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The use of selective electrodes that incorporate
a biomolecule as the selective inner element, is
widelyextended in analytical work. However
their use is limited in education in the
electroanalytical  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 to construct two low-cost
biosensors : one built with crude potato
tissue, obtained directly from a fresh potato,
as biocomponent and a stainless steel wire
as transducer; and the built with a crude
extract from soybean flour as biocompoent
and a thin oxide film over stainless steel as
pH sensor. The potato biosensor presents a
selective response to hydrogen peroxide and
the soybean biosensoris selective to urea.
Both present a potentiometric behavior
according to Nikolski equation.
Applications to real samples analyses
are presented.
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Prélogo

|

El trabajo analitico se ha convertido en una parte fundamental de |a investigacion basica y
aplicada. Por tal motivo, se presenta a continuacion la propuesta de organizacion
estructurada para la quimica analitica que ha sido la base para este trabajo de tesis y que
en los ultimos afios ha definido el doctor José Alejandro Baeza Reyes en el grupo de
trabajo del laboratorio de Electroquimica Analitica de ia Divisién de Estudios de Posgrado,
Facultad de Quimica. UNAM:

Quimica analitica

Resolucion de un problema quimico:
medicion 4<—» monitoreo <4—» caracterizacion

Analisis quimico y fisicoquimico
Caracterizacion quimica

\

Determinacion analitica 4~ Técnica operatoria
(exactitud, precision, sensibilidad, selectividad, eficiencia)

\

Metodologia analitica

'

Métodos
|

reacciones quimicas Capturay
reacciones electroquimicas aparatos, instrumentos procesamiento
reacciones de distribucion sistemas analizadores de datos
Quimica en disolucion Quimica instrumental Quimiometria
Electroquimica Interfases A/D
Interfases Hojas

electronicas

Esquema Conceptual del trabajo analitico.(Dr. J.A. Baeza Reyes).
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Un Paso Mas

Hoy has dado un paso madas,
es una parte de todo
lo que habras de realizar

Tu sabes que no estas sola
CON amigos contaras
Te encontraste ya con unos
con otros te encontraras

iRecuerdas el lago....?
(El circulo de amigos
tomados de la mano,
y la promesa que hicimos
de regresar al hogar?

iRecuerdas a nuestro Kobda?
Aquellos ojos azules
reflejaban su saber
de la expresion de su amor deberemos
aprender

Es necesario alistarse,
aguzar bien los sentidos
unos a lado de otros,
siempre unidos.

Tenemos una mision
y en otros planos nos vemos
Trabajamos juntos, asi crecemos

y si hoy no recordamos, recordaremos.

El amor hermanara a las almas
que debian estar unidas
circulos de luz, armonia

mil colores y una bella melodia

Pero aun no llega el dia...
Hoy has dado un paso mas
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 dia
aceptamos €l gran reto

Ya sabras que no es en vano
que aquellos que son hermanos
tienen que aceptar el reto
de volver juntos y a tiempo

El trabajo sélo empieza
queda mucho por andar
cuentas con manos amigas
que no-debes olvidar

Mirando siempre al futuro
y apostando a lo mejor
empefiando para todo
la vida y el corazén

Seguir el ejemplo siempre
de aquel que sabe de amor
para cosechar un dia
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 mision que un dia aceptamos
realizar juntos y mas
sin permitir que nos venzan
el tedio o la adversidad.

Con dedicacidén especial a NRCM
Gloria G. R.
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Abreviaturas

(PIP) IWIW) e .. pOTCENTE]E pESO €N pESO.
B E e a et e et ae e e nt e e s e araeeeannarre e srnnresnns electrodo ién selectivo.

ISE-eNZIMALICO ....oovverccee e rcr et aneeans electrodo idn selectivo que contiene
una o mas enzimas.

CHEMFET ..o e s e s raa e rane e e electrodo basado en transistor
de efecto de campo.

HRIP et see s s e are e ettt ee et ae s et s te e seesanns e rs nnaaesrrensinnees enzima peroxidasa de rabano.
BTl e e e vt e s et a e e e r e et s eearerenane s electrodo de referencia.
ErAD e e e e r e electrodo de trabajo.
BIIX oo e e ettt en e e e v e eesaae s panteene e e nnnanneeennnas electrodo auxiliar.
B s e ens electrodo de referencia de calomel saturado.
TOOITOT ...t e it ettt et s e e seera e aens e nen e s eessensneans S porcentaje de error.
[H2O2] oo e e e concentracion molar de peréxido de hidrégeno.
[HaOaV et concentracién molar de peroxido de hidrégeno
obtenida mediante volumetria.

[H2OIb . e e ne concentracién melar de perdxido de hidrogeno
obtenida mediante el biosensor.

E MV ) ettt et et en e 2eeteenenre e diferencia de potencial en milivolt.
Elibre ... diferencia de potencial de una solucién determinada
en condiciones de equilibrio con respecto al

electrodo de referencia.

L) ettt e e eee o corriente en ampere.
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“La Alquimia es la ciencia inmutable que trabaja sobre los cuerpos con ayuda de la teoria y de Ia
experiencia, y que, por una conjuncién nataral, los transforma en una especie superior mas preciosa”

Hermes Trismegisto.

“Es real, sin mentira, cierto y muy verdadero.Lo gue estd abajo es como lo que esté arriba, y lo que esté
arriba es como lo gque estd abajo, para hacer el milagro de una sola cosa. Y asi como todas las cosas han
salido de una sola cosa por el pensamiento de¢ uno, asf mismo todas las cosas han nacido de esta cosa
por adaptacién.

Su padre es €l Sol, su madre es la Luna, el viento lo ha llevado en su vientre; Ia tierra es sn nodriza. Abi
estd el padre de todo el Thelems del Universo. Su potencia sobre la Tierra no tiene limites.

Separaris la tierra del fuego, lo sutil de lo espeso, suavemente con gran industria. El sube de la
tierra al cielo, y en seguida vuelve a bajar sobre la tierrs, y recoge la fuerza de las cosas superiores ¢
inferiores.

Asf tendras toda Ia gloria def mundo, por eso toda oscuridad se alejara de ti.

Es la foerza feerte de toda foerza, porgue vencers toda cosa sutil y penetrard toda cosa sblida.
Asi es como fue creado el mundo.

He aquf la fuente de admirables adaptaciones, aqui sefialada. Por eso he sido lamado Hermes
Trismegisto, que posee las tres partes fundamentales de la Filosofia Universal

Lo que he dicho de Ia operacién del sol, es completo.”

Tabla Esmeraldina,
Hermes Trismegisto.

Natalia Rosario Cruz Martinez Vi




Resumen

3. Resumen

Los pertxidos, tienen una amplia aplicacion en la' industria, asi como en el andlisis quimico,
biolégico y médico. Particularmente el peroxido de hidrégeno (H20O;), se utiliza en soluciones al
noventa por ciento (p/p), treinta por ciento (p/p) v tres por ciento (pfp) en la industria farmacéutica,
de alimentos, textil, de plasticos, de cohetes y en desarrallo y control analitico.

Tradicionaimente la determinacién del perdxido de hidrogeno (H;O;) se ha realizado
mediante valoraciones volumétricas. Dicha determinacion analitica si bien es muy precisa, presenta
inconvenientes, tal como el hecho de gque los reactivos relacionados (soluciones de permanganato,
tiosulfato, ioduro y amidon) sean inestables y deban ser preparados el mismo dia de su uso, lo
anterior convierte a la opcidn volumétrica en un proceso largo, cansado, muy contaminante, sobre -
todo poco selectivo y que requiere una gran canlidad de muestra para su analisis.

