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378 • Low Cost Constructlon Of Blosensors 
Selective To Urea And Hydrogen Peroxide 
In Electroanalytlcal Chemlstry Laboratory . 
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The use of selective electrodes that incorporate 
a biomolecule as !he selective inner element, is 
widelyextended in analytlcal work. However 
their use is limited in education in the 
electroanalytlcal undergraduate laboratory 
because of the high cost of the biochemical 
component , usually a purified enzyme 
inmobilized to a suitable transducer of the 
potentiometric signal. In this work we 
present the way lo construd two low-cost 
biosensors : one bui~ with crude potato 
tissue, obtained directly from a fresh potato, 
as biocomponenl and a slainless steel wire 
as transducer; and Ihe bui~ with a crude 
extrad frorn soybean ftour as biocompoent 
and a thin oxide film over slainless sleel as 
pH sensor. The potato biosensor presenls a 
selective response lo hydrogen peroxide and 
the soybean biosensoris selective to urea. 
Both present a potentiometric behavior 
according lo Nikolski equation. 
Applications to real samples analyses 
are presented. 
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Prólogo 

I 
El trabajo analítico se ha convertido en una parte fundamental de la investigación básica y 
aplicada. Por tal motivo, se presenta a continuación la propuesta de organización 
estructurada para la quimica analítica que ha sido la base para este trabajo de tesis y que 
en los últimos años ha definido el doctor José Alejandro Baeza Reyes en el grupo de 
trabajo del laboratorio de Electroquimica Analítica de la División de Estudios de Posgrado, 
Facultad de Química. UNAM: 

Química analítica 

Resolución de un problema químico: 
medición.-... monitoreo'-'" caracterización 

• Análisis químico y fisicoquímico 
Caracterización química 

• 
Determinación analítica .-... Técnica operatoria 

(exactitud, precisión, sensibilidad, selectividad, eficiencia) 

• Metodología analítica 

• Métodos 
I 

¡ 
reacciones químicas 
reacciones electroquímicas 
reacciones de distribución 

aparatos, instrumentos 
sistemas analizadores 

Captura y 
procesamiento 

de datos 

t 
Química en disolución 
Electroquímica 
Interfases 

t 
Química instrumental 

Esquema Conceptual del trabajo analítico.(Dr. J.A. Baeza Reyes). 

Natalia Rosario Cmz Martínez 

t 
Quimiometría 

Interfases AJO 
Hojas 

electrónicas 
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Un Paso Más 

Hoy has dado UII paso más. 
es una parte de todo 

lo que habrás de realizar 

Tu sabes que no estás sola 
con amigos contarás 

Te encontraste ya con unos 
con otros te encontrarás 

¿Recuerdas el lago .... ? 
¿El círculo de amigos 
tomados de la mano , 

y la promesa que hicimos 
de regresar al hogar? 

¿Recuerdas a nuestro Kobda? 
Aquellos ojos azules 

reflejaban su saber 
de la expresión de su amor deberemos 

aprender 

Es necesario alistarse, 
aguzar bien los sentidos 

unos a lado de otros, 
siempre unidos. 

Tenemos una misión 
y en otros planos nos vemos 

Trabajamos juntos, así crecemos 
y si hoy no recordamos, recordaremos. 

El amor hermanará a las almas 
que debían estar unidas 
círculos de luz, armonía 

mil colores y una bella melodía 

Pero aún no llega el día ... 
Hoy has dado un paso más 

y el trabajo no termina 
queda mucho por andar 

Recuerda aquella promesa ... 
El azul del lago, 

los ojos del maestro 
y de todos los que en ese día 

aceptamos el gran reto " ..... . 

¿)}).::::;,-:.:. 

Ya sabrás que no es en vano 
que aquellos que son hermanos 

tienen que aceptar el reto 
de volver juntos y a tiempo 

El trabajo sólo empieza 
queda mucho por andar 

cuentas con manos amigas 
que no debes olvidar 

Mirando siempre al futuro 
y apostando a lo mejor 
empeñando para todo 
la vida y el corazón 

Seguir el ejemplo siempre 
de aquél que sabe de amor 

para cosechar un día 
de los frutos el mejor 

Sin haber vivido en vano 
y sin quedar a deber 

para ir a casa contentos 
y sin nada que temer 

Que el camino que comienzas 
nos permita continuar 

la misión que un día aceptamos 
realizar juntos y más 

sin permitir que nos venzan 
el tedio o la adversidad. 

Con dedicación especial a NRCM 
Gloria G. R. 

Natalia Rosario Cruz Martínez lV 
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Abreviaturas 

(p/p), (w/w) ...................................................................................... porcentaje peso en peso. 

ISE ................................................................................................................. electrodo ión selectivo. 

ISE-4lnzimático ......................................................................... electrodo ión selectivo que contiene 
una o más enzimas. 

CHEMFET ........................................................................................... electrodo basado en transistor 
de efecto de campo. 

HRP ................................................................................................... enzima peroxidasa de rábano. 

Eref ............................................................................................................... electrodo de referencia. 

Etrab .................................................................................................................. electrodo de trabajo. 

Eaux ....................................................................................................................... electrodo auxiliar. 

ESC ............................................................................ electrodo de referencia de calomel saturado. 

%error ........................................................................................................ , ......... porcentaje de error. 

[H20 2J ...................................................................... concentración molar de peróxido de hidrógeno. 

[H20 2)v ..................................................................... concentración molar de peróxido de hidrógeno 
obtenida mediante volumetría. 

[H'02Jb ....................................................................... concentración molar de peróxido de hidrógeno 
obtenida mediante el biosensor. 

E (mV) .......................................................................................... diferencia de potencial en milivoll. 

Elibre ............................................................... diferencia de potencial de una solución determinada 
en condiciones de equilibrío con respecto al 

electrodo de referencia. 

I (A) ................................................................................................................... corriente en ampere. 
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"La Alquimia es la dellda inmldable que trabaja sobre 1 ... eoerpos coo ayuda de la teorla y de la 
experiencia, y que, por una coojonción natural, 1 ... transforma eo una especie soperior más preciosa" 

HeNIleS Trismegisto. 

"Es real, sin meotlra, cierto y muy verdadero.Lo qoe estll abajo es como lo qoe estll arriba, y lo qoe estlI 
arriba es como lo que estlI abajo, para bacer el milagro de una sola cosa. Y as! como todas las cosas bao 
salido de una sola cosa por el pellll8mIento de noo, as! mismo todas las e ..... ban nacido de esta e ... a 
por adaptación. 
So padre es el SoI, so madre es la Lnna, el viento lo ba llevado en so vieotre; la tierra es 8U nodriza. Ah! 
estB el padre de todo el Tbelema del Universo. Sn pote""ia sobre la Tierra no tiene limites. 

Separarás la tierra del fUego, lo sntil de lo espeso, suavemente con gran industria. Él sobe de la 
tierra al cielo, y en seguida vuelve a bajar sobre la tierra, Y recoge la fuerza de las e ..... soperiores e 
inferiores. 

As! tendrás toda la gloria del mundo, por eso toda oseoridad se alejará de ti. 
Es la fuerza fnerte de toda fuerza, porque vencerá toda cosa sutil y penetrará toda cosa sólida. 

As! es como foe creado el mnodo. 
He aqni la fuente de admirables adaptaciones, aqnf sellalada. Por eso be sido Uamado Hermes 

Trismegisto, que posee las tres partes fundamentales de la Filosofia UniversaL 
Lo que be dicho de la operación del sol, es completo." 

Tablo Esmeraldino. 
H ermes Trismegisto. 

Natalia Rosario Cruz Martínez VI 



Resumen 

3. Resumen 

Los peróxidos, tienen una amplia aplicación en la' industria, asi como en el análisis quimico, 
biológico y médico. Particularmente el peróxido de hidrógeno (H,O,), se utiliza en soluciones al 
noventa por ciento (plp), treinta por ciento (P/p) y tres por ciento (plp) en la industria farmacéutica, 
de alimentos, textil, de plásticos, de cohetes y en desarrollo y control analítico. 

Tradicionalmente la determinación del peróxido de hidrógeno (H,O,) se ha realizado 
mediante valoraciones volumétricas. Dicha determinación analítica si bien es muy precisa, presenta 
inconvenientes, tal como el hecho de que los reactivos relacionados (soluciones de permanganato, 
tiosulfato, ioduro y almidón) sean inestables y deban ser preparados el mismo dia de su uso, lo 
anterior convierte a la opción volumétrica en un proceso largo, cansado, muy contaminante, sobre 
todo poco selectivo y que requiere una gran cantidad de muestra para su análisis. 

Por otra parte, en los últimos años el área electroquímica ha trabajado en desarrollar, 
mejorar e implementar nuevas microtécnicas, las cuales se caracterizan por una gran resolución. 
Concretamente los microelectrodos se han usados en análisis local dentro del rango micrométrico, 
lo cual ha permitido no solo iniciar, sino también localizar y monitorear procesos microscópicos. La 
miniaturización de una unidad de determinación para un ana lito, permite reducir la cantidad 
requerida de muestra y reactivos, logra la transformación directa de una cantidad quimica en una 
señal eléctrica y proporciona ciclos de determinación sencillos y de corta duración lo que 
finalmente hace posible un análisis permanente del sistema de interés. 

Por lo anterior este trabajo propone la elaboración de un biosensor combinado 
miniaturizado selectivo a peróxido de hidrógeno (H,O,) con cata lasa pura como biocomponente 
selectivo y usando como transductor alambre de acero inoxidable. Se pretende que con éste 

Diseño y construcción de prototipos de sistemas microbiosensores electroquímicos 
selectivos a peróxido de hidrógeno ( H,O, ) 
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Resumen 

biosensor de muy bajo costo, sea posible trabajar eficazmente con la mínima cantidad de muestra 
y un minimo procesamiento de la misma, lo que no solo posee un impacto ambiental significativo, 
ya que contribuye con la disminución de la generación de residuos contaminantes (ácido sulfúrico 
concentrado y pennanganato), sino también implica una alternativa rápida y confiable con respecto 
a la volumetría para la cuantificación de peróxido de hidrógeno (H,O,) en muestras fannacéuticas 
comerciales. 

Diseño y construcción de prototipos de sistemas microbiosensores electroquímicos 
selectivos a peróxido de hidrógeno ( H202 ) 

10 



Diseño y construcción de prototipos de sistemas microbiosensores electroquímicos 
selectivos a peróxido de hidrógeno ( H20 2 ) 

Tío Alejandro 

Natalia Rosario Cruz Martínez 
11 



Abstract 

Abstract 

Peroxides have been used widely in Ihe chemical induslry, biological and physician analysis. 
Hydrogen peroxide (H,O,) is used in concenlralion ninely, Ihirty aml Ihree percenl (wlw) in 
pharmaceulical, lood, lextile, plaslic, and rockel induslry and analytic delemninalions. 

Tradttionaly hydrogen peroxide (H,O,) quanlificalion has been madc by means ollilrimelic 
analysis. This analytical delemninalion has several disadvanlages, due lo Ihe ineslability 01 
reagenls employed (pemnanganale, Ihiosullale, iodine and starch solulions) since (hey have lo be 
used Ireshs. Thereby volumelric oplion is a long, hard and pollulive process. Volumelric analysis is 
a poor seleclive one, besides il requires big ammounls 01 sample lo be pertomned. 

In olher hand, in Ihe lasl years eleclrochemical area sludieshave developed, improved and 
applied new microlechniques, wilh high resolulion. Microeleclrodes have been used lor local 
analysis wilhin Ihe micromeler range, Ihey pemntt nol only lo iniliale bul also lo localize and monilor 
microscopic processes. Minialurizalion 01 chemical analysis unils allows lo narrow down Ihe 
requiered quanlilies 01 reagenls and samples, lo gel Ihe direcl Iranslomnalion 01 Ihe chemical 
quanlily inlo an electrical signal and lo give short and easy cycles lo delemninalion and Iherelore lo 
allow quasi continuous measuremenls lor a particular syslem. 

So Ihis work proposes lo buill a low-cosl compound minialurized biosensor seleclive lo 
hydrogen peroxide (H,O,), building wilh sheer calalase as biocomponenl and a slainless slel wire 
as Iransductor, wich allows lo pertomn an analysis wilh minimum volume and Irealmenl 01 sample. 
So Ihal tt has a greal environmenlal impact since il conlibules lo reduce pollulion by conc. sulluric 
acid and pemnanganale solulions. Also il represenls a quick and good allemalive respecl lo 
volummelry lor hydrogen peroxide (H,O,) quanlificalion in commercial phamnaceulical samples. 

Diseño y construcción de prototipos de sistemas microbiosensores electroquímicos 12 
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"Dice el filo1sofo: "Cambia las naturaleoas y hallarás lo que huseas." Esto es cierto, porque en nuestro 
Magisterio sacamos primeramente lo sutil de lo espeso,' el esplritu del cuerpo y después lo seco de lo 
húmedo, es decir, la tierra del Agua, y asi cambiamos las naturalezas; lo que estaba abajo, lo ponemos 
arriba, de suerte que el espiritu se eonvierte n cuerpo, y enseguida el cuerpo se transforma en espiritu. •• 

_He aqui por qoé el esperma no puede cambiar, permaoeee siendo tal cual era y no prodw:e su 
efecto más que cuaudo es depositado en la matriz de la mujer. Por eso el Filo1sofo dijo: Si nuestra 
Piedra no es puesta eu la matriz de la hembra, a fin de qoe sea notrida, no crecerá". 

