de  muestras  en
plasmna  y sangre completa, que auwnque no tiene la profundidad
dee la evaluacich en suerc sanguineo, si da urma clara idea de
las posibilidades de su medicion. Los  resultados de  esta
evaluacidn  estdn mostrades en 1o tabla 4,11, y en elles
puede obsprvarss que 1o medicidn en plosma oo prdcticamente
eguivalente a la medicidn an csuoroe (1o gue concluye la nao
interferencia de la heparing on la medicicn), adends de ser
detectada una  continua  baja en la medicidn  de sangre

.
L gdlsininucion s323 la medicidn cler la

comp leda. E
concentracidn de  glucosa on cangre, es sistesmdticamente
encontrada por otros nétodes de medicidn, y o explicada por
la oresencia de los nldbulos. aue al tener on  su  inbeorior
ura  concentracidn  de  glucosa inferios a  la  del H{quidae
interglcbular  (ref.l13 Cap.2.11), funciona come una dilucidn
adicional a la muestra: esto ws  un  dnconveniente para  la
medicidn de glucosa, por gue la concentracidn de gldbulos
(medible a traveds de la cuenta glebular) puede ser alterada,
resultardo un aumento de la imprecisidh de la medicidn.  Otre
inconveniente de la medicidn en sangre completa es el
detericro de la muestra, que es maycr gue en suerao (del
ardern de un 40% en 4 horas). Sin embargoe entre  sus ventajas
s encuentra el que no es necesario wingura preparacidn  de
la mnuestra, pudienda ser empleada  come  un buen metoda
auxiliar para la cuantificacidn de glucosa en salas de

. s
urgencla U aperaciar.
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MLEDIC DM EN SAMNGRE COrieLE T A

(tabla 4. 1))

i !

xakrerdn Lpobara analizador «resawans

Sarngre completa  (70) Plasma  {(9¢)
Sangirre conpleta (4l) Flasma  (44)
Sanpre comnpleta  (64) Flasma  (B&)
Samngre completa (G1) Plasna  (64)
Sarngro completa (123 Flasma (139)
Sammpre completa (93) Plasma (12@)
Sarpre completa (1a7?) Flacma (1354)
Sangroe conpleta (39 Flausma (51)
Sanmre completa (1ia) Flasma (134)
Sanmre comploba 00 [*}asma (57)
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CONCLUSIONES

Este equipe, en  funcidn de su velocidad de andlisis (10
seg.? y ou tiempe de repeticicon (aprox i min)y, es un
instrumentae  dtil porticularmente en el andlicis de  muestras
individualoo, tal  como es necesarico on los  servicios  de
urgencias  y terapia intensiva, siendo un  complemento  Gtil
para la realizacicdn de  prucbas  de alto volumen. Obvizmente
este equipo no sustituye a los gue roalizan un  gran  wdnero
de andlisis, como es ¢l caso dol andlisis centrf{fuge.

La confiabilidad de este intrumente es muy superior a la
que preporecionan las  tivas reactivas, hacidndolo sU

apticabilidod seresible dnclusive a nivel de consultorio

mefdico.,
£1 anulizador [z3-3 un instrumento de operacidn
extraordinarianonte sinple, dnicamente requicre de la

inyeccién de la muestra {(sangre, plasma o suere) al aparato
previamente calibrado. En consecuencia o reguiere de
personal calificado para su manelo y los  coperadares pueden
ser adiestrados en cuestidn de minutos.

El aparato sdle  requiere como  veactivaos, de uri
amertiguador (fdcilmente preparable on el laboratoriol para
la dilucidn  interna de la muestra y el lavado de la camara,
reutilizando la enzima para andlisis posteriores, reduciendo
cor ellc el costo de cperacidn, en comparacidn a las nétodos

espectrofotandtricaes que sacrifican la evzima en el lavada

168



(aprox 1@%/@ﬁélisi§).
pebide & gue 12 medzciéﬂ no ee 11eve a cabo @ praves de

cambios de color o de absorbancias, ol et ade 231 1ﬂ5en§1blo
problama5 de turbide? =} coloracxén on e muestrass

: : . ’
et uctes nue GoN problemétxcoa e 18 uuahtxf;cacxon por

4 : ,yoc N N
ptotes espectrofotomutrzco% (homelys \\pola)
La embyans ungimi'ira puede Gy uti!i:ada hasta por un

mes © 500 pruebaﬁ ©iv pérdida nprﬁciable gy 10 ﬁunu-!x\idad,

1o Que hace que nl B8 reguiersd de uwn mawtwnimiento minima.