Por otra parie, en los dltimos afios el area electroquimica ha trabajado en desarrollar,
mejorar e implementar nuevas microtécnicas, las cuales se caracterizan por una gran resolucion.
Concretamente los microelectrodos se han usados en andlisis local dentro del rango micrométrico,
lo cual ha permitido no solo iniciar, sino también localizar y monitorear procesos microscopicos. La
miniaturizacion de una unidad de determinacion para un analito, permite reducir la cantidad
requerida de muestra y reactivos, logra la transformacién directa de una cantidad quimica en una
sefial eléctrica y proporciona ciclos de determinacién sencillos y de corta duracidn lo que
finalmente hace posible un andlisis permanente del sistema de interés.

Por lo anterior este trabajo propone la elaboracidn de un biosensor combinado
miniaturizado selectivo a peréxido de hidrégeno (H;O;) con catalasa pura como biocomponente
selectivo y usando como transductor zlambre de acerp inoxidable. Se pretende que con éste

Disefio y construccion de prototipos de sistemas microbiosensores electroquimicos
selectivos a peroxido de hidrogeno ( H0; )




Resumen

biosensor de muy bajo costo, sea posible trabajar eficazmente con la minima cantidad de muestra
y un minimo procesamiento de la misma, lo que no solo posee un impacto ambiental significativo,
ya que contribuye con la disminucién de la generacidn de residuos contaminantes (acido sulfirico
concentrado y perrnanganato), sino también implica una alternativa rapida y confiable con respecto
a la volumetria para la cuantificacion de perdxido de hidrogeno (H.O;} en muestras farmacéuticas
comerciales.

10
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Abstract

Abstract

Peroxides have been used widely in the chemical induslry, biological and physician analysis.
Hydrogen peroxide (H.O») is used in concentration ninety, thily and three per-cent (w/w) in
pharmaceutical, food, textile, plastic, and rocket industry and analytic determinations.

Traditionaly hydrogen peroxide (H,O;) quantification has been made by means of titnimetic
analysis. This analytical determination has several disadvantages, due to the inestability of
reagents employed (permanganate, thiosulfate, iodine and starch solutions) since they have to be
used freshs. Thereby volumetric option is a long, hard and pollutive process. Volumetric analysis is
a poor selective one, hesides it requires big ammounts of sample to be performed.

In other hand, in the last years electrochemical area studies have developed, improved and
applied new microtechniques, with high resolution. Microelecirodes have been used for iocal
analysis within the micrometer range, they permit not only to initiate but also to localize and monitor
microscopic pracesses. Miniaturization of chemical analysis units allows to narrow down the
requiered quantities of reagents and samples, to get the direct transformation of the chemical
quantity into an electrical signal and to give short and easy cycles to determination and therefore to
allow quasi continuous measurements for a particular system.

So this work proposes to built a low-cost compound miniaturized biosensor selective to
hydrogen peroxide (H,0,), building with sheer catalase as biocomponent and a stainless ste! wire
as transductor, wich allows to perform an analysis with minimum volume and treatment of sample.
So that it has a great environmental impact since it contibutes 1o reduce pollution-by conc. sulfuric
acid and pemnanganate solutions. Also it represents a quick and good altemative respect to
volummetry for hydrogen peroxide (H»O2) quantification in commercial pharmaceutical samples.

Disefio y construccidn de prototipos de sistemas microbiosensores electroquimicos 12
selectivos a peroxido de hidrogeno ( H20;)
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“Dice el filisofo: “Cambia las naturalezas y hailaras lo que buscas.” Esto es cierto, porque en nuestro
Magisterio sacamos primeramente lo sutil de lo espeso, el espiritu del cuerpo y después lo seco de lo
himedo, es decir, Ia tierra del Agua, y asi cambiamos las naturalezas; lo que estaba abajo, lo ponemeos
arriba, de suerte que el espiritu se convierte n cuerpo, y enseguida el cuerpo se transforma en espiritu...

-.He aqui por qué ¢l esperma no puede cambiar, permanece siendo tal cual era y no produce sn
efecto mas que cnando es depositado en la matriz de la mujer. Por eso el Filésofo dijo: Si nuestra
Piedra no es puesta en |a matriz de la hembra, a fin de que sea nutrida, no crecerd ”.

;Ob! Padre mio, héte aqui ya, segiin tu deseo, en posesién de la Piedra de los Filésofos.”

El Camino del Camino
Arnaldo Villanueva.

“*Hijo de la Ciencia, entonces tendris la Cabeza del Cuervo que los Filésofos kan buscado tanto, sin la
cual no puede existir ¢l Magisterio. .. Aprende ;oh! Hijo mio, que nadie puede vivir si antes no ha
muerto. Toma, por tanto, tu cuerpo negro, cakinalo en el mismo matraz durante tres dias y después
déjalo enfriar”

La Clavicula.
Raymundo Lulio.

Natalia Rosario Cruz Martinez 13




Introduccion

1. Introduccion

El perdxido de hidrégeno (H,0,), hidroperdxido, dioxina o dioxyl es un liquido incoloro, muy
inestable de sabor picante y cdustico para la piel. Es destilable al alto vacio. Puede
descomponerse viclentamente al contener trazas de impurezas. Es miscible en agua, soluble en
éter, insoluble en éter de petrdleo. Se descompone por la accidn de disolventes organicos (1).

Se comercializa como una sofucidn acuosa en conceniraciones al noventa, treinta y tres
por ciento en peso, las cuales se deterioran gradualmenie y se estabilizan por lo general por la
adicién de acetanilida o sustancias orgdanicas similares. La agitacion o contacto con superficies
rugosas, metales o mucha otras sustancias (tales como &lcalis), aceleran su descomposicién. La
presencia de acidos minerales le proporcionan una mayor estabilidad (1).

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

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

El perdxido de hidrégeno (H»O2) es un buen oxidante en soluciones bésicas. Puede
transformar Co(lly en Co(lll), Fe(ll) en Fe(il!) y Mn{ll) en Mn{IV). Es un reductor de fuerza media, en
soluciones Acidas, puede reducir Cr2072' oCr* ¥ MnO,2 a Mn?.. En agua hirviente, el exceso de
peréxido de hidrégeno (H,0O2) dismuta cuantitativamente de manera espontanea.

ebullicion
2 HyOy > O,+ 2HO
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Se utiliza también como agente desenmascarante, en la liberacion de Cu® det complejo
Cu(l}-tiourea (2) y en la adsorcion de disulfuro de hidrégeno gaseose en disolucion amoniacal para
evitar su interferencia en la determinacion 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 contaminacion siendo que esto origina su propia
descomposicién produciendo un incremenio en la presidn del contenedor debido a la generacion
del gas oxigeno (1).

Las soluciones al treinta porciento o superoxol, poseen treinta por ciento en peso de
peroxido de hidrdgeno (H-Co), lo equivalente a cien volimenes de oxigeno. Es un liquido
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 dilucién. Se usa
principalmente para elaborar precisamente soluciones al tres porciento (1).

Las soluciones de peroxido de hidrogeno (H;O,) 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 volimenes de oxigeno). Su apariencia es 1a de un liquido incoloro; débilmente
acido, con densidad cercana a 1; debe protegerse de la luz y mantenerse en lugar frio. Es
compatible con dlcalis, amonio y sus carbonatos, albumina, balsamo de Pert, fenol, carbén,
cloruros, citratos alcalinos, sales ferrosas, mercurosas © Aauricas, hipofosfitos, ioduros,
permanganatos, sulfitos, tinturas y material organico en general (1).

Se utiliza en la industria de los plastices; como blanqueador de plumas, cabello, seda, paja,
marfil, harinas, huesos, gelatina y textiles. En la restauracién 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 afiejamiento artificial de
los vinos, licores, etc. En preparaciones farmaceéuticas tales como enjuagues bucales, dentrificos,
lociones sanitarias. Se usa también como antiséptico topico (1).