¡Ob! Padre mio, héte aqui ya, según tu deseo, en posesión de la Piedra de los Filósofos." 

El CtJmino del Camino 
Amoldo Villanul!Va. 

""Hijo de la Ciencia, eotooces teodrás la Cabela del Cuervo que los Filo1sofos han buseado tanto, .io la 
cual no puede existir el Magisterio. _ Apreode ¡oh! Hijo mio, que nadie poede vivir si antes 00 ha 
muerto. Toma, por taoto, tu coerpo negro, calcioaIo eo el mismo matraz doraote tres dias y después 
déjalo enfriar" 

La C/avleu/a. 
Raymundo Lu/io. 
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1. Introducción 

El peróxido de hidrógeno (H20 2), hidroperóxido, dioxina o dioxyl es un líquido incoloro, muy 
inestable de sabor picante y cáustico para la piel. Es destilable al aHo vacío. Puede 
descomponerse violentamente al contener trazas de impurezas. Es miscible en agua, soluble en 
éter, insoluble en éter de petróleo. Se descompone por la acción de disolventes orgánicos (1). 

Se comercializa como una solución acuosa en concentraciones al noventa, treinta y tres 
por ciento en peso, las cuales se deterioran gradualmente y se estabilizan por lo general por la 
adición de acetanilida o sustancias orgánicas similares. La agitación o contacto con superficies 
rugosas, metales o mucha otras sustancias (tales como álcalis), aceleran su descomposición. La 
presencia de ácidos minerales le proporcionan una mayor estabilidad (1). 

En soluciones al noventa por ciento se utiliza en la propulsión de cohetes; como agente 
acondicionador madurador y blanqueador de alimentos; antiséptico tópico y agente blanqueador de 
superficies (1) 

Para diversas determinaciones analíticas, es necesario llevar el estado de oxidación del 
analito a un valor que permita efectuar la titulación como un agente oxidante o reductor (2). 

El peróxido de hidrógeno (H202) es un buen oxidante en soluciones básicas. Puede 
transformar Co(lI) en Co(III), Fe(lI) en Fe(llI) y Mn(lI) en Mn(lV). Es un reductor de fuerza media, en 
soluciones ácidas, puede reducir Cr20? o Cr'" y MnO/" a Mn2-.. En agua hirviente, el exceso de 
peróxido de hidrógeno (H20 2) dismuta cuantitativamente de manera espontánea. 

ebullición 
2 H20 2 • O2 + 2 H20 
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Se utiliza también como agente desenmascarante, en la liberación de Cu2' del complejo 
Cu(I)-tiourea (2) yen la adsorción de disulfuro de hidrógeno gaseoso en disolución amoniacal para 
evitar su intelferencia en la detenninación de disulfatos. 

Dado que es un oxidante muy fuerte, sin diluir puede causar severas quemaduras a la piel 
y membranas mucosas. Debe evitarse su contacto con todo tipo de material combuslible (ya que 
puede correrse el riesgo de producir fuego) y su contaminación siendo que esto origina su propia 
descomposición produciendo un incremento en la presión del contenedor debido a la generación 
del gas oxigeno (1). 

Las soluciones al treinta porciento o superoxol, poseen treinta por ciento en peso de 
peróxido de hidrógeno (H20 2), lo equivalente a cien volúmenes de oxígeno. Es un líquido 
transparente con densidad aproximada de 1.11. Es miscible en agua, no reemplaza en uso 
industrial a las soluciones al tres por ciento, para ello se necesita su previa dilución. Se usa 
principalmente para elaborar precisamente soluciones al tres porciento (1). 

Las soluciones de peróxido de hidrógeno (H20 2) al tres por ciento, también conocidas 
como oxydol, contienen de dos punto cinco a tres punto cinco por ciento en peso de éste reactivo 
(de ocho a doce volúmenes de oxígeno). Su apariencia es la de un líquido incoloro; débilmente 
ácido, con densidad cercana a 1; debe protegerse de la luz y mantenerse en lugar frío. Es 
compatible con álcalis, amonio y sus carbonatos, albúmina, bálsamo de Perú, fenal, carbón, 
cloruros, citratos alcalinos, sales ferrosas, mercurosas o áuricas, hipofosfitos, iOduros, 
permanganatos, sulfitos, tinturas y material orgánico en general (1). 

Se utiliza en la industria de los plásticos; como blanqueador de plumas, cabello, seda, paja, 
marfil, harinas, huesos, gelatina y textiles. En la restauración de grabados y pinturas antiguas; 
como oxidante en la manufactura de tinturas; desinfectante de agua; en el refinado de aceites y 
grasas con parafenilendiamina como tinte para pieles, cabello, etc.: en el añejamiento artificial de 
los vinos, licores, etc. En preparaciones fannacéuticas tales como enjuagues bucales, dentríficos, 
lociones sanitarias. Se usa también como antiséptico tópico (1). 

La detenninación de peróxido de hidrógeno (H20 2) tradicionalmente se realiza por medio 
de valoración volumétrica. De ésta fonna, para conocer la concentración de una muestra, ésta 
debe valorarse mediante una solución de pennanganato de potasio (KMn04, usada como patrón 
secundaria), la cual ha de titularse previamente con una solución de oxalato de sodio (Na2C204, 
patrón primario). Dicha valoración se efectúa en medio ácido con fonnación de Mn (11) como 
producto de la reacción. El punto final se monitorea mediante el color rosado del permanganato de 
potasio (KMn04) cuando la reacción ha concluído y existe un exceso del mismo (3-6). 

En la cuantificación yodométrica, el peróxido de hidrógeno (H20 2) oxida cuantitativamente 
al ión yoduro (patrón secundario): 

H20 2 + 2 H' + 3 1 ---;.~ 2H20 + 13 

el ión resultante, triyoduro, es valorado después en medio ácido con una solución de tiosulfato 
(patrón primario), usando almidón al uno por ciento en solución acuosa como indicador del punto 
final (desaparición progresiva de un intenso color azul) y molibdato de amonio[(NH,hMoO,J como 
catalizador (2-5). 

Las detenninaciones anteriores implican muchos pasos y la inversión de al menos un día 
de trabajo. El inconveniente de que los reactivos relacionados (soluciones de permanganato, 
tiosulfato, yoduro y almidón) sean inestables, sugiere que éstos deben ser preparados el mismo 
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día de su utilización (3,4 y 5). Lo anterior convierte al método volumétrico en una opción larga, 
cansada y muy contaminante; poco selectiva y aunque representa una determinación precisa, es 
poco sensible. 

Refiriéndome ahora a la utilización de electrodos biológicos (dispositivos que incorporan 
una(s) biomolécula(s) como elemento selectívo intemo), ésta se encuentra ampliamente extendida 
en la química analítica. La detección y valoración de analitos díversos mediante dichos electrodos 
presenta múltiples ventajas, tales como: alta especificidad, medición rápida, simplicidad, mínima 
cantidad de reactivos, determinaciones independientes al color de la muestra, uso del elemento 
biológico en forma repetida y la posibilidad de la automatización (7-9). Aunque es una 
determinación de menor precisión, es muy sensible. 

El uso de los biosensores en la docencia, particularmente en nuestro caso, en laboratorios 
de formación a nivel licenciatura, posee limttantes debido al alto costo que implican los 
componentes biológicos y el transductor adecuado (que hace posible recoger la señal 
potenciométrica) que los integran. 

En el presente trabajo de tesis se pretende el desarrollo de un electrodo miniaturizado, 
económico, de fácil montaje para la cuantificación selectiva de peróxido de hidrógeno (H202), que 
en su construcción se utilice cata lasa como el biocomponente selectivo al analno de interes y 
alambre de acero inoxidable como transductor; cuyo uso sea factible en los laboratorios que se 
imparten en la Facultad de Química (en Ciudad Universitaria) en las asignaturas: Química Analítica 
Instrumental I (clave 1556) correspondiente al cuarto semestre de la carrera de Químico­
Farmacéutico-Biólogo y al quinto semestre de las carreras de Química y Química de Alimentos de 
la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Así pues, la determinación de peróxido de 
hidrógeno (H202) de una muestra comercial utilizando dicho biosensor, puede sugerirse como una 
práctica de laboratorio provechosa en la formación académica de los futuros profesionistas, acorde 
al plan de estudios de dichas carreras. Además el microsistema servirá de prototipo para el 
desarrollo de microcámaras electroanalíticas para trabajos en investigación formal básica y 
aplicada. 

Finalmente un biosensor de este tipo posee un impacto ambiental significativo pues 
contribuye a la disminución de residuos contaminantes (ácido sulfúrico concentrado y 
permanganato) y una alternativa rápida y confiable con respecto al método volumétrico para la 
valoración de peróxido de hidrógeno (H20 2) de muestras farmacéuticas comerciales. 
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Quetzalcoatl 

Quelzalcoatl, Señor de la vida, del fuego 

",">:",-
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2. Antecedentes 

2.1. Breve reseña de biosensores. 

La necesidad de cuantificar el grado de acidez, fue desde hace mucho, indispensable en los 
campos de la química, la fisiología y en procesos industriales tales como la femnentación láctica. 
Fue Nernst el primero en cuantificar la acidez de una solución mediante un electrodo de vidrio 
utilizando la técnica potenciométrica (en la cual se detemnina el potencial fomnado en la interfase 
de una solución y la superficie de un electrodo, de este modo se conoce la cantidad o actividad de 
un ana lito en solución); (10,11,12). 

No obstante, el electrodo de hidrógeno es totalmente impráctico para estimar la acidez en 
otros medios distintos al acuoso, así se construyeron posteriormente el electrodo para quinidrona y 
el electrodo para antimonio en 1906 (cuyo principio se basa en el electrodo de vidrio). De esta 
manera se inició la tecnología de los electrodos selectivos, que integran conceptos de química en 
solución. electroquímica (el electrodo) y la electrónica. Actualmente se reconoce que la era de los 
Electrodos Ion Selectivos o ISEs, se inició con el trabajo teórico de Eiseenman-Nikolski, cuya 
ecuación expresa la teona y el concepto de selectividad de los mismos (1957-1962); (10.12). 

Más adelante la necesidad de cuantificar la actividad de sodio y potasio en fiuidos para el 
propósito de estudios fisiológicos, llevó primero al desarrollo de un electrodo para sodio. Lo cual 
abrió un amplio campo en la caracterización de nuevos materiales para la detemninación selectiva 
de especies iónicas. Así se citan a Tandeloso y Kolthoff en la fabricación de electrodos selectivos a 
iones haluros ;(10). 

A partir de la década de los treintas, se usaron alambres de plata recubiertos por cloruro, 
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bromuro, ioduro o disulfuro de plata como electrodos indicadores y de referencia. De ésta 
forma fueron posibles titulaciones potenciométricas y la determinación directa del potencial para 
estimar productos de solubilidad durante los sesentas; (10). 

También en la década de los sesentas, Ross introduce el nuevo concepto de membranas· 
líquidas al construir un electrodo de calcio y Frant elabora un electrodo para fluoruros. Después de 
estos sensores, aparecieron una gran cantidad de electrodos para gases. El campo de la quimica 
sanguinea, específicamente la determinación de electrolitos (K,Na,Ca,O"CO, y Mg) Y gases 
sanguineos tuvo un gran desarrollo debido a éstos avances (13). 

En los años setentas, numerosos articulas y monografías son publicados y se llevan a 
cabo congresos internacionales que ilustran las aplicaciones de los ISEs. Se llevan a cabo dos 
innovaciones importantes: primera, la introducción de PVC (polímero de cloruro de polivinilo) como 
un material que favorece la simplificación de ISEs y la introducción de sólidos redox en los 
sistemas de referencia; y segundo, la posibilidad de utilizar materiales electroactivos, tales como 
pOlipéptidos y un nuevo grupo de ligandos conocidos como acarreadores neutros. Stefanec en 
1966-1967, se enfocó en sustancias naturales tales como la nonactina, las cuales facilitan el 
transporte de metales alcalinos a través de membranas lipidicas. Este trabajo llevó a la 
construcción del electrodo de valinomicina para ión potasio, con sorprendente selectividad (el cual 
es ampliamente usado en la actualidad en los analizadores comerciales); (13). Otro compuesto, el 
ETHl 001, fue descubierto en 1975 y fue la base de un ISE a calcio, de aHa selectividad (también 
muy empleado en los analizadores clínicos comerciales). Se desarrollaron más tarde sistemas 
capaces de usarse en medios no acuosos cuya principal función ha sido optimizar las condiciones 
de reacción de muchas sintesis orgánicas (10,14). 