£l cambio de (oabrand (=13 faeil Y equiers de adla unes

minut oo

adn cuand® no sg DA pvaluad® o1 precie a1l queo 8% podria

introducir al mercado ﬂacicnal, COhsideramos que gord

pastante nas paje crue los anali:adores de imporbacidn con

caracter(sticas similares y aue poeila ulrredndor de

%7,5@$.US dlls (ref 230
£ virtud de 1o% cunsideraciones awteriores y de

. ¢! L . ¢
Caracterxzaclon Y evaluacxon a nivel c1initas podemos

concluir que el electroda electroanzimético desarrollado an

1a UNAM para la cuantificaciéh de 1a gluces?d

n . ’ s
cowf1able, comparable a los et odos enzxmat1c05 comdmmewte

. ¢ : r :
uoados @i el laboratorxo clinico- Yy son sus caracter15t1ca5

de sensibilidad, precisién, rmproducibilidad y especificidad

1o suficientcmente pueras come para Pecomendarlo como W

metodo aﬂal{tico de yut inid.
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REM ANEXO P

REM

REM

FREMRFF R REXERAFBERRERNRE R R RN XA RER TR RARER SR AARERRR R RRNR TR RH AR AX
REM» = PROGRAMA DE SIMULACION ¥
REFT% & FARN MEDICION DE %%
REM = = FEROXIDO DE HIDROGEND %%
REMBERERKE BHEA XA EREH A RN F KA ARN R R AR R XM R RER R D AR NI RN R Kok RN HH RN

CLENR

HIRES

DIM NS0, BOS10) cREM DISTRIBUCION DE CONCENTRACIONES A T Y T+DT
U= 1 REM GROSOR DE LA FIMBRANA M

bz : REM NUMERD DE INTERVALOS

LR : REM CONSTANTE 0@ S

C=0 : REM INICIO DE CONTADOR DE TIEMRD

Dis=x : REM COEFICIENTE DE DIFUSION DEL PEROXIDD

A= @ REM AREA TRANSVERSAL DE Lt MEMBRANA

A0y = : REM CONCENTRACION INICIAL HOL/TM3

DT=(n (UrZ)y / (N+Z) ) /DR

FOR X=1 TO NI:zD(X)=RA(X)+ @ (A (X=-1)-2%AX)+A(X+1)) :NEXT
Ve (DEvi#Q(NT—1) 7U) 192969 %A* LED 1 REM EN NAND AMPRERES
DOT CxDT, W

FOR Xs=1 TN N-1:A(X)=RIX) cNEXT :C=C+1

GEY G%:IF GeotT" THEN GOTO &70: RERM BNONDERN DE TERMINO
GOTO 200

REM GRAFICADO DE EJES CORDENADOS

LINE 0,0 TO 310,0:LINE 0,0 7O 0,200

FOR Q=0 TO 310 STER 10 LINE A ;0 T0 Ay 4:NEXT
FOR A=0 TO 200 STER 10:LINE O,R TO 4,ANEXT

REM GRAFICADO DE LAS VARIABLES

GRRINT AT 10,7 W "N AMPY,CxDT" SEG"

GFRINT AT 10,8 "COEF DIF="Dp" CME/SEG"

GRRINT AT 10,9 "MEMORANA="UY" CH"

GRRINT AT 10, 1O"AREA="R" CMZ"

GRRINY AT 1o, 11"ME=a" N=io v

BGRRINT AT 10, 12"CLGY=" AL0) "MOLES/CM3"

GRPRINT AT 7, 1"SIMULACION DE ELECTRODO Hz02"

GRRINT AT 3&,&4"1S  SBEG"

GRRINT AT &, 3"X100 NAMEY

GET G%:IF G%="" THEN COTO 400

IF Ge="I*THEN GDTO 450: REM IMPRIDIR VARIABLES

IF GE="O"THEN GOTO 90: REM INICIO
IF Gb="§" THEN TEXT: END: REM FIN

REM RUTINA FARA MANEJO DEL PUERTO DE LA IMPRESORA
OFEN 1,4

FRINTHL, "DRe=" jDPPCME/SEG Y Us=" UL enn”
PRINTEL, NuU NI @ g@ " AREA=" ;AR CM

FRINTHL, "T=";W" N AMPYY  TIEMEOD="3;C*DT" SEG"