La determinacién de peréxido de hidrégeno (H,O,) tradicionalmente se realiza por medio
de valoracién volumétrica. De ésta forma, para conocer la concentracion de una muestra, ésta
debe valorarse mediante una solucién de permanganato de potasio (KMnO,, usada como patrén
secundario), la cual ha de titularse previamente con una solucién de oxalato de sodio (Na,C,0,,
patron primanio). Dicha valoracién se efectia en medio acide con formaciéon de Mn (Il) como
producto de la reaccion. El punto final se monitorea mediante el color rosado del permanganato de
potasio (KMnQO4) cuando |a reaccion ha concluido y existe un exceso del mismo (3-6).

£n la cuantificacion yodométrica, el perdxido de hidrégeno (H,O,) oxida cuantitativamente
al ion yoduro (patrdn secundario):

H,0, + 2H 4+ 31 ——» 2H,O + I3

el i6n resuitante, triyoduro, es valorado después en medio acido con una solucién de tiosulfato
(patrén primario), usando atmiddn al uno por ciento en solucidén acuosa como indicador del punto
final (desaparicion progresiva de un intenso color azul) y molibdato de amonio[(NH,)>-Mo0O,} como
catalizador (2-5).

Las determinaciones anteriores implican muchos pasos y la inversién de al menos un dia
de trabajo. El inconveniente de que los reactivos relacionados {soluciones de permanganato,
tiosulfato, yoduro y almidén) sean inestables, sugiere que éstos deben ser preparados el mismo

Disefio y construccion de prototipos de sistemas microbiosensores electroguimicos 15
selectivos a peroxido de hidrogeno ( H10,)




Introduccién

dia de su utilizacion (3,4 y 5). Lo anterior convierte al método volumétrico en una opcion larga,
cansada y muy contaminante; poco selectiva y aunque represenia una determinacion precisa, es
poco sensible.

Refinéndome ahora a la utilizacion de electrodos biolégicos {(dispositivos que incorporan
una(s) biomolécula(s) como elemento seleclivo interno), ésta se encuentra ampliamente extendida
en la quimica analitica. La deteccién y valoracion de analitos diversos mediante dichos electrodos
presenta miuftiples ventajas, tales como: alla especificidad, medicién rapida, simplicidad, minima
cantidad de reactivos, detemminaciones independientes al color de la muestra, uso del elemento
biolégico en forma repetida y la posibilidad de la automatizacién (7-9). Aunque es una
determinacion de menor precision, es muy sensible.

El uso de los biosensores en la docencia, particularmente en nuestro caso, en laboratorios
de formacién a nivel licenciatura, posee limitanies debido al alto costo que implican los
componentes biolégicos y e! transductor adecuado {(que hace posible recoger la sefial
potenciométrica) que los integran.

En el presente trabajo de tesis se pretende el desarmollo de un electrodo miniaturizado,
econémico, de facil montaje para la cuantificacién selectiva de per6xido de hidrégeno (H,Q,), que
en su construccion se utilice cataiasa como el biocomponente selectivo al analito de interes y
alambre de acero inoxidable como transductor; cuyo uso sea factible en los laboratorios que se
imparten en Ja Facultad de Quimica (en Ciudad Universitaria) en las asignaturas: Quimica Analitica
Instrumental | (clave 1556) correspondiente al cuarto semestre de la carrera de Quimico-
Farmmacéutico-Bidlogo vy al quinto semestre de las carreras de Quimica y Quimica de Alimentos de
la Universidad Nacional Autdnoma de México (UNAM). Asi pues, la determinacién de perdxido de
hidrégeno (H,0;) de una muestra comercial utilizando dicho biosensor, puede sugerirse como una
practica de laboratorio provechosa en la formacion académica de los futuros profesionistas, acorde
al plan de estudios de dichas carreras. Ademas el microsistema servird de prototipo para el
desarrollo de microcamaras electroanaliticas para trabajos en investigacion formal bésica y
aplicada.

Finaimente un biosensor de este tipo posee un impacto ambiental significativo pues
contribuye a la disminucién de residuos contaminantes (Acido sulfurico concentrado vy
permanganalo) y una alternativa rapida y confiable con respecto al método volumétrico para la
valoracion de peroxido de hidrégeno (H;0;) de muestras farmacéuticas comerciales.
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2. Antecedentes

2.1. Breve reseiia de biosensores.

La necesidad de cuantificar el grado de acidez, fue desde hace mucho, indispensable en los
campos de {a quimica, la fisiclogia y en procesos industriales tales como [a fermentacion lactica.
Fue Nernst el primero en cuantificar la acidez de una solucién mediante un electrodo de vidrio
utilizando la técnica potenciométrica (en la cual se determina el potencial formado en 1a interfase
de una solucién y la superficie de un electrodo, de este modo se conoce la cantidad o actividad de
un analito en solucidn); (10,11,12).

No obstante, el electrodo de hidrégeno es totalmente impractico para estimar la acidez en
otros medios distintos al acuoso, asi 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 inicio la tecnologia de los electrodos selectivos, que integran conceptos de quimica en
solucién, electroquimica (el electrodo) y la electrénica. Actualmente se reconoce que la era de los
Electredos lon Selectivos o ISEs, se inicié con el trabajo tedrico de Eiseenman-Nikolski, cuya
ecuacion expresa |a teoria y el concepto de selectividad de los mismos (1857-1962); (10,12).

Mas adelante la necesidad de cuantificar Ia actividad de sodio y potasio en fluidos para el
propésito de estudios fisiolGgicos, llevd primero al desarrolio de un electrodo para sodio. Lo cual
abrié un amplio campo en la caracterizacién de nuevos materiales para la detemminacién selectiva
de especies ionicas. Asi se citan a Tandeloso y Kolthoff en la fabricacidn 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 posibies titulaciones potenciométricas y la determinacién 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 -
liquidas 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, especificamente |la determinacién de electrolitos (K,Na,Ca,0,,C0O; y Mg) y gases
sanguineos tuvo un gran desarrollo debido a éstos avances (13). :

En los aiios setentas, numerosos articulos y monografias son publicados y se llevan a
cabo congresos internacionales que ilustran las aplicaciones de los ISEs. Se llevan a cabo dos
inngvaciones importantes: primera, la introduccién de PVC (polimero de cloruro de polivinilo) como
un material que favorece la simplificacién de ISEs y la introduccién de sdlidos redox en los
sistenas de referencia; y segundo, la posibilidad de utilizar matenales electroactivos, tales como
polipéptidos v un nuevo grupo de ligandos conocidos como acarreadores neutros. Stefanec en
1966-1967, se enfocd en sustancias naturales tales como la nonactina, las cuales facilitan el
transporte de metales alcalinos a través de membranas lipidicas. Este trabajo llevé a la
construccién del electrodo de valinomicina para ién potasio, con sorprendente selectividad (el cual
es ampliamente usado en la actualidad en los analizadores comerciales), (13). Otro compuesto, el
ETH1001, fue descubierto en 1975 y fue la base de un ISE a calcio, de alta selectividad (también
muy empleado en los analizadores clinicos comerciales). Se desarrollaron mas tarde sistemas
capaces de usarse en medios no acuosos cuya principal funcidn ha sido optimizar las condiciones
de reaccién de muchas sintesis organicas (10,14).

Finalmente, en 1977 Gilbault inventé un ISE-enzimdético, el cual fue inspirado en los nuevos
sensores electroquimicos, de los cuales se tiene como primera mencidn, al elaborado por Clark en
1970, quien fusiond 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 rapidas, confiables y simples, no selo de suslancias organicas sino
también inorganicas con una sensibilidad, en general, de hasta 10 M (lo cual no es posible con la
mayoria de los sensores electroquimicos convencionales) y su uso se ha extendido de tal manera,
que han venido reemplazando los ensayos y clinicos e industriales tradicionales y se han integrado
en equipos automatizados que permiten un control y estudio mas detallado de ciertos procesos
(6,10,13).
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2.2, Clasificacion de los biosensores.