Finalmente, en 1977 Gilbault inventó un ISE-enzimático, el cual fue inspirado en los nuevos 
sensores electroquimicos, de los cuales se tiene como primera mención, al elaborado por Clark en 
1970, quien fusionó un dispositivo amperométrico a un sensor de glucosa (integrando en tal sensor 
el enzima glucosa oxidasa). Tales dispositivos fueron denominados biosensores ya que integran 
un biocomponente como elemento selectivo. El grado de refinamiento actual de los biosensores ha 
hecho posible, determinaciones rápidas, confiables y simples, no solo de sustancias orgánicas sino 
también inorgánicas con una sensibilidad, en general, de hasta 10.5 M (lo cual no es posible con la 
mayoria de los sensores electroquimicos convencionales) y su uso se ha ex1endido de tal manera, 
que han venido reemplazando los ensayos y clínicos e industriales tradicionales y se han integrado 
en equipos automatizados que permiten un control y estudio más detallado de ciertos procesos 
(6,10,13). 

Diseño y construcción de prototipos de sistemas microbiosensores electroquímicos 20 
selectivos a peróxido de hidrógeno (H20 2) 



Antecedentes 
Clasificación de los biosensores. 

2.2. Clasificación de los biosensores. 

Un biosensor es un dispositivo que incorpora una sustancia bioactiva (enzimas o sistemas 
multienzimáticos. componentes hlembranales. citocromos, hormonas, anticuerpos, 
microorganismos, etc.) que reconoce específicamente a una especie de interés (analito), puesta en 
íntimo contacto con el sistema para reconocer a una sustancia específica -ijeneralmente una 
especie iónica- y que es capaz de transformar esta respuesta química a a una señal eléctrica; por 
ejemplo, un ISE). Debido a que los materiales biológicamente sensitivos son los responsables de 
reconocer al analito, también regulan la especificidad y sensibilidad del sensor (15). 

Los biosensores pueden clasificarse de acuerdo al tipo de transductor empleado en su 
elaboración de la siguiente manera; (16): 

Tecnología de transductor empleado. Señal de salida 
Electroquímica 

Amperométrica Corriente aplicada 
Potenciométrica Voltaje 
Conductimétrica ImpedanCia 

I Óptica 
Colorimétrica Color 
Luminiscencia Intensidad luminosa 
Fluorescencia Intensidad luminosa 

Calorimétrica 
Termosensor Temperatura 

Las características de los biosensores mencionados se describen brevemente a 
continuación: 

2.2 .. 8.1. Potenciométricos. Los bioelectrodos enzimáticos convencionales consisten en 
electrodos ión-selectivo (ISE) que se encuentran cubiertos por una o más enzimas inmovilizadas. 
La reacción enzimática con el analito genera un cambio en el potencial, resultado de la 
acumulación o liberación de un ión en particular. Los transductores potenciométricos miden la 
diferencia de potencial que se genera en la membrana selectiva al ión que separa dos soluciones a 
un flujo de corriente cero. Debido a la relación logarítmica entre el potencial generado y la 
concentración del analito, es posible un amplio intervalo de detección. Este tipo de biosensores 
requiere electrodos de referencia estables(17). 

2.2.8.2. Amperométricos. Los biosensores enzimáticos amperométricos constituyen los 
dispositivos con mayor disponibilidad en el mercado actual. En contraste con los sensores 
potenciométricos, los sensores amperométricos operan a un potencial impuesto con respecto al 
electrodo de referencia y la corriente generada por la oxidación o reducción de especies sobre la 
superficie del electrodo de trabajo es determinada. La mayoria de los bioelectrodos 
amperométricos se basan en el uso de enzimas redox, por lo que su éxito se basa en la gran 
disponibilidad de enzimas óxido-reductasas, capaces de actuar sobre ácidos grasos, azúcares, 
aminoácidos, aldehídos y fenoles(18). 
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2.2.a.3. Conductimétricos. Muchas reacciones catalizadas por enzimas involucran 
cambios en las especies iónicas y por tanto en la conductividad de la solución en la cual la 
reacción se lleva a cabo, sin embargo, tal determinacción no es específica. En los casos en que la 
especificidad no juega un papel importante, la conductividad proporciona extrema sensibilidad. 

2. 2. a.4. Térmicos. Los biosensores enzimáticos térmicos se basan en el calor 
involucrado en una reaccción enzimática, que es capaz de determinarse calorimétricamente y 
correlacionarse con la cantídad de sustrato presente. Las enzimas se unen directamente al 
transductor de temperatura. Es posible detectar cambios de temperatura hasta en diez a la menos 
cuatro grados centígrados (19). Las principales desventajas en éstos sistemas son las 
aportaciones térmicas ínespecíficas, entre las que se encuentran el calentamiento de la misma 
unidad biosensora (esto se ha eliminado mediante el control termostático de la unidad, sin 
embargo, tal requerimiento adicional, incrementa el promedio del costo del sístema). 

2.2.a.5. Ópticos. Estos biosensores monilorean la interacción de un bíocatalízador y el 
analito diana basados en propiedades ópticas, tales como la absorción de luz ultravioleta visible, 
bio- y quimioluminiscencia, reflectancia y fluorescencia. La oxidación y reducción del NAD(P)H 
durante las reacciones enzimáticas características de las dehidrogenasas pueden seguirse 
determinando la fluorescencia del NAD(P)H (cuya excitación se determina a 450nm), 
relacionándose los cambios en la intensidad de la fluorescencia con la concentración de sustrato. 
En otros casos el cofactor NAD(P)H tiene seguimiento debido a su ínteracción con otro colorante 
fluorescente o bien, son usados colorantes cuya fluorescencia es dependiente del pH, tales como 
el isotiocianato de fluoresceína (FITC),(20,21). En el caso de la luminiscencia, se han empleado 
combinaciones de enzimas bacterianas luminiscentes en presencia de NADH y enzimas 
dehidrogenasas dependientes de NAD(P)H en sistemas biosensores en los cuales. el analito de 
interés reacciona con el enzima dehidrogenasa en presencia de NAD(P) produciendo finalmente 
NAD(P)H, que es detectado por el enzima bacteriana al producirse la luminiscencia esperada; (22). 
La quimioluminiscencia en biosensores ópticos tiene su base en la reacción que se lleva a cabo 
entre elluminol y el peróxido de hidrógeno como producto de la acción catalizada por una enzima 
oxidasa; (23). Finalmente, los cambíos en la absorbancia determinados en un biosensor y que más 
tarde pueden relacionarse con la cantidad de analito, son consecuencia de la formación de un 
producto cromóforo por el enzima ínmobílízada sobre el electrodo; (24). Los biosensores ópticos 
poseen amplias ventajas práctícas, encontrando su único inconveniente en la inestabílídad de las 
sustancias óptícamente actívas empleadas en los dispositivos. 

En cuanto a la construcción de biosensores que íntegran enzímas puede hablarse de una 
clasificación basada en la estrategia principal que siguen los dispositívos conocidos para la 
determínación de múltíples analitos diana; (25, 26): 

Biosensores enzimáticos convencionales. 
Biosensores que integran mediadores electrónicos. 
Bioelecfrodos basados en competición enzimática. 
Inmunobiosensores que utilizan lisis de células o liposomas mediada v{a complemento. 
Biosensores basados en bioafinidad. 
Biosensores basados en células o tejidos completos. 

2.2.b.1. Biosensores enzimáticos convencionales. Se emplea el uso de una o más 
membranas (generalmente composiles multicapa que contienen una o más enzimas inmovilizadas, 
lo que implica su reutílízación y la disminución en el costo del bioensor) cuya naturaleza física o 
química, permite la eliminación de interferencias, de ésta manera se aisla al analito de interés para 
ser transformado posteriormente en especies iónicas detectables pontenciométrica o 
amperométricamente (ISEs); (6,15). 
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2.2.b.2 Biosensores que integran mediadores electrónicos. Tales dispositivos 
son biosensores enzimáticos convencionales en el que el cofactor enzimático es reemplazado por 
un mediador químico que al ser reciclado en el electrodo a través de su oxidación o reducción 
proporciona la señal de transducción del sistema. Las sustancias consideradas mediadores 
electroactivos y que se usan en la modificación de pequeñas moléculas incluso proteínas son: 
ferroceno y sus derivados,. etosulfato de fenazina, benzoquinona, hexacianoferrato, sales 
conductoras -moléculas orgánicas planares con ssusceptibilidad a la deslocalización de orbitales I1 
- tales como sales de tetratianofulvalinio (TTF), N-metilfenazinio(NMP+), trietilamonio (TEA), 
tetracianoquinodimetanida (TeNO), 9-dicianometileno-2,4,7-trinttrofluoreno (DTF); (15, 25). 

2.2.b.3. Bioe/ectrodos basados en competición enzimática. En éste caso. dos 
enzimas (una de ellas dependiente de NAD(P) y otra dependiente de oxígeno) son inmovilizadas 
sobre un electrodo sensible a oxígeno y a NAD(P)H. Ambas enzimas al estar en contacto con la 
muestra, comptten por el sustrato correspondiente cuya concentración es determinada mediante la 
determinación simultánea sobre el electrodo de trabajo de oxígeno y NAD(P)H; (15,20,21). 

2.2.b.4. Inmunosensores que utilizan lisis de células o liposomas mediada 
vía complemento. Estos sensores presentan una sensibilidad muy alta mediante un efecto 
amplificador en el cual intervienen células o liposomas que al.ser lisados liberan marcadores dentro 
de la muestra que entonces son detectados en el electrodo; (25). 

2.2.b.5. Biosensores basados en bioafinidad. Este concepto es semejante a los 
biosensores basados en competición enzimática. En estos dispositivos se utilizan dos sustancias 
conjugadas: A y 8 a catalasa. En tales condiciones, el enzima cata lasa es incapaz de reqccionar 
con su sustrato, perÓXido de hidrógeno (H202). Al entrar en contacto el sistema con el ana lito (el 
cual presenta una afinidad mayor por la sustancia B),éste desplaza a la sustancia A del 
conjugado permitiendo la acción enzimática (se requiere por tanto la presencia del sustrato en el 
medio). De este modo la cantidad de oxígeno producida por la catalasa es determinada y así 
indirectamente la cantidad del analito. En éste tipo de ensayo es posible la. posterior regeneración 
del electrodo y el monitoreo de hormonas y pequeñas moléculas; (25). 

2.2.b.6. Biosensores basados en microorganismos, células o tejidos 
completos. Son precisamente aquellos dispositivos que integran microorganismos tales como 
bacterias, células o tejidos completos (animales o vegetales). Dichos biocomponentes se fijan 
generalmente al transductor mediante una membrana de diálisis o micropore. Su principio de 
operación es semejante al biosensor enzimático convencional, con la diferencia de que pueden 
regenerarse si se guardan en un medio de cultivo adecuado (lo que aumenta su tiempo de vida); 
pesar de ésta ventaja pueden presentar poca selectividad y requieren de un tiempo prolongado 
(tres a cuatro horas) en recobrar sus condiciones originales entre una y otra determinación 
(6,15,27). 
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2.3. La miniaturización en biosensores . 

En respuesta a la necesidad de detenninaciones en contínuo, el diseño de nuevos dispositivos 
biosensores en los últimos años ha contemplado la ventaja de la miniatUlización. Los 
bioelectrodos resultantes presentan las mismas características que los electrodos convencionales 
y en ocasiones los superan presentando mayor sencillez, durabilidad, tamaño compacto, menor 
cantidad de materiales, reactivos y muestra requeridos, por tanto, un bajo costo; (15). Todo lo cual 
hace atractivo su uso en la investigación básica y aplicada, especialmente para aplicaciones in 
vivo;(16). 

La miniaturización de los biosensores se inició en los setenta, cuando James B. Angell y 
Kensall D. Wise construyeron electrodos miniatura sobre chips de silicón, capaces de realizar 
detenninaciones electroquímicas en tejido neuronal. A su vez, Jirí Janata cubrió la superficie de un 
transistor de efecto de campo con anticuerpos específicos para concanavalina A, introduciendo de 
éste modo el concepto de los sensores CHEMFETs. Estudios posteriores de éstos dispositivos han 
llevado a técnicas generales que combinan componentes químicos y circuitos integrados en 
sistemas únicos; así en la década los ochentas, se construyó el primer sensor para glucosa de 
Clark miniaturizado;(27). 

Una innovación en la comunicación y en la industria de semiconductores con gran impacto 
en la miniaturización de bioelectrodos fue la aparición de las fibras ópticas, las cuales fueron 
combinadas con fuentes de luz (tales como láseres de estado sólido) y filtros monocromáticos, 
dar.do lugar a espectrofotómetros miniaturizados. El primer biosensor de éste tipo fue construído 
por Gerald G. Vurek y Robert Bowman en 1969, para aplicación clínica. Actualmente pueden 
distinguirse tres categorías de mini-biosensores que siguen éstos principios, a saber: (a) aquellos 
dispositivos capaces de detectar cambios en las propiedades ópticas de las sustancias diana, que 
siguen la línea de las técnicas de los biosensores electrónicos convencionales, (b) los biosensores 
conocidos como de "onda evanescente" y (c) dispositivos con superficie de plasmon; (27). 