FRINTHL, " "
CLOSET :END
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30
40
S0
&0
70
a0
30
160
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120
130
140
150
160
170
180
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Z00
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230
240
250
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av0
280
290
300
310
330
340
350
360
370
380
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REM ANEXD Lo

REM

REM

REDIH kU AN B N A RN PR AR T AREFANRN SR B YRS RENSRRAR U AE EERFRREAR N RU R
HEM® STMULACION ETHPA & "
REEM 2 PARA MEDICION LLINERL D * X
RE e » GLUCOSA * %
REMEBREREN S RAR K KRR ERRE R RERAE R AR A LNF LU R AR UR R RERE AR RRU AR RUH N R AT RN

CLEAR::HIRES : REJM NMODO DE ALTA RESOLUCION

REM MEMORIR PARKR DATOS FABO <
DIMACIO0) , BO1OOY, COI00) , DLO0)

REM VARIABLES DE LA SIMULACION PARSO 1

N=  s= 4 2D 1DP=3. 2E~7:U=8E~3:1A=. 6

NCO) =45, 4134E~7 :REM MOLES/CMS (MUESTRA= 100 ME/DL)
C=U:REM PRGSO 3

DT=P (U7 (ZEN+ 1) r2) /DR

DX=U/ (4 1)

G=DGRDT/DX+E

IF L8 THEN TEXT:FRINTUFON DT HMENDOR"

REM HAGO 5

FOR X=1 TD N:B(X)=ROO+G* (A(X~1)~ZxR{XI+AIX+1) ) I NEXT
FOR X=N+1 TO S#N:DCO =C 00 #Px (C(X~1) =2*C (X)) +C (X+1)) 1 NEXT
C=C+1:REM PASO 6

RO =AY ~DE¥ A (EZHNH1) # R0 -AC1))) #DT/UTREM PASO 7
REM £2A50 8

Fi1=A% (2sN+1) #*DG*A(N-1) /U

Fe=gahr (o) sDs (GO -G+ 1)) /U

C MY =0 INY + (F 1 -F2) xDT* (E¥N+1) / (AL

REM PASO 9

FOR Y=1 TO N—1 :R(Y)=H(Y) NEXT

FOR Y=N+1 10 wan-1t OV =DV anliT

W=Rr D (2 e+ 1) = (92909 LEF#C (2 8N-1) /U REM LECTURA EN "N AMEY
W=W/ 1001 REM LECTURR EN VOLTS CON R=1E7 OHMS

REM GRAFICALDD DE LA SIMULACION PRS0 1o

GEPRINT AT 10, 3" TIEMPO="C«DT"  GEL "

GPRINT AT 10, 3"C="3C

GRRINI AT Lo, $"PER. BN ZR=";0 00

GRRINT AT 10, 5"PER. CERCA blrL v C(2HN=-1)

GRRINT AT 10,E6"PER, EN ELEC=";C(Z*N}

GRRINT AT 10,8“LECT=“-N" VOLTS "

GPRINT AT 10, 7"C.6. EN CRMARA=";R(0)

GPRINT AT 10, 9"ENTRADA r1~",F1

GRRINT AT 10, 10"SALIDA Fa=";

IF Fi=0 60710 210

GERINT AT 10, 11" Fa/F1="FE/F1

DOT CxDT, WXL

GET G%:IF GS="+"THEN CLEAR:L=Lx10

IF G =" THEN CLEAR:L=L/30

IF GH="£"THEN GOI0 S10:REM BANDERA DE SRALIDA

GOTO 210

REM GRAF ICKADD DE EJES COORDENARDOS

GRRINT AT &, 1"/";L"VoLTs”

GRRINT AT 35, &4"* 10 SEG"