Un biosensor es un dispositivo que incorpora una sustancia bioactiva (enzimas o sistemas
multienzimaticos, componentes membranales, citocromos, hormmeonas, anticuerpos,
microorganismos, etc.) que reconoce especificamente a una especie de interés (analito), puesta en
intimo contacto con el sistema para reconocer a una sustancia especifica —generalmente una
especie idnica- y que es capaz de transformar esta respuesta quimica a a una sefial eléctrica; por
ejemplo, un ISE). Debido a que los materiales bioldgicamente 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
elaboracién de la siguiente manera; (16):

Tecnologia de transduclor empleado. | Sedal de salida
Electroquimica
Amperomélrica Corriente aplicada
Paotenciométrica Voltaje
Conductimeétrica Impedancia
Optica
Colorimétrica Color
Luminiscencia Intensidad [uminosa
Fluorescencia Intensidad luminosa
Calorimétrica
Termosensor Temperatura

Las caracteristicas de los biosensores mencionados se describen brevemente a
continuacién:

2.2..a.1. Potenciométricos. Los bioelectrodos enzimaéticos convencionales consisten en
electrodos ion-selectivo (ISE} que se encueniran cubiertos por una 0 mas enzimas inmovilizadas.
La reaccion enzimatica con el analito genera un cambio en el potencial, resultado de !a
acumulacién o liberacién de un i6n en particular. Los transductores potenciométricos miden la
diferencia de potencial que se genera en la membrana selectiva al ibn que separa dos soluciones a
un flujo de comiente cero. Debido a la relacién logaritmica entre el potencial generado vy la
concentracién del analito, es posible un amplio intervalo de deteccién. Este tipo de biosensores
requiere electrodos de referencia estables{17).

2.2.a.2. Amperométricos. Los biosensores enzimaticos amperométricos constituyen 10s
disposilivos 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 comiente generada por la oxidacién o reduccidon de especies sobre la
superficie del electrodo de trabajo es detemminada. l.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 oOxido-reductasas, capaces de acluar sobre acidos grasos, azicares,
aminodcidos, aldehidos y fenoles(18).
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2.2.a.3. Conductimétricos. Muchas reacciones catalizadas por enzimas involucran
cambios en las especies ionicas y por tanio en {a conductividad de la solucién en la cual la
reaccion se lleva a cabo, sin embargo, tal determinaccion no es especifica. En los casos en que la
especificidad no juega un papel importante, la conductividad proporciona extrema sensibilidad.

2.2.a4. Térmicos. Los biosensores enziméticos témmicos se basan en e! calor
involucrado en una reacccion enzimatica, que es capaz de detemminarse calorimétricamente y
correlacionarse con la cantidad 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 centigrados (19). Las principales desventajas en ésios sistemas son las
aportaciones témicas inespecificas, entre las que se encuentran el calentamiento de la misma
unidad biosensora (estc se ha eliminado mediante el control termostatico de la unidad, sin
embargo, tal requerimiento adicional, incrementa el promedio del costo del sistema).

2.2.a.5. Opticos. Estos biosensores monitorean la interaccién de un biocatalizador y el
analito diana basados en propiedades 64pticas, tales como la absorcidn de luz ultravioleta visible,
bio- y quimioluminiscencia, reflectancia y fluorescencia. La oxidacién y reduccién del NAD(P)H
durante [as reacciones enziméticas caracteristicas de las dehidrogenasas pueden seguirse
determinando la fluorescencia del NAD{P)H (cuya excitacion se determina a 450nm),
relaciondndose los cambios en la intensidad de Ia fluorescencia con [a concentracidn de sustrato.
En otros casos el cofactor NAD(P)H tiene seguimiento debido a su interaccion con otro colorante
fluorescente o bien, son usados colorantes cuya fluorescencia es dependiente del pH, tales como
el isotiocianato de fluoresceina (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 ia luminiscencia esperada; (22).
La quimioluminiscencia en biosensores 6pticos tiene su base en la reaccién que se lleva a cabo
entre el luminol y el perdxido de hidrégeno como producto de la accién catalizada por una enzima
oxidasa; (23). Finalmente, los cambios en la absorbancia determinados en un biosensor y que mas
tarde pueden relacionarse con la caniidad de analito, son consecuencia de la formacién de un
producto croméforo por el enzima inmabilizada sobre el electrodo; (24). Los biosensores 6pticos
poseen amplias ventajas practicas, encontrando su Gnico inconvenierie en la inestabilidad de las
sustancias oplicamente activas empleadas en los dispositivos.,

En cuanto a la construccidn de biosensores que integran enzimas puede hablarse de una
clasificacion basada en la estrategia pnncipal que siguen los dispositivos conocidos para fa
determinacion de miltiples analitos diana; (25, 26):

Biosensores enzimaticos convencionales.

Biosensores que integran mediadores electrénicos.

Bicelectrodos basados en competicién enzimdtica.

Inmunobiosensores que ulilizan lisis de células o liposormnas mediada via complemento.
Biosensores basados en bioafinidad.

Biosensores basados en células o tejidos completos.

2.2.b.1. Biosensores enzimaticos convencionales. Se emplea el uso de una o mas
membranas (generalmente composites multicapa que contienen una o mas enzimas inmovilizadas,
lo que implica su reutilizacion y |a disminucion en el costo del bioensor) cuya naturaleza fisica o
quimica, permite la eliminacién de interferencias, de ésta manera se aisla al analito de interés para
ser transformado posteriormente en especies i6nicas detectables pontenciométrica o
amperométricamente (ISEs); (6,15).
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2.2.b.2 Biosensores que integran mediadores electrénicos. Tales dispositivos
son biosensores enziméticos convencionales en el que el cofactor enzimalico es reemplazado por
un mediador quimico que al ser reciclado en el electrodo a través de su oxidacién o reduccion
proporciona la sedal de transduccién del sistema. Las sustancias consideradas mediadores
electroactivos y que se usan en la modificacion de pequefias moléculas incluso proleinas son:
ferroceno y sus derivados, - etosulfato de fenazina, benzoquinona, hexacianoferrato, sales
conductoras —moléculas organicas planares con ssusceptibilidad a la destocalizacién de orbitales I1
- tales como sales de tetratianofulvalinio (TTF), N-metilfenazinio(NMP+), trietilamonio (TEA),
{etracianoquinodimetanida (TCNQ), 9-dicianometileno-2,4,7-trinitrofluoreno (DTF); (15, 25).

2.2.b.3. Bioelectrodos basados en competicién enzimatica. En éste caso dos
enzimas (una de ellas dependiente de NABD(P) y otra dependiente de oxigeno) son inmovilizadas
sobre un electrodo sensible a oxigeno y a NAD(P)H. Ambas enzimas al estar en contacto con la
muestra, compiten por el sustrato correspondiente cuya concentracién es determinada mediante la
determinacién simultanea sobre el electrodo de trabajo de oxigeno y NAD(P)H; (15,20,21).