Hoy en día las dimensiones con las que un biosensor de este tipo cuenta, son del orden de 
unos cuantos milímetros o incluso micras. La estandarización de métodos de manufactura ha 
pennitido la producción en serie de sensores idénticos a un costo por unidad muy bajo: (10). De 
ésta fonna es factible que un sensor destinado a detenninaciones médicas sea desechado 
después de su utilización, evitando el riesgo de contaminación a posteriores pacientes debido a su 
uso repetido; también es posible la adaptación de éstos dispositivos a catéteres, con los cuales el 
manito reo de la química sanguínea se realiza en continuo (un ejemplo práctico, es un biosensor en 
pacientes diabéticos, este dispositivo diseñado por P. F. Tumer combina un sensor integrado a un 
circuito amplificador y a una pantalla pequeña de cristal líquido, todo esto colocado en un 
recipiente cuyo tamaño es el de una pluma fuente), tal como sucede con instrumentos 
convencionales que estudian las condiciones de la función cerebral, la presión sanguínea o la 
frecuencia cardiaca; (16,27). 
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2.4. Importancia de la detenninación del peróxido de hidrógeno ( H20 2 ) como 
analito y en sistemas biosensores electroquímicos. 

No obstante, la importancia de la cuantificación de peróxido de hidrógeno (H20 2) en la industria 
farmacéutica, de alimentos, de textiles, de cohetes, etc., como ya se describió antes; en el campo 
de los biosensores enzimáticos la' determinación de nuestro analito cobra particular interés, tal 
como se explica a continuación. 

Los primeros biosensores utilizaron la detección de la cantidad o adividad de H+ y de O2 

como método de señal de transducción. La construcción se basó también en la utilización de 
enzimas oxidasas, siendo la más frecuente la glucosa oxidasa (para la determinación de glucosa), 
cuya reacción catalizada es la siguiente; (28): 

Glucosa + O2 ---+ H,02 + Acido gluc6nico. 

En la secuencia de reacción vista arriba, se observa el consumo de oxigeno y el 
incremento de los produdOS peróxido de hidrógeno (H202) y ácido gluc6nico. La determinación de 
ácido gluc6nico y oxigeno como señal de transducción en éste caso presenta diversas 
interferencias debidas al medio en el cual se realiza la cuantificación. El peróxido de hidrógeno 
(H20 2), sin embargo puede cuantificarse a través de su reducción sobre el eladrodo de trabajo, lo 
cual lo ha convertido en el método más empleado como señal de transducción en biosensores 
enzimáticos (en la adualidad un poco más del 65% de los biosensores enzimático a usan éste 
método); (29). 

El método de construcción clásico de los sensores para peróxido de hidrógeno (H20 2l 
involucra un ánodo de platino y un cátodo AgO/AgCI (28): 

H,02 ---+ 2H+ + O2 + 2 e" ......................... ánodo de platino 

4H+ + 4 e" + O2 ---+ 2H,o .................................... cátodo de AgO/AgCI 

La posibilidad de detección de una gran variedad de diversos analitos a través de peróxido 
de hidrógeno (H20 2) se ha llevado a cabo dada la amplia disponibilidad que tienen las enzimas 
oxidasas capaces de producir dicho analno en su adividad catalítica (las cuales son inmovilizadas 
sobre la superficie del eladrodo de trabajo): 

Bioeladrodos enzimáticos comerciales comerciales (Yellow Springs Instruments Inc); (28). 

Ana/ito diana Enzima inmovilizada Muestra 
Glucosa Glucosa oxidasa Sangre completa, suero, alimentos y 

bebidas, medio de fermentación. 
Sucrosa Glucosa oxidasa, invertasa, Alimentos y bebidas, monitoreo de 

mutarotasa aguas residuales. 
Ladato Ladato oxidasa Sangre completa, suero, alimentos y 

bebidas, medio de fermentación. 
Galadosa Galadosa oxidasa Alimentos v bebidas. 
Ladosa Galactosa oxidasa Alimentos v bebidas. 
Glutamato Glutamato oxidasa Alimentos v desarrollo biotecnolóaico 
Glutamina Glutamato oxidasa, Alimentos, desarrollo biotecnológico y 

alutaminasa farmacéutico. 
Etanol Alcohol oxidasa Industria vitivinicola 
Colina Colina oxidasa Alimentos (fórmulas infantiles) 
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Una desventaja que presentan estos sistemas blosensores en su uso es la especificldad de 
los mismos, ya que aunque tales bioelecbodos contienen enzimas cuyos sustratos son específicos, 
el electrodo de trabajo de platino puede responder a diversas sustancias redox (6), cuando estas . 
son capaces de atravesar la membrana del electrodo que confina al enzima, lo anterior implica 
diversas interferenclas en el anáUsis de muestras con matrices complejas. 
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2.5. Biosensores selectivos a peróxido de hidrógeno (H20 2) basados en la 
inmovilización de enzimas peroxidasas. 

Dada la poca selectividad que presenta un electrodo de trabajo de platino en un biosensor 
enzimático para la cuantificación de peróxido de hidrógeno (H20 2), se ha buscado su rastreo con 
el uso de enzimas que actúen especifica mente con dicha sustancia. así tienen su empleo las 
peroxidasas. 

Las peroxidasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y se encuentran 
clasificadas como oxidoreductasas (E.C.1.11.1X; donde X está determinado por un reductor 
biológico). Especialmente las peroxidasas que contienen el compuesto hemo, se encuentran 
divididas dentro de dos familias; de acuerdo al origen de las mismas se tienen a las peroxidasas de 
tipo vegetal y animal; (30). 

Peroxidasas animales Peroxidasas vegetales 
Mieloperoxidasa Peroxidasa del citocromo c (CCPl 
Lactoperoxidasa Ascorbato peroxidasas 
Peroxidasa tiroidea Peroxidasas fúnQicas 
Prostaglandin H peroxidasa Peroxidasas vegetales clásicas 

Estas enzimas' redox son capaces de transmitir diredamente la señal de transducción al 
electrodo de trabajo cuando interactúan con su sustrato. Dentro de la literatura consultada se 
encuentra que la peroxidasa de rábano es. la más ampliamente usada, no únicamente en 
biosensores para la detenninación de peróxido de hidrógeno (H20 2), sino también para 
biosensores que siguen como señal de transducción la cuantificación de dicho analito y cuya 
finalidad es detenninar compuestos diferentes a éste. Así se tienen: 

2.5.a. Biosensores elaborados con electrodos modificados con mediadores 
electrónicos y la enzima peroxidasa pura. 

Tales eledrodos pueden ser de grafito, oro, plalino o carbón vitreo y pueden contener uno o más 
medidores electrónicos. La enzima en tales electrodos se enculmtra ya sea adsorbida, en solución 
e inmovilizada mediante una membrana de diálisis (de nitrocelulosa, nylon, nylon con carga 
positiva, poli-ionicas, etc. ) o bien inmovilizada en glutaraldehído, cistamina, silica gel, entre otras 
sustancias; (32-48). 

2.5.b. Biosensores basados en polímeros electroactivos y la enzima peroxidasa 
pura. 

La enzima en éste tipo de biosensores es intergrada en el polímero a través de métodos como la 
deposición potenciostática sobre el polímero, eledropolimerización y a través de la unión facilitada 
por un mediador electrónico. Los polimeros más empleados son los polipirroles, polianilinas, 
poliaminoácidos (poli-L- lisina)o-fenilenediamina, poli(4 vinilpridina), poli(vinilalcohol), entre otros; y 
pueden emplearse solos o en combinación (38,41,44-46,54-65). 

2.5.c. Biosensores a b'ase de composites modificados y la enzima peroxidasa pura. 

Los composites se encuentran constituidos por un porcentaje variable de grafito y otras sustancias 
como aceite o grasa de silicón, parafina, resina (siendo la resina epóxica la más común) y uno o 
más mediadores electrónicos(37,44.66-72). 
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2.5.d. Biosensores basados en electrodos de pasta de carbón y la enzima 
peroxidasa pura o integrada en un tejido particular. 

Se emplean en éste tipo de biosensores tejidos íntegros sin tratamiento previo, tales como células 
sanguíneas, raíces vegetales (tabaco, rábano, por ejemplo), piel animal, entre otros (59-61,73-82). 

A pesar de esta clasificación, se encuentran en la bibliografía consultada, biosensores que 
emplean una combinación de los elementos anteriores: polímeros sobre electrodos mOdificados, 
composites o pasta de carbón con una o más enzimas y mediadores electrónicos, 
(37,38,41,44,45,59-61) Y también se hallan descritas otras sustancias inorgánicas -azul de Prussia­
y orgánicas -un nanopétido hemo- que presentan actividad de peroxidasa pero no proporcionan 
selectividad en el análisis; (33, 34). 

Se utilizan comúnmente como mediadores electrónicos sustancias como hidroquinona, 0-

fenilenediamina, tionina, tetracianoquinodimetano (TeNQ),. tetratiofulvaleno (TIF), ferroceno, 
dimetilferroceno, colorantes (azul de metileno, verde de metileno, azul de toluidina, azul de 
Prussia) y tintas para impresión, fosfato de zirconio, compuestos politungstofosfatados (P,W17) o 
polypaladiofosfatados (P,Pd17), niqueloceno, óxidos metálicos (de titanio (11), de estaño (11), de 
manganeso (11), de cobalto (11), de hierro (11), de niquel (11), de plomo (11), de cerio (11), de cromo (111), 
de iridio (IV), de talio (1), de osmio (11)). 

Es importante hacer notar que un 98% de los biosensores descritos efectúan un análisis de 
tipo amperométrico, 1.5% utilizan transductores ópticos y sólo un 0.5% emplean la potenciometría 
como método de detección y determinación. 

La linealidad encontrada para los biosensores descritos, se encuentra generalmente en el 
intervalo de 10-4 a 10.7 mol de H;O,,; en tanto que los límites de detección se hallan en el rango de 
10.6 a 10.7 mol H,O" en la bibliografía consultada de los últimos doce años. El tiempo de 
respuesta se encuentra entre 3 y 10 minutos y es inmediato en pocas ocasiones. En el caso de los 
bioensores enzimáticos comerciales el intervalo de linealidad en la concentración es de lO" a 10.7 

mol H,O, y el tiempo de respuesta es de 30 segundos; (87). 

No obstante, la amplía aplicación que ha encontrado la peroxidasa de rábano (HRP) dentro 
del campo de los biosensores selectivos a peróxido de hidrógeno (H,O,), el mecanismo de acción 
de tal enzima proporciona una desventaja intrínseca al uso de la misma: 

Mecanismo de reacción para el enzima HRP: 

HRP(férrica) + H,O, --.. HRPcomplejo I + H,O 

HRPcomplejo I + e' + H+ --.. HRPcomplejo 11 

HRPcomplejo 11 + e' + H+ --.. HRP(férrica) + H,O 

(a) 

(b) 

(c) 

Del mecanismo del enzima HRP puede observarse que en las reacciones (a) y (b) se 
obtienen complejos de HRP con oxígeno, los cuales son reducidos en el transductor de un 
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biosensor común por acepción de electrones originando la respuesta eléctrica esperada. A 
bajas concentraciones de peróxido de hidrógeno (H20 2), la reacción (a) detennina la veloCidad de 
la reacción, así la respuesta será proporcional a la concentración de peróxido de hidrógeno (H20 2). 
Sin embargo, a altas concentraciones del analito, las reacciones (b) y (c) son las que detenninan la 
velocidad de la reacción y por tanto, la respuesta de saturación del enzima. De éste modo en la 
región de saturación (máxima respuesta), la respuesta depende de la concentración de protones 
presente en el microambiente vecino al enzima y por tanto, el limite de sensibilidad al compuesto 
de interés dependerá de un posible cambio en el pH. Esto puede afectar no solo las propiedades 
de la enzima HRP, sino también al electrodo. 

Otra enzima con potencial uso en el diseño de biosensores cuya señal de transducción es el 
seguimiento del peróxido de hidrógeno (H20 2), es la cata lasa, la cual en fonna natural interviene en 
la defensa de la mayor parte de los organismos contra el anión radical superoxido , O2' ,un producto 
de elevada toxicidad producto de la oxidación metabólica de lipidos y carbohidratos (9) .Es la enzima 
superóxido dismutasa la que actúa en primera linea contra O2', debido a que utiliza como sustrato a 
éste radical transfonnándolo a peróxido de hidrógeno (H20 2), el cual, es todavía considerablemente 
tóxico para las células. La catalasa descompone dicho peróxido a agua y oxígeno (84 y 85): 

supeóxido dismutasa 

2 O2' + 2 H' --------.... H202 + O2 

cata lasa 

2 H20 2 2 H20 + O2 

Mecanismo de reacción para el enzima Cata lasa (CA 1): 

[ Catalasa-Fe(lIl) 1 + H20 2 + 2H' --_o H20 + [Catasa-H20-FeMI 2' 

[ Catasa-H20-Fe(V) 1 2' + H202 ---.~ H20 + O2 + [Catalasa-Fe(lIl) 1 + 2 H' 

En la segunda reacción descrita arriba, el peróxido de hidrógeno ( H202 ) no solo actúa como un 
oxidante sino también como un reductor . Lo anterior es posible gracias a un mecanismo que 
involucra dos pasos y a la misma enzima. En el primer paso , una molécula de peróxido de 
hidrógeno ( H202) es reducida a agua, mientras que la cata lasa es oxidada a lo que se denomina 
Complejo I . En seguida, una segunda molécula de peróxido de hidrógeno ( H20 2 ) es oxidada en un 
segundo paso y el Complejo I es reducido regenerando de nuevo al enzima catalasa (84 y 85); 

Lo anterior justifica las ventajas del enzima Cata lasa sobre el uso de HRP en un biosensor, dado 
que su mecanismo de reacción pennite cambios mínimos en la cantidad de protones en el medio, 
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lo anterior permite una mayor estabilidad en la enzima y por tanto en la repuesta de un biosensor 
selectivo a peróxido de hidrógeno, por lo que éste mostrará un mejor desempeño; (83). Sin 
embargo, los biosensores que utilizan catalasa escasean y se encuentran combinados, además, 
con otra enzima (HRP) - con una linealidad de 10-2 a 10-6 y con un límite de detección de hasta 10-
8 mol de peróxido de hidrógeno (H20 2) - o bien dentro de tejidos o células intactos (tejido de papa 
cruda, erijrocitos), con linealidad de 2,10-4 a 4'10-3 y límite de detección de 5'10-5 mol de peróxido 
de hidrrógeno (H202); (83,86). 
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3. Objetivos 

• Desarrollar un biosensor combinado miniaturizado económico, de fácil montaje y manejo, 

selectivo a peróxido de hidrógeno (H202) con potencial aplicación a la docencia . 