LINE 0,0 TO 310,0:LINE Oy 0 JO 0,200

FOR X=1 TO 310 STkR 10O:LINEX, QO TO X, S:NEXT

FUR Y=1 10 &S00 STER 10:LINEG, Y TO &, YINEXT

REM RUIINGA DE MAREJO DEL FUERTO DE LA IMPRESORA
COmy HIRLS TO PRINTER

OFEN 1,

kRINlNl,“LDLF'Ll(NrC DE DIFUSIUN DE RERUXIDO="j33.E~-7
ERINTHL, "COEFICIENTE DE DIFUSIUN DE GLUCUS SA=" 6. LE-8

m
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bur e e e
R
RUIER RE Y

A B PIFr R f mE s 22 W R E ) 2 XS e RGP KNP E P FARF R RS AT AP A P NR S F A s L ub A kPR
BONER TR Glpne ) G el e
(IR N WL Pattben bt loatard b L ik ooy noa
T Bt e DS E S REINELY .
GOA BEMIE R Ry ¥ r r Fhhr s 2 Fe s b v b mp 2k xprxriRapdrrosc. o) b sdel > s reargEr

B LTS R N IR S P IR CR G SN I IR S ST I SR A TIR AR & S/D IS LI L B E VTV I |

tea Sl TRk efe i Tl W

g LI Bl sliss doshie g © NS GRS TR S TEE T I G GRR R 1 3 ) SURPCAS o S o)
F - IAY) L BEE-GiKN=00 80 sOM=E0 b

£ 130 p=0aDR /I 1 6G=UaDG/i

a 140 DX/ (Fuen-1)

Hoyme DT=0e (D08 N

1GG X D). Y THEN TEXTRRINT"EON DI MENuaRY

170 FOR X=G 10 el 02 =500 -0y TR Cimb IO Ton NGB DE OXTEEND
L0 QURY =, AL At -7 s REM MOLLS/CPS  (MUESTRAS1GBQ MG/ DL

C=0: REM RASO 3

REM RGO 4

FOR ¥=1 TO NiBEC(X) R G (NIX=-1) IR ATt n 3 ) ) snNLX]

FOR YapNt1 TO SkMIB OO @008 A0x (RIA=1) == G0 (e 1) ) s Rk X

FOR X=Nte1l T0 SaNeD X)) =0 X)) 0= 1) =2xU(ny L0y e X1

FOR X=1 1O NMitE (X)) == OO 10 (E -1~ (X v IX e L)) sNilal

FOR XeN+tl TO SaMN:F O «E X 20r (B (0-1) =ab {X) sl (Xe L) ) sl nd

REM PAL0 &

AR =0 () -DEEA* (WD) ~ALL) Yy DI /DX

E0) =E Q) ~ W (L) -G ) xDITSDX

ELE RN = (RN + LD R0 G sl 1) 7 (Gaa DXy =l (B Goand L GodNe- 1)) kDY (R=DX)
EGE 1) <6 (250D

£

FE

Fis=QAxDG® (AN-1) =1k ) /DX
VADGX (NN ~A R+ /DX
el (B (N-1) ~t () 3 /DR

G oF LYl (M -E N+ 1)) /DX

Fe=LARD e (C(N) -C (N+1)) /DX

MM=UREE) (N #1 (ND) # DT/ {00 (KM+E IND) ) ) s REM PRS0 G

NG= (N) #% DX

NO=E (N) #A%DX

I ONMYNG THEM GUIG 48 RIM NS 7

1 NM OYND THEN G210 450

REM ASD 8

CUN) =6 U ~F5xDT/ CARDY) +NF/Z (A#DX)  REM LIMITACLION POR w1FUSION
A =R MNP L-F2) #DT/ (AxDX) ~NHZ {3 DX

E @) =B () - (3~ 4) 2 DT 7 (AxDX) =N/ (AXDX) :GOTO Sow

CUNY =0 (M) -FS5*DTZ (ArDX) +NO/ CARDX) sREbt LIMITHCLION ROR OX [GENO
AN =AM + (FL-FE) # DT/ (ARDX) ~NUO/ (A«DX)

(N = (FE-F4) DT/ CAXDX) s HGOTD H6W

1§ NMY NG THEN GO0 Sa@

C N =0 (M) —FSRDTZ (e D) MG/ (AXDX) TREM LIt PUR VEL DE KERCCION
ACNDY = (7 1-1F2) # DT/ (14D X)