2.2.b.4. Inmunosensores que utilizan lisis de células o liposomas mediada
via complemento. Estos sensores presentan una sensibilidad muy alta mediante un efecto
ampiificador 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 competicion enzimética. En estos dispositivos se utilizan dos sustancias
conjugadas: A y B a catalasa. En tales condiciones, el enzima catalasa es incapaz de reaccionar
con su sustrato, peréxido de hidrégeno (H202). Al entrar en contacto e sistema con el analito (el
cual presenia una afinidad mayor por la sustancia B).éste desplaza a la sustancia A del
conjugado permitiendo 1a accién enzimatica (se requiere por tanlo la presencia del sustrato en el
medio). De este modo la cantidad de oxigeno producida por la catalasa es determinada y asi
indirectamente la cantidad del analito, En éste tipo de ensayo es posible |a. posterior regeneracion
del electrodo y el monitereo de hormonas y pequeiias moléculas; (25). .

2.2.b.6. Biosensores basados en microorganismos, células o tejidos
completos. Son precisamente aquelios dispositivos que integran microorganismos tates como
bacterias, células o tejidos completos (animales o vegetales). Dichos biocomponentes se fijan
generalmente al transductor mediante una membrana de diélisis o micropore. Su principio de
operacidn es semejante al biosensor enzimético 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 upa y otra determinacién
(6,15,27).
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2.3. La miniaturizacién en biosensores .

En respuesta a la necesidad de determinaciones en continuo, el disefio de nuevos dispositivos
biosensores en los Oltimos afios ha contemplado la ventaja de la miniaturizacion, Los
bioelectrodos resultantes presentan las mismas caracteristicas que 105 electrodos convencionates
y en ocasiones los superan presentando mayor sencillez, durabilidad, tamafo compacto, menor
cantidad de materiales, reactivos y muestra requeridos, por tanto, un bajo costo; (15). Todo lo cual
hace atractive su uso en la investigacion basica y aplicada, especialmente para aplicaciones in
vivo;(16).

La miniaturizacién de los biosensores se inicié en los setenta, cuando James B. Angell y
Kensall D. Wise construyeron electrodos miniatura sobre chips de silicon, capaces de realizar
determinaciones electroquimicas en tejido neuronal. A su vez, Jiri Janata cubrié la superficie de un
transistor de efeclo de campo con anticuerpos especificos para concanavalina A, introduciendo de
éste modo el concepto de ios sensores CHEMFETSs. Estudios posteriores de éstos dispositives han
llevado a {écnicas generales que combinan componentes quimicos y circuitos integrados en
sistemas Unicos; asi en 13 década los ochentas, se construyd el primer sensor para glucosa de
Clark miniaturizado;(27).

Una innovacién en |la comunicacién y en la industria de semiconductores con gran impacto
en Ja miniaturizacién de bioelectrodos fue la aparicién de las fibras dpticas, las cuales fueron
combinadas con fuentes de luz (tales como laseres de estado s6lido) y filtros monocromaticos,
dardo lugar a espectrofotémetros miniaturizados. El primer biosensor de éste tipo fue construido
por Gerald G. Vurek y Robert Bowman en 1969, para aplicacion clinica. Actualmente pueden
distinguirse tres categorias de mini-biosensores que siguen éstos principios, a saber: (a) aquellos
dispositivos capaces de detectar cambios en las propiedades 6pticas de las sustancias diana, que
siguen la linea de las técnicas de los biosensores electrénicos convencionales, (b) los biosensores
conocidos como de "onda evanescente” y (c) dispositivos con superficie de plasmon; (27).

Hoy en dia las dimensiones con las que un biosensor de esle tipo cuenta, son del orden de
unos cuantos milimetros o incluso micras. La estandarizacién de métodos de manufactura ha
permitido la produccién en serie de sensores idénticos a un costo por unidad muy bajo; (10). De
ésta forma es factible que un sensor destinado a determinaciones médicas sea desechado
después de su utilizacion, evilando el nesgo de contaminacién a posteriores pacientes debido a su
uso repetido; también es posible la adaptacion de éstos dispositivos a catéteres, con los cuales el
monitoreo de la quimica sanguinea se realiza en continuo (un ejemplo practico, es un biosensor en
pacientes diabéticos, este dispositivo disefiado por P. F. Turner combina un sensor integrado a un
circuito amplificador y a una pantalla pequefa de cristal liquido, todo esto colecado en un
recipiente cuyo tamaiio es el de una pluma fuente), tal como sucede con instrumentos
convencionales que estudian las condiciones de la funcion cerebral, la presién sanguinea o la
frecuencia cardiaca; (16,27).
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2.4. importancia de la determinacion del peréxido de hidrégeno ( H,0, } como
analito y en sistemas biosensores electroquimicos.

No obstante, la importancia de la cuantificacion de peréxido de hidrégeno (HzOz) en la industria
farmaceéutica, de alimentos, de textiles, de cohetes, etc., como ya se describi6 antes; en el campo
de los biosensores enziméaticos la- determinacion de nuestro analito cobra particular interés, tal
como se explica a continuacion.

Los primeros biosensores utilizaron la deteccién de la cantidad o actividad de H' y de O;
como método de sefal de transduccién. La construccién se basé también en la utilizacion de
enzimas oxidasas, siendo la mas frecuente la glucosa oxidasa (para la determinacién de giucosa),
cuya reaccion catalizada es la siguiente; (28):

Glucosa + O, —¥» H:0O: + Acido glucdnico.

En la secuencia de reaccitn vista arriba, se observa e consumo de oxigeno y el
incremento de los productos peréxido de hidrégeno (HxOs) vy acido glucdnico. La determinacion de
acido glucénico y oxigeno como sefial de transduccién en éste caso presenta diversas
interferencias debidas al medio en el cual se realiza la cuantificacion. El peréxido de hidrégeno
{H-0,), sin embargo puede cuantificarse a través de su reduccién sobre el electrodo de trabajo, lo
cual lo ha convertido en el método mas empleado como seiial de transduccién en biosensores
enzimaticos (en la actualidad un poco mas del 85% de los biosensores enzimatico a usan éste
método); (29).

El método de construccion clasico de los senscres para perdxido de hidrogeno (HOz)
involucra un 4nodo de platino y un catodo Ag“/AgCH (28):

HXO;, — P 2H " + O3 + 2€ .o, anodo de platino
AH + 4€ + O — P 2H:0 e catodo de Ag%/AgCl
La posibilidad de deteccion de una gran variedad de diversos analitos a través de perdxido
de hidrogeno (HzQ2) se ha llevado a cabo dada la amplia disponibilidad que tienen las enzimas
oxidasas capaces de producir dicho analito en su actividad catalitica (las cuales son inmovilizadas
sobre la superficie del electrodo de trabajo):

Bioelectrodos enzimaticos comerciales comerciales (Yellow Springs Instruments Inc); (28).

Analito diana Enzima inmovilizada Muestra
Glucosa Glucosa oxidasa Sangre completa, suero, alimentos y
bebidas, medio de fermentacion.
Sucrosa Glucosa oxidasa, invertasa, | Alimentos y bebidas, monitoreo de
mutarotasa aguas residuales.
Lactato Lactato oxidasa Sangre completa, suero, alimentos y
bebidas, medio de femmentacion.
Galactosa Galactosa oxidasa Alimentos y bebidas.
Lactosa (alactosa oxidasa Alimentos y bebidas.
Glutamato Glutamato oxidasa Alimentos y desarrollo biotecnolégico
Glutamina Glutamato oxidasa, | Alimentos, desarrollo biotecnolégico y
glutaminasa farmacéutico.
Etanol Alcohol oxidasa Industria vitivinicola
Colina Colina oxidasa Alimentos (formulas infantiles)
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Una desventaja que presentan estos sistemas biosensores en su uso es la especificidad de
los mismos, ya que aunque tales bioetectrodos contienen enzimas cuyos sustratos son especificos,
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, fo anterior implica
diversas interferencias en el andlisis de muestras con matrices complejas.
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2.5. Biosensores selectivos a peréxido de hidrégeno (H,0.) basados en la
inmovilizacién de enzimas peroxidasas.