. 
• Disminuir con la sustitución del método volumétrico por el potenciométrico, la generación 

de residuos contaminantes. 

• Proponer un prototipo electroquímico como método de cuantificación para peróxido de 

hidrógeno (H20 2) alternativo al volumétrico en el cual, la manipulación de la muestra evite 

pérdidas en el analito y por ende resultados erróneos en la determinación de su 

concentración. 
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No ocultaré una ciencia qne me ha sido revelada por gracia de Dios, no la gnardaré celooamente para 
mi solo, por temor a atraer sn maldición. ¿Cuál es la utilidad de una ciencia conservada en secreto, de 
un tesoro escondido? La ciencia que be aprendido sin ficciones, os la transmito sin pena. La envidia lo 
transtorna todo, un bombre envidioso no puede ser justo ante Dios.. Toda ciencia y toda Sabiduría 
provienen de Dios; es decir que procede del Espiritu Santo, es esencialmente un modo de expresarse. 
Nadie puede decir: Nuestro Señor Jesucristo sin indicar impUcitamente: bijo de Dios Padre, por 
operación del Espiritu Santo. De igual manera esta ciencia de verdad no puede ser separada de Aquél 
que me la ha comunicado. 

No be sido enviado para todos, sino tan sólo para quienes admiran al Señor en sus 
obras y a los que Dios ha juzgado dignos.. Que quien tenga oidos para oír esta comunicación divina, 
recoja los secretos que me fueron transmitidos por la gracia de Dios y que no los revele jamás a quienes 
son indignos de eDos.. 

La naturaleza debe servir de hase y de modelo a la ciencia, por eso el Arte trabaja de acuerdo 
con la Naturaleza en todo lo qoe puede. Por taoto, es meoester qoe el artista observe la Naturaleza y 
opere como ella opera. 

El compuesto de los compuestos. 
Alberto el Grande. 

"Sé, pues, prodeote; porqoe si bas ejercido la sutileza y diafaoidad de tu mente eo lo que te be 
mostrado, advertirás qoe te be revelado manifiestamente el conocimiento de la Materia, abora posees 
esa cosa, iuefable Y deleitable, objeto de todos los deseos de los filósofos." 

El espejo de la Alquimia. 
RogerBacon 
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4. Desarrollo experimental 

4.1. Determinación de la concentración de peróxido de hidrógeno (H20 2• marca 
"Alcomex") de la muestra problema mediante el método tradicional de la volumetría. 
Para tal fin se realiza: 

4.1.1.Preparación de una disolución 0.01 F de permanganato de potasio (KMnO •• Baker 
Analyzed). 

Tttulación de la disolución de pennanganato de potasio (KMn04, - 0.1 M) usando como patrón 
primario oxalato de sodio (Na,C,04 desecado en estufa, Analar) , a propósito de la reacción: 

2 Mn04 ,-

4.1.2. Valoración del peróxido de hidrógeno (H,O,) usando como patrón secundario 
permanganato de potasio (KMn04) en base a la reacción siguiente: 

5 H,O, + 2 MnO 4' - + 6W 

4.2. Preparación de estándares y problemas. 

A partir de una solución de peróxido de hidrógeno (H,O" marca "Alcomex") y de su concentración 
ya detenninada, se realizan los cálculos para la preparación de ocho estándares de concentración 
lO-'M (en donde x= 1,2, ... ,8). Las debidas diluciones para estándares y problemas se llevaron a 
cabo usando una solución tamponada de fosfatos (KH,P04 de J.T. Baker, Na,HP04 de Quimica 
JVC ) de concentración analítica 20mM a pH 7. 
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4.3. Fabricación y montaje de la unidad miniaturizada con el biosensor combinado 
selectivo a peróxido de hidrógeno (H20 2). 

Para el desarrollo de una unidad para la cuantificación de peróxido de hidrógeno (H20 2) debieron 
realizarse varias pruebas primero con diversos transductores (utilizando alambre de cobre. un 
disco de cobre unido a un alambre de cobre y alambre de acero inoxidable) y segundo con 
diversos prototipos para después proceder a miniaturizar el biosensor combinado. La fabricación 
de tales prototipos. se describen a continuación: 

4.3.1. Biosensor selectivo a peróxido de hidrógeno (H20 21 elaborado con tejido fresco de 
papa y usando como transductor alambre de acero inoxidable. 

Para montar este biosensor se empleó el siguiente material: 

tubo de vidrio (8.5 cm de largo por 9(1 mm de diámetro externoflnterno). 
alambre de acero inoxidable (14.5 cm de largo). 

tapón de hule látex (7mm de grosor por 7 mm de diámetro). 
tejido fresco de papa. 

El montaje del biosensor se ilustra en la figura A: 

• Figura A. Montaje del biosensor con tejido fresco de papa: 

tejido fresco de papa 

~~========~--
1-1 

hule látex 

transductor de alambre de acero inoxidable 

tubo de vidrio 

4.3.2. Biosensor selectivo a peróxido de hidrógeno (H20 21 elaborado con extracto acuoso 
crudo de papa y empleando como transductor alambre de acero inoxidable. 

4.3.2.1 Extracto acuoso crudo de papa. 

El extracto crudo de papa se prepara el mismo día de su uso y se obtiene de la siguiente manera: 
en un mortero se trituran en frío 5 g. de papa, el jugo obtenido de ésta forma se coloca·en un tubo 
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de ensayo y centrifuga por tres minutos a 4000 rpm (en una centrífuga modelo 800 Angle 
Centrífuge de Shangai Surgical Instruments Factory), se decanta el sobrenadante y se pone en 
refrigeración hasta el momento de su utilización. 

4.3.2.2. Montaje del biosensor. 

Se empleó el siguiente material: 

tubo de vidrio (8,5 cm de largo por 9/7 mm de diámetro externolinterno). 
alambre de acero inoxidable (14.5 cm de largo). 

tapón de hule látex (7mm de grosor por 7 mm de diámetro). 
extracto acuoso crudo de papa. 

manguera de hule (1 cm de largo por 10/9 mm de diámetro externo/interno) 
membrana de diálisis (cuadro de 1.2crn por 1.2 cm) 

La manera en que se montó el biosensor con extracto acuoso crudo de papa se muestra 
en la figura-S: 

• Figura S. Montaje del biosensor con extracto de papa. 

extracto acuoso de papa 

manguera que fija a la membrana 

~ 
~~-----~====3---

/ h:látex 
membrana/ 
de diálisis 11--------------------------1 

transductor de alambre de acero inoxidable 

tubo de vidrio 

4.3.3. Biosensor selectivo a peróxido de hidrógeno (H20 2) elaborado con una solución 
concentrada de cata lasa pura comercial y utilizando como transductor alambre de acero 
inoxidable. 

4.3.3.1. Preparación de una solución concentrada de catalasa pura comercial. 

Utilizando la mínima cantidad de solución amortiguadora de fosfatos 20 mM a pH 7 Y enzima 
comercial (de hígado bovino, Sigma Chemical Company, lote 67F-7190) se prepara una solución 
concentrada de catalasa. 
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4.3.3.2 Ensamblaje del biosensor. 

Material requerido: 

tubo de vidrio (4 cm de largo por 4/2 mm de diámetro externolinte.rno). 
alambre de acero inoxidable (6 cm de largo). 

tapón de hule látex (7mm de grosor por 2 mm de diámetro). 
Pasta con cata lasa pura comercial (Sigma Chemical Company). 

manguera de hule (1 cm de largo por 5/3 mm de diámetro externo/interno). 
membrana de diálisis (cuadro de 6 mm por 6 mm). 

La forma en que el biosensor con cata lasa pura comercial se ensambla, se ilustra en la 
figura C: 

• Figura C. Montaje del biosensor con cata lasa pura. 

catalasa pura 

H 
manguera que fija a la membrana c:::::::::: 

~~------~~~3---

~ulelá: 
membrana /' hl 

de diálisis 1.-------------------------1 
transductor de alambre de acero inoxidable 

tubo de vidrio 

4.3.3.3. Electrodo de referencia capilar con plata (Ago) / cloruro de plata (AgCI) 

La elaboración del electrodo de referencia requirió los siguientes pasos: 

4.3.3.3.1 Electrodeposición de AgCl, cloruro de plata sobre un alambre de plata. 

En un vaso de precipitados de 100 mL se agregaron 70mL de una solución 0.1 Molar de KCI 
(Mallinckrodt). Enseguida se sumergió en dicha solución un alambre de plata de 6 cm de largo y 
una mina de carbón de igual longitud. Después se conectó el polo positivo de una pila alcalina de 
9V (Panasonic) al alambre de plata y el negativo a la mina de carbón por espacio de cinco minutos 
o hasta que sobre el alambre de plata se forme una capa fina ( pero que no sea fácilmente 
desprendible ) de Cloruro de Plata (AgCI) a propósito de la reacción: 
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AgO + CI- - AgCI" + le· · ............... reacción anódica 

2H20 + 2e· - H2t + 20H· ............... reacción catódica 

reacción global: 

2H20 + 2 AgO + 2 cr - 2 AgCI .. + H2t + 20H· 

La electrodeposición se ilustra en la figura O: 

• Figura D. Electrodo de referencia Ago/AgCI. 

Electrodeposición de cloruro de plata(AgCI) sobre el alambre de plata Ago. 

alambre de plata 

mina de grafito 

70 mi de 
solución 

KCI 0.1 M 

• 

1 
4.3.3.3.2. Montaje del electrodo de referencia. 

El material necesario: 

+ 
9 Volts 

Pila alcalina 
electrodeposición de AgCI 

tubo de vidrio (4 cm de largo por 4/2 mm de diámetro externo/interno). 
alambre de plata con cloruro de plata (6 cm de largo). 

tapón de algodón comprimido (2rnm de grosor por 2 mm de diámetro). 
Solución 0.1 Molar de KCI. 

TeMn. 

La manera en que tal electrodo se ensambla. se demuestra en la figura E: 
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• Figura E. Montaje del electrodo de referencia AgO/AgCI. 

silicón para 
fijar el alambre 

de plata 

solución de KCI 0.1 M ... <:~ __ _ 

... 
alambre de plata recubierto 

con una fina capa de 
cloruro de plata 

_---; .. ~tapón de algodón comprimido 

4.3.4. Miniaturización del biosensor combinado selectivo a peróxido 
de hidrógeno (H20 2). 

Electrodo de referencia. 

Todos los prototipos que a continuación se describen poseen el mismo electrodo de referencia, 
para el cual se elabora una pasta con cloruro de plata (AgCI) en fonna sólida y grafrto en polvo 
(Aldrich) al 50% con nujol; el transductor en éste caso es alambre de cobre. 

El cloruro de plata se obtuvo de la siguiente manera: en un tubo de ensayo se añadieron 3 
mL de agua destilada a los cuales se agregaron 1 g. de cloruro de sodio cristalino (NaCI, Merck) a 
esta solución se añadieron 3 mL de una solución de nitrato de plata 0.1 Molar (solución 
volumétrica, Merck), a propósito de la reacción siguiente: 

CI'+Ag" - AgCI • 

en seguida el contenido del tubo se centrifugó a 4000 rpm (en una centrifuga modelo 800 Angle 
Centrifuge de Shangai Surgical Instruments Factory), durante tres minutos, a continuación se 
decantó el sobrenadante. Finalmente, el residuo correspondiente al AgCI precipitado, se seco en la 
estufa por espacio de cinco minutos. 

4.3.4.1. Primer prototipo miniaturizado. 

Se utilizó el siguiente material: 

una placa de acrílico (2cm de ancho, 3 cm de largo y 2mm de espesor). 
alambre de acero inoxidable (5 cm de largo). 

alambre de cobre (5 cm de largo). 
membrana de diálisis (1 cm de ancho por 1.5cm de largo). 

pasta con cata lasa pura comercial. 
silicón. 
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Mediante un minitaladro (marca Proskit, modelo PK-500) se formaron en la placa de 
acrílico dos·pocitos de 3 mm de diámetro por 1mm de profundidad y 4 mm de espacio entre ellos. 

Estos pozos se destinan para contener, en uno la pasta de grafito, cloruro de plata (AgCI) y 
nujol, correspondiente al electrodo de referencia y en otro la solución concentrada de enzima 
correspondiente al biosensor. Partiendo de los pozos se encuentran dos canales con la 
profundidad suficiente para albergar los transductores tanto del biosensor como del electrodo de 
referencia. 