ENY =E (N R S3-F4) « DT/ {A&DX) ~NG/ (R#DX) :60T0 Lew

7 A YE D) THEN GOIa 495¢

IF AN (=EN) THEN GUYO 4390

C=C4+1 s REM PRSO Y9

REM PASO 14

FOR Y=1 TO N=1 (Y =HiY) sNEXT

FOR Y=N+1 TO E#iN-1 QY =R(Y) sNEXY

FOR Ysl+Hl TO Exd-1 sCYY =D ) sNEXT

FUR Ye=1 10 N=-1 o 15 0Y) =F {Y) 2 NEXT
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(ORI
G
Gl
7
[SR210]
(AL
gl
71
7
7
a0
YT
7
Yt
78w
79
By
310
BB
B30
840
HBhHe
Bew
874
8400
a9
1]
g1
e r
2 v]
540
DL
FH@
7
IR TE1Y]
2l 1]
Lo
1a1d
1OED
1ie
1440

POR Yspe] FU SaN-1 sb (Y = Oy snab ol
Do) ~fibeaf b s et by G 1)

[IONALE T ALE S TR E S SRS RVEACE SERIS U VA S NS SR PAS S 1K
GEIRENY 0l 1 DL = g sl e

S A L N B S N C I B

GFRINT AT 1@, 4 pdite G " 0
GIMRIWT 1 1, et CERCH ELELs 3TN~
GEORINT A6 10y SUGLUL. BB - i)
GERINT a1 1y Bt Ol e vob 14 .
GERINT AT 1@, 77006 Lid S0k 7 srves
GHRINT AT 1@, 0 eilinabn P "y

GRERIMT (i fu, 1o ot o5t o

IF Fl=@ BUITO 740

GRRINT AT 1, 1 Faddirs /e "
GIERUINT AT 16, 1ol UAL RN CHBnaR

GRREINT fH Ly LarLoUA i e 5k (p)
GERINT AT 10, ba0 UK U LLEC= " JEG0aN-- 1)

DOT CHDT,W¥iw
S OGh e IF GEs e THEN CLEAR:: L=l % 1@

—="THEN CLEARIL=L/1Y

BUTHEN GUTY Yoa

GOTO Zio:REM PALY Lo

VOLUME 15

FOR 1=t TO 3

VOICE 1 WAVE VHIAMNGLE

VOICE I TUNE a@vaszel

VOICE @I RDSR 68,8, 15,8 ON .
NEXT I

SOUND OFF

GET G IF Gow="r THEN GUOTU 83

SOLIND NEE

GERINT AT &, 1"VOLTO"

GRIINT AT 39, s e 10 LRELT

LINE @,@0 TU 410, 0:LINE 0,0 TU @, 20u

FOR %=1 TO 310 STER LO:LIMNCK, G T X, Sarita!

FOR Y=1 T 2u@ STER 1L INGO, Y 70 o, YiNEX

COEY HIRES T PRINFER:END

OPEN 1,4

PRINTHL, "COEFICIENTE DE DIFUSTON DE uXIGEMU=" ;K" Cka/SEG!
PRINTHL, "ACTIVIDAD ENZIMATICA MAX T =" 5 VR MOLES/GEG"
FRINTH L, “"CONCENTRACION. (6) DE ACTIVIDADL MEDIA=Hm"HMOLLES/OMS"
FRINTHL, "CONCENTRACTON DE SHTURACION FARG U UM MOLES/CM3Y
FRINTHL, "ACTIVIDAD ENZIMATICA FINAL=" /DT HOLES /56"
CLost 1
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ANEXO 4

Algurivs compuestos reportados como  posibles de  ser
medidos nediante electrodos enzindticas,

Rleocohol a Acetil-colina a
Acido acétice a ficide ascdrbioa b
Acido Férmico a Acido glutdmico a
fAcide lactico a Amigdal ana &
L-Anincicidos a D-Anivcdoidos a
Ak & L~-Resparagina E
L-Arginina a Acide suceinico a
Butiril ticcolina a Cefalusporinas d
L~Cisteina a Colesterol =)
Colina a Craatiriina a
Fosfato a Fosfolipidos c
Glucosa a Glutamina a
Glutamato a L-Histidina a
Hz02 a L{pidos reutros d
L-Lisina a Maltosa a
L-mMetionina a Manoaminas d
NaOH a Nitrato a
Nitrito a Oxalate a
Penicilina a Proteinas b
Sacarasa a Sulfato a
Tiosulfato a L-Tirosina b
threa a .
a) Guilbaul T, 1384 b)) Astorn y Burner, 1984
c) SBusuki y Karube 1981 .
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