Dada la poca selectividad que presenta un electrodo de trabajo de platino en un biosensor
enzimatico para la cuantificacién de peroxido de hidrogeno (H.O;), se ha buscado su rastreo con
el uso de enzimas que actien especificamente con dicha sustancia, asi tienen su empleo las
peroxidasas.

Las peroxidasas se encuentran ampliamente distribuidas. en la naturaleza y se encuentran
clasificadas como oxidoreductasas (E.C.1.11.1.X.; donde X estd delerminado por un reductor
biolégico). Especialmente las peroxidasas que contienen el compuesto hemo, se encueniran
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 ¢ (CCP)
Lactoperoxidasa Ascorbato peroxidasas
Peroxidasa tiroidea Peroxidasas fungicas
Prostaglandin H peroxidasa Peroxidasas vegetales clasicas

Estas enzimas redox son capaces de transmitir directamente la sefal de transduccién al
electrodo de trabajo cuando interactuan con su sustrato. Dentro de la literatura consultada se
encuentra que la peroxidasa de rabano es. la mas ampliamente usada, no Unicamenie en
biosensores para la detemminacion de peroxido de hidréogeno (H.O,), sino también para
biosensores que siguen como sefial de transduccién la cuantificacién de dicho analito y cuya
finalidad es determinar compuestos diferentes a éste. Asi se tienen:

2.5.a. Biosensores elaborados con electrodos modificades con mediadores
electrénicos y la enzima peroxidasa pura.

Tales electrodos pueden ser de grafito, oro, platino o carbdn vitreo y pueden contener uno o mas
medidores electronicos. La enzima en tales electrodos se encuentra ya sea adsorbida, en solucién
e inmovilizada mediante una membrana de didlisis {de nitrocelulosa, nylon, nylon con carga
positiva, poli-ionicas, etc. ) o bien inmovilizada en glutaraldehido, cistamina, silica gel, entre otras
sustancias; (32-48).

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

La enzima en éste tipo de biosensores es intergrada en el polimero a través de meétodos como la
deposicién potenciostatica sobre el polimero, electropolimerizacion y a través de la unidn facilitada
por un mediador electronico. Los polimeros mas empleados son {os polipirroles, polianilinas,
poliaminoacidos (poli-L- lisina)o-fenilenediamina, poli(4 vinitpridina), poli{vinilalcohol), entre otros; y
pueden emplearse solos o en combinacion (38,41,44-46 54-65).

2.5.c. Biosensores a base 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 silicon, parafina, resina (siendo la resina epéxica la mas comdn) y ung o
mas mediadores electréonicos(37,.44,66-72).
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2.5.d. Biosensores basados en electrodos de pasta de carbdn y la enzima
peroxidasa pura o integrada en un tejido particular.

Se emplean en éste tipo de biosensores tejidos integros sin tratamiento previo, tales como células
sanguineas, raices vegetales (tabaco, rébano, por ejemplo), piel animal, entre otros (59-61,73-82).

A pesar de esta clasificacién, se encuentran en la bibliografia consultada, biosensores que
- emplean una combinacidén de los elementos anteriores: polimeros sobre electrodos modificados,
composites © pasta de carbén con una o0 mas enzimas y mediadores electrdnicos,
(37,38,41,44,45 59-61) y también se hallan descritas olras sustancias inorganicas -azul de Prussia-
y organicas -un nanopétido hemo- que presentan actividad de peroxidasa pero no proporcionan
selectividad en el analisis; {33, 34).

Se ulilizan cominmente como mediadores electronicos sustancias como hidroguinona, o-
fenilenediamina, tionina, tetracianoquinodimetano (TCNQ), tetratiofulvaleno (TTF), ferroceno,
dimetilferroceno, colorantes (azul de metileno, verde de metileno, azul de toluidina, azul de
Prussia) y tintas para impresion, fosfato de zirconio, compuestos politungstofosfatados (P.Wi7) o
polypaladiofosfatados (P,Pd7), niqueloceno, éxidos metalicos (de titanio (ll), de estaio (Il), de
manganeso (1), de coballo (I}, de hierro (il}, de niquel (11}, de plomo (11}, de cerio (1), de cromo {lID),
de indio (IV), de talio (I}, de osmio (ll}}.

Es importante hacer notar que un 98% de los biosensores descritos efectian un andlisis de
tipo amperométrico, 1.5% utilizan transductores 6pticos y sélo un 0.5% emplean fa potenciomeltria
como método de deteccidn y determinacidn,

La finealidad encontrada para los biosensores descritos, se encuentra generalmente en e}
intervalo de 10 a 107 mol de HiO2,; en tanto que los limités de deteccién se hallan en el rango de
10° a 107 mol H,0;  en la bibliografia consultada de los dlitimos doce afios. El tiempo de
respuesta se encuentra entre 3 y 10 minutos y es inmediato en pocas ocasiones. En el caso de los
bicensores enzimaticos comerciales el intervalo de linealidad en la concentracién es de 102 a 10~
mol H.0 y el tiempo de respuesta es de 30 segundos; (87).

No obstante, la amplia aplicacién que ha encontrado la peroxidasa de rabano (HRP) dentro

del campo de los biosensores selectivos a peroxido de hidrégeno (H,0,), el mecanismo de accitn
de tal enzima proporciona una desventaja intrinseca al uso de la misma:

Mecanismo de reaccién para el enzima HRP:

HRP(férrica) + H,O, > HRPcomplejo | + H,O (a)
HRPcomplejo | + & + H+ ——» HRPcomplejo It (D)
HRPcomplejo Il + e+ H+  —¥% HRP(férrica) + H,0 (c)

Del mecanismo del enzima HRP puede observarse que en las reaccicnes (a) y (b) se
obtienen complejos de HRP con oxigeno, los cuales son reducidos en el transductor de un
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biosensor comun por acepcion de electrones originando ia respuesta elécirica esperada. A
bajas concentraciones de perdxido de hidrégeno (H,0;), la reaccidn (a) determina la velocidad de
la reaccién, asi la respuesta sera proporcional a la concentracién de perdxido de hidrégeno (H,O5).
Sin embargo, a altas concentraciones del analito, las reacciones (b) y {c) son las que determminan la
velocidad de la reaccién y por tanto, la respuesta de saturacién del enzima. De ésle modo en la
region de saturacion (maxima respuesta), la respuesta depende de la concentracién de protones
presente en el microambienie vecino al enzima y por tanto, el limite de sensibilidad al compuesto
de interés dependera de un posible cambio en el pH. Esto puede afectar no solo las propiedades
de la enzima HRP, sino también al electrodo.

Ofra enzima con potencial uso en el disefic de biosensores cuya sefial de transduccién es el
seguimiento del peréxido de hidrégeno (H,O,), es la catalasa, la cual en forma natural interviene en
la defensa de la mayor parte de los organismos contra el anidn radical superoxido , Os , un producto
de elevada toxicidad producto de la oxidacién metabdlica de lipidos y carbohidratos (9) .Es la enzima
superdxido dismutasa la que actla en primera linea contra O7, debido a que utiliza como sustrato a
éste radicai transformandolo a peréxido de hidrogeno (H,0Q;), el cual, es todavia considerablemente

16xico para ias células . La catalasa descompane dicho perdéxido a agua y oxigeno (84 y 85):

supedxido dismutasa

catalasa

2 HO,

Mecanismo de reaccién para el enzima Catalasa (CAT):

[ Catalasa-Fe(llf) ] + H0; +2H ——— H,0 + [ Catasa-H,O-Fe(V)]*’

[ Catasa-H20-Fe(V)] 4+ HOy — HO+ O+ [ Catalasa-Fe(lll) ]+ 2 H'