Una vez preparados los electrodos de referencia y de trabajo se coloca el pedazo de la 
membrana de diálisis sobre los pozos de estos; los bordes de la membrana se pegan y sellan a la 
placa de acrílico mediante silicón formando a la vez un pozo de 2mm de profundidad que será útil 
para que al colocar la muestra sobre la membrana para efectuar las correspondientes 
determinaciones no se derrame fuera de la unidad de análisis. 

Se ofrece la imagen de la unidad del biosensor combinado en la figura F: 

• Figura F. Primer prototipo 

canales para los alambres 
de los electrodos de 

referencia y de trabajo 

-Il 

--- --._----_._------ --~--_._---.-

...-----,u U,..---., 

I 7mm I 
2cm 

I ! 

í7J 
4mm 

Unidad de determinación armada: 

pozo formado con silicón 
alambre de cobre membrana 

catalasa 
pura 

cloruro 
de 

plata 
con 

grafito y 
nujol 

electrodo 
de 

::::~:=:~~~~~~~~~~~~~;;~~~~~ referencia 

electrodo de ~ 
trabajo 

con alambre de acero inoxidable ~~~-----------------------------~" " , 
placa de acrílico 
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4.3.4.2. Segundo prototipo. 

Material requerido: 

dos placas de acrílico (2.5 cm de ancho, 3.5 cm de largo y 2mm de espesor). 
alambre de acero inoxidable (5 cm de largo). 

alambre de cobre (5 cm de largo). 
Cuatro tomillos con respectiva tuerca (7mm de diámetro por 15mm de largo) 

membrana de diálisis (1cm de ancho por 1.5cm de largo). 
pasta con catalasa pura comercial. 

silicón. 

Al igual que para el primer prototipo, se hicieron en una de las placas, al centro, dos pozos 
de 3 mm de diámetro por 1 mm de profundidad, pero con 1 mm de espacio entre ellos, lo mismo 
dos canales que parten de los pozos hacia la parte exterior del acrílico. En la otra placa en la 
misma posición se hace un orificio de 5 mm por 3 mm. Finalmente, en ambas placas fueron hechos 
cuatro orificios más alrededor de los pocitos para colocar los tomillos y fijar las dos placas, 
quedando en medio de estas la membrana de diálisis que cubre a los electrodos de referencia y de 
trabajo. 

La manera en que se montó la unidad del biosensor combinado se ilustra en la figura G: 

• Figura G. Segundo prototipo. 

Segmentos de la unidad de detenminación. 

electrodo de 
referencia 
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Material requerido: 
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e 
<Z> 

dos placas de acrílico (2.5 cm de ancho, 3.5 cm de largo y 2mm de espesor). 
alambre de acero inoxidable (5 cm de largo). 

alambre de cobre (5 cm de largo). 
manguera transparente (cuadrito de 1cm por 1cm y 1 mm de grosor). 

cuatro tornillos con su respectiva tuerca(7mm de diámetro por 15mm de largo) 
membrana de diálisis (3mm de ancho por 4mm de largo). 

pasta con cata lasa pura comercial. 
silicón. 

A diferencia del segundo prototipo, en este diseño la membrana se mantiene fija mediante 
el pedazo de manguera, colocada entre las placas de acrilico. El pozo destinado para la muestra 
es aún más pequeño que el realizado en la anterior unidad de análisis. Los orificios creados para 
los electrodos siguen guardando entre sí 1 mm de distancia. 

La fornna en que se montó la unidad del biosensor combinado se presenta en la figura H: 
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• Figura H. Tercer prototipo. 
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4.4. Respuesta del biosensor. 

Para determinar el desempeño de cada uno de los biosensores y biosensores combinados 
anteriores. se procedió a la determinación del potencial para cada uno de los estándares y de las 
soluciones problema. 

• Figura /. Conexión del biosensor al potenciómetro: 

biosensor con 
tejido fresco. 
extracto de 

papa o cata lasa 
pura 

electrodo de referencia 
de Calomel saturado o AgO/AgCI 

potenciómetro 

En el caso de los biosensores hechos con tejido fresco de papa extracto acuoso crudo de 
papa y con una solución concentrada de catalasa pura comercial. la determinación del potencial 
(figura 1) se efectuó conectando dichos biosensores junto con el electrodo de referencia a un 
potenciómetro (modelo LSX de Sargent-Welch Scientific Company) e introduciéndolos en las 
correspondientes celdas con las soluciones patrón o muestras problema en agitación mediante una 
barra magnética pequeña (figura J). 

Es importante aclarar que para los dos primeros biosensores. se utilizó un electrodo de 
referencia de calomel saturado (ESC) mientras que para el tercero se usó el electrodo de 
referencia de Ag/AgCI montado en el tubo de vidrio capilar (descrito anteriormente). Además entre 
lectura y lectura se lavaron tanto el biosensor como el electrodo de referencia con solución 
tamponada de fosfatos (20 mM. pH 7). 
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• Figura J. Determinación de potencial(biosensor con papa,extracto acuoso,catalasa pura) 

biosensor (con tejido fresco de papa, extracto acuoso crudo de papa o catalasa pura) 

electrodo de referencia 

= 
Celda de 

soluciones patrón o problema 

lectura I 
Volumen aproximado 9 mL 

. d " .. agita or magnellco 

Para los biosensores' combinados, las muestras o estándares se colocaron 
directamente sobre el po cito de la unidad de cuantificación, mediante una jeringa para 
insulina (figura .K). También después de cada lectura, se lavó el pocito con el buffer de 
fosfatos (20 mM, pH 7). 
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• Figura K. Determinación de potencial (biosensores combinados miniaturizados) . 

•• La muestra es aplicada 
directamente sobre 

los pozos de las unidades 
de determinación. 
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5. Metodología de procesamiento de datos 

El tratamiento de los resultados experimentales obtenidos fue el siguiente: 

5.1 Elaboración gráficas de potencial contra el menos logaritmo de la concentración de peróxido de 
hidrógeno (H20 2): E(mV) = f ( - log [ H20 2 ]). 

Partiendo de las gráficas anteriores determinó: 

5.2 La posibilidad de describir una curva de calibración de acuerdo a las soluciones estándar 
empleadas y sus correspondientes potenciales obtenidos. 

5.3 Identificar la zona de linealidad de tal curva de calibración obtenida e interpolar en ella el 
potencial de la solución "problema" para investigar su concentración. Determinar si es necesario 
conocer dicha concentración mediante el método de adiciones estándar. 

5.4 Comparar la concentración de la solución problema obtenida mediante el biosensor con la 
obtenida por volumetria mediante el porcentaje de error (%Error) calculado de la siguiente manera: 

en donde: 

[H20 2 lv - [H20 2 lb 
%Error = 

%Error : 
[ H20 2lv : 
[H20 2 lb: 

[H20 2 lv 

porcentaje de error. 
[ H20 2 l obtenida mediante volumetría. 
[ H20 2 1 obtenida mediante el biosensor. 

5.5 Concluir si el método de valoración propuesto proporciona una buena alternativa con relación a 
la volumetría. 
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Resultados experimentales 
Biosensor con tejido fresco de papa. 

6. Resultados experimentales 

Una vez determinada la concentración del permanganato de potasio - 0.01 M (KMn04) por 
titulación con el patrón primario oxalato de sodio (Na,C,04), se valoró el peróxido de hidrógeno 
(H,O,) comercial (Alcomex) disponible. Conocida entonces la concentración de ésta última 
solución, para cada uno de los experimentos, se realizaron los cálculos para la elaboración de las 
soluciones stock (ocho estándares de concentración 10-' M en donde x= 1,2, ... ,8) Y problema. 

6.1. Biosensor con tejido fresco de papa. 

En un principio, no pudieron describirse curvas de calibración con el potencial de los estándares. Al 
repetir varias veces el ensayo se concluyó que la inexactttud del biosensor se debía al grosor del 
trozo de papa usado, ya que con pequeñas modificaciones de éste, el potencial determinado varía 
por mucho para un mismo estándar. La razón por la que se tenía dicha variación se debió a que al 
no observarse en determinado momento un cambio en el potencial, se cortaba una pequeña 
cantidad del tejido para regenerar la superficie del mismo y continuar así la determinación. Por lo 
anterior, se resolvió cuidar en futuros experimentos el grosor del tejido en el bioelectrodo. 

Con respecto a los transductores probados para el bioelectrodo, se determinó que el 
alambre de acero inoxidable era el material adecuado para proporcionar una respuesta en 
combinación con el tejido fresco de papa para la cuantificación de peróxido de hidrógeno (H,O,). 
Se comprobó que el alambre por sí solo no respondiera al analito en estudio. 

Los resultados obtenidos mediante el biosensor elaborado con tejido fresco de papa para 
cuatro curvas patrón se muestran a continuación: 
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1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

P1 
P2 
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Curva patrón 1 Curva patrón 2 Curva patrón 3 
E(mV) E(mV) E(mV) 

330 350 450 
340 360 460 
370 410 480 
370 410 490 
390 420 495 
386 435 495 
400 440 500 
395 430 505 
410 445 545 
400 460 535 

Curva patrón 4 
E(mV) 
420 
450 
470 
485 
490 
515 
520 
530 
525 
515 

La correspondiente gráfica de E (mV) = f (- 10g[H,O,]) en donde se describen las curvas 
anteriores se presentan a continuación; (gráfica 1). 

Gráfica 1. 

Gráfica E ( mV ) = f ( - log [H2021 ) 
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Se muestran las respectivas curvas de Nikolsky: 

Curva patrón 
1 
2 
3 
4 

b 
312.73 
328.26 
435.30 

402.998 

m 
14.82 
18.78 
13.82 

21.2157 

8,5 

r> 
0.9890 
0.9767 
0.9781 
0.9729 
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En seguida se comparan las concentraciones obtenidas mediante el biosensor de papa y 
las obtenidas mediante volumetría usando permanganato de potasio (KMn04), de acuerdo a la 
ecuación de tendencia: 

Para P1: 

CUlVa de - log [H,O,IP1 [H,O,]P1 [H,O,IP1 % error 
calibración biosensor biosensor Volumetria 

1 6.5620 2.74*10 ·7 0.055 » 100 
2 6.2133 6.11*10 ·7 0.055 » 100 
3 7.9350 1.16*10 ·8 0.055 » 100 
4 5.7505 1.77*10 ·6 0.055 » 100 

*donde [H2021 se expresa en Molaridad 

Para P2: 

CUlVa de - log [H,O,I P2 [H,O,IP2 [H,O,IP2 % error 
calibración biosensor biosensor Volumetría 

1 6.0213 6.11*10 -07 0.275 » 100 
2 7.0123 9.72*10 ·8 0.275 » 100 
3 7.2116 6.14*10 ·8 0.275 » 100 
4 5.2701 5.36*10. 5 0.275 » 100 

*donde [H,O,1 se expresa en Molaridad 

Las gráficas correspondientes a las cUlVas de calibración muestran que es posible tener un 
valor de potencial de acuerdo con la concentración de H,O"sin embargo, al comparar las 
·concentraciones de los problemas obtenidas mediante el biosensor con tejido fresco de papa, 
contra las determinadas por valoración con permanganato de potasio (KMn04) se obselVa un 
%error grande en extremo. 

Se consideró entonces que la degradación del tejido, impide al biosensor responder de la 
misma manera en cierto tiempo. Dado lo anterior, se efectuó otro experimento para trazar de nuevo 
una cUlVa de calibración en el cual se cuidó mucho que el grosor del tejido fuera constante y 
además éste fue sustituido para cada determinación individual de las soluciones problema y 
estándar. 

Interpolando el potencial promedio obtenido de las muestras problema en la cUlVa de 
calibración se determinó que sus concentraciones eran: 

Muestra problema [H,O,I Molar [H,O,I Molar %error 
volumetría biosensor % error 

1 8.396*10. 3 6.309*10· , » 100 
2 2.559*10. 5 1.778*10· , » 100 
3 6.048 *10. 5 2.238*10 ·4 » 100 

Siendo el porcentaje de error no mejoró, se realizaron cuatro ensayos más, utilizando el 
método de adiciones estándar para investigar la concentración de peróxido de hidrógeno (H,O,) en 
las soluciones de prueba. 
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Resultados experi mentales 
Biosensor con tejido fresco de papa. 

Los resultados obtenidos fueron: 

Curva de 
calibración 

1 
2 
3 
4 

[H202] Molar 
biosensor 
1.00'10. 8 

5.50'10 ·29 

2.28'10 ·5 

6.01'10. 7 

[H202] Molar 
volumetria 
1.125'10 ·4 

6.275'10. 5 

6.275'10. 5 

6.275'10. 5 

%error 

» 100 
» 100 

63 
» 100 

En ésta tabla puede apreciarse aún resultados con una precisión y exactitud pobre aún. por 
lo que se pensó que la concentración del enzima empleada en el trocito de papa empleado era lo 
suficientemente pequeña para su pronta inactivación. Este fue el fundamento del .uso de un 
extracto acuoso de papa cruda para montar el biosensor selectivo al analito de interés. 
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Resultados experimentales 
Biosensor con extracto acuoso de papa cruda. 

6.2. Biosensor con extracto acuoso de papa cruda. 

Realizando el mismo protocolo para la preparación de muestras, estándares y determinación del 
potencial, los resultados fueron los siguientes: 

- lag [H20 21 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Problema 

Curva patrón 1 
E(mV) 

20 
25 
30 
50 
60 
80 
90 
40 

Curva patrón 2 
E(mV) 

O 
10 
20· 
30 
40 
55 
60 
20 

Nota: Es importante hacer notar que las curvas de calibración 1 y 2 se efectuaron usando 
el mismo extracto de papa. Sin embargo, en la curva se empleó el extracto concentrado, mientras 
que en la curva 2 el extracto se diluyó una 1 :3. 

Las curvas de calibración registradas se muestran en la gráfica 2: 

Gráfica 2. 
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Resultados experimentales 
Biosensor con extracto acuoso de papa cruda. 

Las ecuaciones respectivas de Nicolsky son: 

Curva patrón 
1 
2 

b 
-11.786 
-21.071 

m 
12.5 

10.357 

r' 
0.9676 
0.9941 

De los resultados puede verse claramente que el extracto acuoso de papa cruda en el 
biosensor arroja una respuesta proporcional a la concentración de los estándares, lo que es buen 
indicio para darle uso en el análisis de muestras de peróxido de hidrógeno (H202). 

Interpolando las magn~udes de potencial para la muestra problema en ambas curvas de 
calibración 1 y 2 se obtiene la misma concentración de la muestra problema para ambas que es de 
1.2*10' Molar. La concentración de ésta misma solución obtenida mediante volumetría es de 
5.6*10' Molar. El porcentaje de error calculado para éstos experimentos es de 78%. 

Dado que el porcentaje de error decreció al usar el extracto acuoso, el siguiente 
experimento que se planteó fue el montar el biosensor pero esta vez con el biocomponente puro: 
cata lasa comercial de origen bovino. 
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Resultados experimentales 
Biosensor con extracto acuoso de papa cruda. 

6.3. Biosensor con cata lasa pura comercial. 

Con el mismo protocolo, los resultados fueron: 

Curva patrón 1 
- log [H,O,] 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Problema 

E(mV) 
60 
80 
75 
75 
70 
40 
10 
-20 
45 

La gráfica correspondiente se ilustra a continuación; (gráfica 3): 

Gráfica 3. 

Gráfica E ( mV ) = (- 109 [ H,O, ] ) 
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Resultados experimentales 
Biosensor con extracto acuoso de papa cruda. 

Ecuación de Nicolsky: 

b= 185 m= -25 ('= 0.9615 

En éste caso la concentración obtenida para el problema con el biosensor, comparada con 
el dato volumétrico arroja en forma reproducible, un porcentaje de error que mejora el obtenido en 
el experimento del biosensor con extracto acuoso de papa cruda. 

[H,O,1 Molar 
biosensor 

4*10.6 

[H,O,1 Molar 
volumetría 

2.5*10-6 

%error 

60 

Obtenidas las mejoras anteriores en el desarrollo del biosensor, antes de acrecentar su 
precisión y exactitud, se buscó la forma de miniaturizar1o. Así se construyó el primer prototipo en el 
que el biosensor no tendría que sumergirse en la muestra, sino más bien llevar la muestra al 
biosensor para la determinación que nos ocupa; es decir, se diseña una microcámara con el 
sistema potenciométrico integrado. 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H20 2 ), miniaturizado 

6.4. Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno (H20 2), miniaturizado. 

6.4.1. Primer prototipo miniaturizado. 

Una vez montado el biosensor combinado, se averiguó la posibilidad de obtener una curva de . 
calibración de acuerdo a las soluciones stock empleadas y sus correspondientes potenciales. Se 
observó entonces que la respuesta era diferente con respecto a los electrodos anteriores, ya que el 
potencial variaba con el tiempo teniéndose en un principio un rápido incremento seguido de un 
decremento y finalmente la magnitud del potencial era casi idéntica para todas las soluciones 
estándar. 

Debido a lo anterior y antes de continuar con los ensayos, se determinó: 

primero: si la diferencia de potencial observada correspondía efectivamente a la reduccíón del 
peróxido de hidrógeno (H20 2). 

segundo: si al pequeño volumen de nuestra solución en el electrodo de trabajo la enzima catalasa 
mostraba una actividad funcional. 

tercero: si existía la posibilidad de efecluar la determinación del potencial en algún tiempo 
específico, correlacionando los resultados con la concentración de peróxido de hidrógeno (H20 2). 

Se efectuó entonces un voltamperograma para la determinación experimental del potencial de 
reducción del peróxido de hidrógeno (H202), el cual resultó ser de - 800 mV. Se usó como blanco 
para este experimento la solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 que hasta entonces se .ha 
usado en la preparación de los diferentes estándares. La gráfica obtenida se muestra a 
continuación (Gráfica 4a): 

Gráfica 48 

~-----~----~-----~----~:_---~----~-----~----~_._---~--
I • , , 
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I •• "" • ~ _____ ~ ____ ~ _____ L ____ ~ _____ ~ ____ ~ _____ ~ ____ ~ _____ ~ __ 

I • • , • , • , I 

• Determinación del potencial de reducción para peróxido dI) hidrógeno (H202). 
(1) Dominio de electroactividad. Solución amortiguadora de fosfatos a pH 7.4. 
(2) Electroreducción de peróxido de hidrógeno (H20 2). Solución (H20 2) 0.01 M 

Et = co, E ref= Cuo/Cu:!~ . E aux = Acero inoxidable. 

Posteriormente se consiguió con ayuda del software comercial "Voltamaster", el siguiente 
cronoamperograma, en el cual el potencial se fijó en -800 mV para asegurar que la variación de la 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H20 2 ), miniaturizado 

corriente registrada se debiera unicamente a la reducción enzimática del ana lito. Lo 
anterior describió una actividad funcional de la catalasa (Gráfica 4b). 

Gráfica 4b. 

o 

~-20 -< 
::!. 

=- -40 

-60 

-80 

Cinética enzimática de Catalasa T<30~L 

t(s) 

100 200L----~300-.... 

y= 0.2891 x - 74.959 

R2 =0.9956 

• Cronoamperograma E= -800mV, t (muestreo) = 20 s. t (total de muestreo) = 340 s. 
Ecuación lineal: Y = 0.2891 X - 79.959; R=0.9956 

Concentración de la enzima catalasa: 4.2 flg/mL 
Et= C· ; E ref= Cu· I Cu 2- ; E aux: acero inoxidable. 

Finalmente se observó el potencial libre en función del tiempo para cada una de las soluciones 
stock a fin de determinar. primero, si la variación observada correspondia a la inestabilidad de un 
potencial impuesto por el electrodo de referencia empleado (para ello se empleo una solución 
blanco de buffer amortiguadora de fosfatos a pH de 7, 20mM) y segundo, de resultar negativa la 
primera premisa, si era factible realizar la lectura del potencial a un tiempo tal que permitiera 
continuar el diseño experimental como hasta ahora se había realizado. Para estos fines se empleo 
el software comercial "VoHamaster", con el que se describieron las gráficas de potencial en función 
del tiempo: E(mV) = f (t,seg); (figura L). 

• Figura L. Determinación del potencial libre en función del tiempo y de la corriente en función del 
tiempo a potencial impuesto usando el software comercial 'Vo~amaster' 
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Dispositivo biosensor 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H20 2 ), miniaturizado 

La determinación del potencial libre se realizó cada segundo durante tres minutos. Se 
obtuvo entonces la siguiente gráfica; (gráfica 4) : 

Gráfica 4c. 

I 1 : : 

-.-:YC-- -- -1- -- - -. (4). - .. - - - - -~ - - - -.-
I I 1 1 ____ l ____ ~ _____ L ____ J _____ ~ ____ !_ 

~ Las curvas de arriba hacia abajo corresponden a las siguientes soluciones: 

(1) Blanco (amortiguador de fosfatos a pH 7, 20 mM) 
. (2) Solución estándar de [H20 21 igual a 10-1 M 

(3) Solución estándar de [H20 21 igual a 10-7 M 
(4) Solución estándar de [H20i] igual a 10-8 M 

De acuerdo con la curva obtenida para el blanco (solución amortiguadora de 
fosfatos a pH 7, 20 mM) puede apreciarse que no hay variaciones significativas del potencial libre 
con respecto al tiempo, esto Significa que el fenómeno observado no se encuentra en función del 
electrodo de referencia. Con lo que respecta a las curvas para las soluciones stock la variación del 
potencial con el tiempo es visible apreciándose que todas poseen picos distintos (el origen muy 
probablemente se deba a la cinética de la cata lasa en el sistema biosensor). Finalmente con base 
a la gráfica se eligió el tiempo de treinta segundos para realizar las lecturas de potencial para el 
diseño experimental propuesto en un inicio. 

Los resultados generados fueron: 

Curva patrón 
- log [H2021 

1 
E (mV) 

3.0 
4.4 
4.6 
4.3 
4.0 
3.5 
2.9 
0.9 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

• cada lectura se tomó a 30 segundos después de adicionar la muestra 
en la unidad de determinación para peróxido de hidrógeno (H20 2). 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H20 2 ), miniaturizado 

La curva anterior se describe gráficamente a continuación (gráfica 5): 

Gráfica 5. 

Gráfica E ( mV ) = f ( - log [t'ho21 i 
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5 
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• CURVA DE CALIBRACiÓN DE H202 

Ecuación de Nicolsky: 

b= 5.3771 m= 0.3171 r'= 0.8565 

Los resultados obtenidos para el caso de muestras problemas utilizando la unidad de 
determinación respectiva son: 

[H,O,J Molar 
biosensor 
5.68*10-3 
6.08*10-6 

[H20,J Molar 
Volumetría 

10-3 
10-7 

%error 

43% 
39.2% 

Esta gráfica demuestra que con este primer prototipo miniaturizado, todavia es posible 
describir una curva de calibración como laz anterionnente trazadas. En tanto que el porcentaje de 
error para estos ensayos muestra cierta disminución con respecto al biosensor hecho con 
cata lasa pura. 

Diseño y constmcción de prototipos de sistemas microbiosensores electroquímicos 61 
selectivos a peróxido de hidrógeno (H202) 



Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H202 ), miniaturizado 

Por otra parte, el volumen mínimo de muestra que puede ser depositado en la unidad de 
análisis (considerando las dimensiones del pozo creado para contener la solución, 1 cm (ancho)*1.5 
cm (largo)*0.2cm (profundidad)= 0.3cm"l. es de 300 IlL, sin embargo, bien puede aplicarse la mitad 
de éste volumen para obtener los mismos resultados. Dado que se esperaba utilizar una cantidad 
de muestra mucho menor, se diseñó un segundo prototipo para este fin. 

6.4.2. Segundo prototipo miniaturizado. 

Al montar esta unidad de determinación se cuidó mucho en ajustar muy bien las dos placas de 
acrílico mediante los cuatro tornillos, pues de lo contrario se presentaban fugas hacia los lados del 
interior de la unidad tanto de la solución concentrada con enzirna como de la muestra cuando se 
aplicaba sobre el pozo. 

Con relación al volumen de muestra requerido, las dimensiones del lugar destinado a 
depositarlo corresponden a 641lL (O.4cm (ancho)*0.8cm (largo)*0.2cm (profundidad)= 0.064cm"l. 
con lo que se reduce a más de la mitad el requerimiento del primer prototipo de la unidad de 
análisis el analito que nos ocupa. 

Se probó la unidad con las soluciones stock para trazar la curva de calibración 
correspondiente, los resultados fueron: 

- log [H2021 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Curva patrón 
E (mV) 

8.2 
6.3 
5.8 
5.6 
5.2 
4.1 
3.0 
2.5 

* cada lectura se tomó a 30 segundos después de adicionar la muestra 
sobre la unidad de determinación para peróxido de hidrógeno (H20 2). 

La respectiva gráfica a ésta curva patrón es; (gráfica 6) : 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H 20 2 ), miniaturizado 

Gráfica 6. 

Gráfica E (rnV)= f(- log [H20 2)) 
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Ecuación de Nicolsky: 

b= 8.4036 m=1.7369 ['= 0.9515 

Es importante aclarar que para esta unidad biosensora volvió a presentarse el fenómeno 
de la variación del potencial con respecto al tiempo de manera similar al observado para el primer 
prototipo, por lo que se decidió de nuevo realizar las lecturas de potencial a un tiempo de treinta 
segundos. 

Los resultados generados en relación con muestras problema y la comparación de sus. 
concentraciones determinadas mediante el bioelectrodo combinado miniaturizado y las obtenidas 
por medio de volumetría muestran una similitud con los resultados arrojaddos por el primer 
prototipo: 

[H2021 Molar 
biosensor 

1 *10-6 
2.5*10-6 

[H20 21 Molar 
volumetría 

1 '1 0-6 
4*10-6 

%error 

40% 
37% 

De la gráfica anterior se observa de nuevo la posibilidad de trazar una curva patrón. La 
diferencia de potencial de un estándar a otro es mayor en éstos ensayos a comparación al primer 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H20 2 ). miniaturizado 

prototipo, muy probablemente porque la membrana de diálisis se adhiere más a la placa de acrilico 
en el segundo prototipo y la muestra entra en contacto más fácilmente con los electrodos de la 

unidad. Por esta razón ·se planea la construcción de un tercer prototipo en el que la 
membrana cubra únicamente el electrodo de trabajo (biosensor), buscando así que la respuesta 
del electrodo combinado mejore en cuanto a tiempo de respuesta y diferencia de potencial. 