En la segunda reaccion descrita arriba , €l peréxido de hidrégeno ( H,O, ) no solo actiia 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 peroxido de
hidrégeno { H,O, ) es reducida a agua , mientras que ia catalasa es oxidada a lo que se denomina
Complejo | . En seguida , una segunda molécula de peréxide de hidrégeno { H2O; ) es oxidada en un
segundo paso y el Complejo | es reducido regenerando de nuevo al enzima catalasa (84 y 85);

Lo anterior justifica las ventajas del enzima Catalasa sobre el uso de HRP en un biosensor, dado
que su mecanismo de reaccion permite cambios minimos 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 peroxido de hidrégeno, por lo que éste mostrard un mejor desempeno; (83). Sin
embargo, los biosensores que utilizan catalasa escasean y se encueniran combinados, ademas,
con otra enzima (HRP) — con una linealidad de 10%a10°® y con un limite de deteccidn de hasta 10°
® mol de perdxido de hidrégeno (H.0-) - o bien dentro de tejidos o células intactos (tejido de papa
cruda, eritrocitos), con linealidad de 2*'** a 4*10™ y timite de deteccién de 5*10° mol de peréxido
de hidrrégeno (H,0,); (83,86).
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3. Objetivos

» Desarrollar un biosensor combinado miniaturizado econdmico, de facil montaje y manejo,

selectivo a peréxido de hidrégeno (H,O,) con potencial aplicacion a la docencia.

« Disminuir con la sustitucion del método volumétrico por el potenciométrico, |a generacion

de residuos contaminantes.

« Proponer un protolipo electroqguimico como método de cuantificacién para perdxido de
hidrégeno (H,O,) alternativo al volumétrico en el cual, la manipulacion de la muestra evite
pérdidas en el analito y por ende resultados errdneos en la determinacion de su

concentracion.
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CanTansne o B Lvigas
No ocultaré una ciencia que me ha sido revelada por gracia de Dios, no Ia guardaré celosamente para
mi solo, por temor a atraer su maldicién. ;Cudl es la utilidad de una ciencia conservada en secreto, de
un tesoro escondido? La ciencia que he aprendido sin ficciones, 0s la transmito sin pena. La envidia lo
transtorna todo, un hombre envidioso no puede ser justo ante Dios. Toda ciencia y toda Sabiduria
provienen de Dioy; es decir que procede del Espiritu Santo, es esencialmente un modo de expresarse.
Nadie puede decir: Nuestro Seiior Jesucristo sin indicar implicitamente: hijo de Dios Padre, por
operacién del Espiritu Santo. De igual manera esta ciencia de verdad no puede ser separada de Aquél
que me Ia ha comunicado.

No he sido enviado para todos, sino tan sélo para quienes admiran al Seifior en sus
obras vy a los que Dios ha juzgado dignos. Que quien tenga oidos para oir esta comunicacién divina,
recoja los secretos que me fueron transmitidos por la gracia de Dios y que no los revele jamds a quienes
son indignos de ellos.

La naturaleza debe servir de base y de modelo a la ciencia, por eso el Arte trabaja de acuerdo

con la Naturaleza en todo lo que puaede. Por tanto, es menester que el artista observe la Naturaleza y
opere como ella opera.

El compuesto de los compuestos.

Alberto el Grande.

“8¢, pues, prudente; porque si has ejercido la sutileza y diafanidad de tu mente en lo que te he
mostrado, advertiris que te he revelado manifiestamente el conocimiento de la Materia, ahora posees
esa cosa, inefable y deleitable, objeto de todos los deseos de los filésofos.”

El espejo de la Alquimia.
Roger Bacon
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4. Desarrollo experimental

4.1. Determinacién de la concentracién de peréxide de hidrégeno (H.O., marca

“Alcomex”) de la muestra problema mediante el método tradicional de la volumetria.
Para tal fin se realiza:

4.1.1.Preparaciéon de una disolucién 0.01F de permanganato de potasio {KMnO,, Baker
Analyzed).

Tituwlacion de la disolucién de permanganato de potasio (KMnO,, ~ 0.1 M) usando como patrén
primario oxalato de sodio (Na,C,04 desecado en estufa, Analar) , a propésito de la reaccion:

2MnO42™  + H,C,0, + BH T ¥ 2Mn® + 10CO;+ 8H,0

-

4.1.2. Valoracién del peréxido de hidrégeno (H;O;) usando como patron secundario
permanganato de potasio {(KMnQ,) en base a la reaccién siguiente;

5H0, + 2Mn04°’~ + BH® —"2Mn* + 50, + 8H,0
4.2. Preparacién de estandares y problemas.

A partir de una solucidn de peréxido de hidrégena (H,O2, marca “Alcomex”) y de su concentracion
ya determinada, se realizan los calculos para la preparacion de ocho estadndares de concentracion
10~ M (en donde x= 1,2,...,8). Las debidas diluciones para estandares y problemas se llevaron a
cabo usando una solucion tamponada de fosfatos (KH,PO,4 de J.T. Baker, Na;HPQ,4 de Quimica
JVC ) de concentracidn analitica 20mM a pH 7.
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4.3, Fabricacion y montaje de la unidad miniaturizada con el biosensor combinado
selectivo a perdxido de hidrégeno (H20,).

Para el desarrollo de una unidad para la cuantificacién de peréxido de hidrégeno (H;O;) 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 fabricacion
de tales protolipos, se describen a continuacién:

4.3.1. Biosensor selectivo a per6xido de hidrégeno {H.0;} elaborado con tejido fresco de
papa y usando como transductor alambre de acero inoxidable.

Para montar este biosensor se empled el siguiente material:

tubo de vidrio (8.5 cm de largo por 9/7 mm de diametro externo/interno).
alambre de acero inoxidable (14.5 cm de largo).
tapon de hule latex (7mm de grosor por 7 mm de didmetro).
tejido fresco de papa.

El montaje del biosensor se ilustra en la figura A:

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

tejido fresco de papa

b

—
1B
1<

hule latex
L
i

L

transductor de alambre de acero inoxidable

tubo de vidrio

4.3.2, Biosensor selectivo a perdxido de hidrégeno (H,0»} efaborado 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 dia de su uso y se obtiene de ia siguiente manera:
en un mortero se trituran en frio 5 g. de papa, el jugo obtenido de ésta forma se coloca-en un tubo
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de ensayoc y cenirifuga por tres minutos a 4000 rpm (en una centrifuga modelo 800 Angle
Centrifuge de Shangai Surgical instruments Factory), se decanta el sobrenadante y se pone en
refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.

4.3.2.2. Montaje del biosensor.

Se empled el siguiente material:

tubo de vidrio (8.5 cm de largo por 9/7 mm de diametro externofinterno).
alambre de acero inoxidable (14.5 cm de largo).
tapon de hule latex (7mm de grosor por 7 mm de didmetro).
extracto acuoso crudo de papa.
manguera de hule (1cm de largo por 10/9 mm de didmetro externo/interno)
membrana de dialisis (cuadro de 1.2cm por 1.2 cm)

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

« Figura B. Montaje del biosensor con extracto de papa.

extracto acuoso de papa

/ manguera que fija a lamembrana

—

hule latex
membrana
de dislisis |

transductor de alambre de acero inoxidable

l—
{

]

tubo de vidrio

4.3.3. Biosensor selectivo a peréxido de hidrégeno (H.0O.) elaborado con una solucién
concentrada de catalasa pura comercial y utilizando como transductor alambre de acero
inoxidable.

4.3.3.1. Preparacion de una solucion concentrada de catalasa pura comercial.
Utilizando la minima cantidad de solucién amortiguadora de fosfatos 20 mM a pH 7 y enzima

comercial (de higado hovino, Sigma Chemical Company, lote 67F-7190) se prepara una solucién
concentrada de catalasa.
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4.3.3.2 Ensamblaje del biosensor.