6.4.3. Tercer Prototipo miniaturizado. 

Para la fabricación del tercer prototipo, en un pnnclplo se cubrió únicamente el electrodo de 
referencia con la membrana de diálisis entre las dos placas acrílicas, dado que se presentaban 
fugas, se selló entonces la membrana alrededor del electrodo con silicón. No obstante, después de 
un tiempo de uso de la unidad de análisis, se presentaba el desprendimiento de la membrana, 
volviendo a tener fugas de la solución de enzima e introduciéndose la muestra entre las placas de 
acrílico. Se resolvió finalmente el problema usando un cuadro de hule de manguera transparente, 
el cual además de fijar perfectamente la membrana, tiene una perfecta adhesión al acrílico al 
momento de ajustar la unidad de determinación con los tomillos. 

El volumen final obtenido para éste ultimo prototipo fue de 32¡tL. Para el cálculo de éste 
volumen no solo se consideraron las dimensiones del pocno creado para contener la muestra 
(0.2cm (ancho)*O.4cm (largo)*O.2cm (profundidad)= O.016cm3 = 16¡tL), sino también las respectivas 
a los orificios que se hicieron en el cuadro de manguera así como su espesor ( 2 * [rr*O.1 cm2

] * 
0.1cm = 0.003 cm3 = 3¡tL (volumen de los orificios = 2*área*espesor del hule»; se obtiene así 'un 
volumen final de 19¡tL (16¡tL + 3¡tL = 19¡tL (volumen final = volumen de los orificios + volumen del 
pozo para la muestra». 

Siguiendo el mismo protocolo ya conocido, se probó la respuesta de la unidad de análisis 
con los siguientes resultados: 

- log [H2021 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Curva patrón 
E (mV) 

5.6 
6.9 
7.7 
9.0 
9.8 
10.5 
12.0 

* cada lectura se tomó a 30 segundos después de adicionar la muestra 
sobre la unidad de determinación para peróxido de hidrógeno (H202). 

La gráfica que describe los datos anteriores se muestra a continuación; (gráfica 7): 
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Resultados experimentales 
Biosensor combinado selectivo a peróxido de hidrógeno ( H 20 2 ), miniaturizado 

Gráfica 7. 

Gráfica E (rnV)= tl-Iog [H20 211 
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Ecuación de Nicolsky: 

b= 3.6964 m= 1.0179 ¡2= 0.9925 

El fenómeno presentado para los dos prototipos anteriores relacionado al incremento y 
decremento del potencial en las determinaciones se presentó de nuevo para la tercera unidad 
biosensora miniaturizada. Debido a esto se decidió de nuevo tomar las lecturas en las 
determinaciones treinta segundos después de haber adicionado la muestra sobre el pozo. Por otra 
parte el porcentaje de error observado para el ensayo de muestras problemas muestra un ligero 
descenso considerando los anteriores resultados para los biosensores y prototipos realizados: 

[H2021 Molar 
Biosensor 
1.33*10-5 
7.7*10-5 

[H2021 Molar 
volumetría 

1*10-5 
1*10-4 

%error 

33% 
23% 

Los resultados anteriores muestran que al contrario de lo previsto para este ensayo, la 
diferencia de potencial entre uno y otro estándar fué similar a los ensayos anteriores, al emplear el 
segundo prototipo. 
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7. Análisis de resultados 

Los datos obtenidos para el biosensor con tejido fresco de. papa sugieren que la determinación de 
la concentración de una muestra de peróxido de hidrógeno [H,O,l es para éste caso muy imprecisa 
e inexacta. Aunque es posible la descripción de curvas patrón utilizando los potenciales 
correspondientes a las soluciones stock, los porcentajes de error obtenidos para los ensayos 
sobrepasan por mucho el cien por ciento. 

En un principio la descripción de curvas de calibración mediante el primer biosensor 
f.:8tJ:)¡8do fue problemático debido a que la cantidad de enzima en el tejido sufría una degradación 
1I;~'j ,Honia después de las primeras cinco determinaciones. Para un mismo trozo de papa se 
intentó resolver .dicho problema renovando la superficie del tejido que tenía contacto con la . 
solución, obteniéndose de nuevo una variación de potencial, sin embargo, éste no era constante 
para un estándar determinado, así que en el futuro se trabajó no solo con dimensiones constantes 
de tejido, sino con porciones previamente refrigeradas para completar de éste modo el trazo de la 
curva patrón y. la determinación posterior del potencial de las soluciones problema. 

En siguientes experimentos, para cada una de las soluciones 'stock", se cambió el tejido 
del biosensor antes de la determinación. Se obtuvieron entonces resultados con dispersiones muy 
alias. Finalmente, se utilizó una misma ración de tejido para todo el análisis y se empleó el método 
de adiciones estándar para la determinación de la concentración de un problema, concluyéndose 
que el análisis presenta una exactitud y precisión aún muy pobres. 

Para el biosensor con extracto acuoso de papa cruda y con cata lasa pura comercial, se 
llegaron a resultados en el que el porcentaje de error disminuyó de manera considerable a 78% y 
60% respectivamente. La curvas patrón obtenidas para estos casos, conservaron en promedio, el 
intervalo de linealidad observado en las curvas para el biosensor con tejido fresco de papa. En 
vista de estas mejoras en la respuesta' del bioelectrodo, se decidió antes de optimizarlo, 
miniaturizarlo de tal modo que la cantidad de muestra necesaria para su buen funcionamiento fuera 
mucho menor que el volumen que hasta ahora se habia utilizado en los experimentos anteriores. 
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Refiriéndome ahora al desempeño de los prototipos empleados en la miniaturización del 
biosensor combinado, en las curvas patrón que se trazaron para tales ensayos, se observó una 
disminución en el intervalo de linealidad, ya que para las concentraciones 10.1 y 10·a, los valores de 
potencial resultantes mostraron magnitudes que no fueron posibles de incluir dentro de las 
respectivas líneas de calibración. En cuanto al porcentaje de error mostrado por las unidades 
biosensoras respecto al método volumétrico los resultados muestran de un 23 a un 40% de error 
del sistema. 

Comparando el tiempo de respuesta de los' biosensores empleados y las cámaras 
miniaturizadas, para los primeros se tuvo una respuesta casi inmediata con potenciales 
estabilizados, mientras que, con base en los correspondientes cronopotenciogramas, las lecturas 
realizadas para los últimos se tomaron a treinta segundos después de haber dispensado la 
muestra sobre el pozo de la unidad de análisis. Con estos resultados se presume que el sustrato 
de la enzima agregado para la determinación es tan pequeño que su conversión es completa 
debido a la catálisis de la catalasa, es por esta razón que el valor de potencial para todos los 
estándares presenta una magnitud semejante al cabo de cierto periodo de tiempo. Esto es de 
particular interés ya que puede considerarse que la miniaturización del sistema altera las 
propiedades del mismo y por tanto su respuesta. 

Con relación al volumen de muestra requerido en la determinación, para los prototipos 
primero, segundo y tercero, las cantidades empleadas fueron de 300l'L, 641'L Y 191'L. Al comparar 
el último volumen con los 9 mL que se usaron en las primeras determinaciones, se tiene una 
reducción de casi 500% en la cantidad de muestra requerida. 

La disposición de las membranas de diálisis en los dispositivos miniaturizados es un factor 
importante en la optimización del análisis, siendo que para los prototipos dos y tres, en donde la 
membrana se encuentra más adherida a los electrodos, se distinguió un aumento similar entre uno 
y otro estándar comparado con los ensayos del prototipo uno. 
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De acuerdo a lo anterior, puede concluirse que: 

El método potenciométrico (utilizando el biosensor combinado miniaturizado propuesto) 
para la determinación de peróxido de hidrógeno (H20 2) es una buena alternativa al método 
volumétrico. Lo anterior se fundamenta en el hecho de que para todos los biosensores fabricados 
son posibles el trazo de curvas patrón. Aunque el porcentaje de error encontrado en la respuesta 
de algunos de los biosensores es grande, se comprobó que pequeñas modificaciones con respecto 
a la presentación en la cual se utiliza el biocomponente selectivo y la disposición de la membrana 
de diálisis en los dispositivos, mejora por mucho la respuesta del bioelectrodo·. Se tiene entonces 
que el uso de la enzima pura de cata lasa proporciona una vida media de uso mucho mayor (de 
varios días) que al usar únicamente tejido fresco de papa y extracto acuoso crudo de papa, sin 
embargo, aún con ambos se cuenta con una buena función en la determinación; además de que 
incrementa la confiabilidad de los datos obtenidos, ya que son más cercanos a la cuantificación 
obtenida por el método de referencia. El volumen final empleado de tan solo 19 I'L para el análisis, 
superó las espectativas en la miniaturización de la última unidad analítica armada, por tanto es 
factible un buen desempeño del biosensor combinado con la mínima cantidad de muestra. 

La alternativa analítica para la cuantificación de peróxido de hidrógeno (H20 2) con respecto al 
método volumétrico ofrece múltiples ventajas como: 

• especificidad, siendo que el biosensor desarrollado es realmente selectivo a peróxido de 
hidrógeno (H20 2) y su respuesta es proporcional a la concentración de estándares, lo que hace 
posible describir curvas de calibración y la cuantificación de muestras problema; dicha 
especificidad la proporciona el elemento biológico integrado en el electrodo (enzima cata lasa) . 

• económico, pues aún utilizando enzima pura de catalasa, la pequeña cantidad.que se utiliza de 
esta (3 mg) para la elaboración del electrodo de trabajo, junto con los materiales empleados 
para la elaboración de la unidad para la determinación analítica de peróxido de hidrógeno 
(H20 2), son accesibles a cualquier laboratorio de análisis. 
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• de fácil montaje; nuestra unidad de determinación puede armarse sin problema en un máximo 
de quince minutos. 

• medición rápida y simplicidad, debido a que la manipulación de la muestra es mínima, se evita 
cualquier pérdida del analito en estudio. 

• uso mínimo de reactivos, lo que resulta en la generación de residuos contaminantes. 

• uso del elemento biológico en forma repetida y reproducibilidad en los resultados, dado que 
puede usarse en vanas determinaciones la misma pasta con enzima y además la reposición de 
ésta no implica cambios en el comportamiento del biosensor. 

• determinaciones independientes al color de la muestra, siendo que la respuesta de nuestro 
biosensor es potenciométnca. 

• Cantidad minima de muestra requenda, ya que solo se necesitan 19¡;L para obtener la lectura 
correspondiente. 

No obstante, a lo anterior, los últimos prototipos poseen múltiples ventajas en 
comparacción con otros electrodos enzimáticos: 

• No necesitan de un electrodo de referencia, dado que la unidad de determinaación ya contiene 
uno. 

• Mayor selectividad al peróxido de hidrógeno [H,O,1 que la que proporciona un electrodo 
basado en platino, puesto que el elemento selecctivo empleado es la enzima catalasa y no el 
transductor. 

• La posibilidad de integrar al dispositivo construído otros elementos selectivos a otros analitos 
para basar la determinación de los mismos en la detección de peróxido de hidrógeno [H,O,1 
como señal de transduccción. 

• Una detenninación que no comprometa un cambio en el pH y comprometa el 
desempeño mismo del enzima y del electrodo, tal como sucedería en el caso de HRP. 

• Buen intervalo de linealidad, el cual supera a los encontrados dentro de la bibliografía 
consultada y es similar a los hallados comercialmente. 

• Tiempo de respuesta casi inmediato, de treinta segundos, ya que la mayoria de los 
biosensores reportados presentan un tiempo de respuesta de hasta tres segundos; este 
factor es una graan ventaja dentro de la espectativa de la automatización. 

• Posibilidad de empleo prolongado, siendo que el enzima pura preservaa el 
funcionamiento del electrodo de uno a tres dias. 

• Fácil construcción, debido a que no implica tiempos de curado, electropolimerizaciones, 
adsorción de sustancias, entre otros 
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"Reinaré en el honor y la gloria. No soy yo quien me alaba, es la Naturaleza, porque ella es mi madre y 
yo le obedezco todavía. Ella me conoce y yo la conozco. La luz que está en elJa, yo la he contemplado, la 
he demostrado en el Microcosmos y la he vuelto a encontrar en el Unlverso." 

El Tesoro de los Tesoros de los Alquimistas. 
Parace/so. 

... ..Después de los Elementos espirituales, consideremos los cuerpos sacados de los Elementos 
exteriormente de una natnraleza corporal e interiormente de una natnraIeza espiritual; porque los 
cuerpos no son sino las prisiones que encierran a los esplritns interiores y activos para limitarlos; estan 
limitados de vída y de muerte; cuntos mas órganos tienen, son tanto mas corruptibles, sólo la unidad es 
inmortal, porque la composición presupone la separación.~ 
.~No basta conocer la armonla de las cosas terrestres eseuciales, sino que hay que observar su concierto 
COD las superiores." 

Carta Filosófica. 
Miguel Sendivogius. 
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