Material requerido:

fubo de vidrio (4 cm de largo por 4/2 mm de didametro externo/interno).
alambre de acero inoxidable (6 cm de largo).
- tapdn de hule latex (7mm de grosor por 2 mm de didmetro).
Pasta con catalasa pura comercial (Sigma Chemical Company).
manguera de hule (1cm de largo por 5/3 mm de diametro externohnterno)
membrana de dialisis {cuadro de 6 mm por 6 mm).

La forma en que el biosensor con catalasa pura comercial se ensambla, se ilusira en la
figura C.

e Figura C. Montaje del bicsensor con catalasa pura.

catalasa pura
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|
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| - ]
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tubo de vidrio

4.3.3.3. Electrodo de referencia capilar con plata (Ag°) / cloruro de plata (AgCl)
La elaboracion del electrodo de referencia requirié los siguientes pasos:
4.3.3.3.1 Electrodeposiciéon de AgClI, cloruro de plata sobre un alambre de plata.

En un vaso de precipitados de 100 mL se agregaron 70mL de una solucion 0.1 Molar de KCi
{Mallinckrodt). Enseguida se sumergid en dicha solucién un alambre de plata de 6 cm de largo y
una mina de carbon de igual longitud. Después se conectd el polo positivo de una pila alcalina de
9V {Panasonic) al alambre de plata y el negativo a la mina de carbdn por espacio de cinco minutos
0 hasta que sobre el alambre de plata se forme una capa fina { pero que no sea facilmente
desprendible ) de Cloruro de Plata (AQCI) a propésito de la reaccion::
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A’ + CI— — AQCI § + 1€ . reaccion anddica
2H,0 + 260 ~— H,A + 20H ... reaccion catddica

reaccion global :

2H,0 + 2Ag° + 2CI T 2 AgC I Hﬁ + 20H
La electrodeposicion se ilustra en la figura D:
¢ Figura D. Electrodo de referencia Ag°/AgCl.

Electrodeposicion de cloruro de plata(AgCl) sobre el alambre de plata Ag°.

alambre de plata

mina de grafito

70 ml de 9 Volts
solucién
KCI0.1 M

electrodeposicion de AgCl
4.3.3.3.2. Montaje del electrodo de referencia.

El matenal necesario:

tubo de vidrio (4 cm de largo por 4/2 mm de diametro extemo/interno).
alambre de plata con cloruro de plata (6 cm de largo).
tap6n de algodén comprimido (2mm de grosor por 2 mm de didmetro).
Solucién 0.1 Molar de KCI.
Teflén.

La manera en que tal electrodo se ensambla, se demuestra en la figura E:

Pila alcalina
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« Figura E. Montaje del electrodo de referencia Ag”lAgCl.

éh—_"“‘-.-
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4.3.4. Miniaturizacién del biosensor combinado selectivo a peréxido
de hidrégeno (H;O:).

Electrodo de referencia.

Todos los prototipos que a continuacién se describen poseen el mismo electrodo de referencia,
para el cual se elabora una pasta con cloruro de plata (AgCl) en forma sdélida y grafito 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 afadieron 3
mL de agua destilada a los cuales se agregaron 1 g. de cloruro de sodio cristalino (NaCl, Merck) a
esla solucidon se afadieron 3 mL de una solucidn de nitrato de plata 0.1 Molar (solucién
volumétrica, Merck), a propdsito de la reaccion siguiente:

Cl'+Ag —™ AgCI+

en seguida el contenido del tubo se centrifugd a 4000 rpm {en una centrifuga modelo 800 Angle
Centrifuge de Shangai Surgical Instruments Factory), durante tres minutos, a continuacién se
decantd el sobrenadante. Finaimente, el residuo correspondiente al AgCl precipitado, se seco en la
estufa por espacio de cinco minutos.

4.3.4.1. Primer prototipo miniaturizado.

Se utilizé el siguiente material:

una placa de acrilico (2cm de ancho, 3 cm de largo y 2Zmm de espesor).
alambre de acero inoxidable (5 cm de largo).
alambre de cobre {5 cm de largo).
membrana de dialisis (1cm de ancho por 1.5cm de largo).
pasta con catalasa pura comercial.
silicdn.
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Mediante un minitaladro (marca Proskit, modelo F’K-SOO) se formaron en la placa de
acrilico dos-pocitos de 3 mm de didmetro por Tmm de profundidad y 4 mm de espacio entre ellos.

Estos pozos se destinan para contener, en uno la pasta de grafito, cloruro de plata (AgCl) y
nujol, correspondiente al electrodo de referencia y en otro la solucion 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 didlisis sobre los pozos de estos; los bordes de la membrana se pegan y sellan a la
placa de acrilico mediante silicén formando a la vez un pozo de 2mm de profundidad que serd Uil
para que al colocar la muesira sobre la membrana para efectuar las correspondientes
determinaciones no se derrame fuera de ta unidad de analisis.

Se ofrece |la imagen de la unidad del biosensor combinado en la figura F:
» Figura F. Primer prototipo

canales para los alambres
de los electrados de
referencia y de trabajo

catalasa
pura
———v )
I 7mm I
2cm
L | cloruro
1 1 de
plata
. con
4mm grafito y
nujol
Unidad de determinacién armada:
pozo formado con silicén
alambre de cobre membrana
/ electrodo
\ de
k referencia
S NN
\\I
}
electrodo de
trabajo N\ N
con alambre de acero inoxidable N N

placa de acrilico
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4.3.4.2. Segundo prototipo.
Material requerido:

dos placas de acrilico (2.5 cm de ancho, 3.5 cm de largo y 2mm de espesaor).
alambre de acero inoxidable (5 cm de largo).
alambre de cobre (5 cm de largo).
Cuatro tomillos con respectiva tuerca (7mm de diametro por 15mm de largo)
membrana de dialisis (1cm de ancho por 1.5¢m de largo).
pasta con catalasa pura comercial.
silicén.

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

La manera en que se montd la unidad del biosensor combinado se ilustra en la figura G:
e Figura G. Segundo prototipo.

Segmentos de la unidad de determinacion.

pozo para la muestra

>N
electrodo de SO

referencia
\\ membrana de dialisis

electrodo de
orificios

trabajo ~——
\ para

N\ ——— elajuste
o \. < X/\-/"’ de la

o D unidad

con
tornillos
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Unidad de analisis ensamblada.
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4.3.4.4. Tercer prototipo.
Material requerido:

dos placas de acrilico (2.5 cm de ancho, 3.5 cm de largo y 2mm de espesor).
alambre de acero inaxidable (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 didmetro por 15mm de largo)
membrana de dialisis (3mm de ancho por 4mm de largo).
pasta con ¢atalasa pura comercial.
silicén,

A diferencia del segundo prototipo, en este disefio la membrana se mantiene fija mediante
el pedazo de manguera, colocada entre las placas de acrilico. El pozo destinado para la muestra
es aun mas pequefio que el realizado en la anterior unidad de andlisis. Los orificios creados para
los electrodos siguen guardando entre si 1mm de distancia.

La forma en que se monté la unidad del biosensor combinado se presenta en la figura H:
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e Figura H. Tercer prototipo.
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4.4. Respuesta del biosensor.

Para determinar el desempefic de cada uno de los biosensores y biosensores combinados
anteriores, se procedio a la determinacidn del potencial para cada uno de los estandares y de las
soluciones problema.

« Figura ]. Conexion del biosensor al potenciémetro:

_—

biosensor con
tejido fresco,
extracto de

papa o catalasa

pura potenciémetro

electrodo de referencia
de Calomel saturado o Ag*/AgCI

En el caso de los hiosensores hechos con tejido fresco de papa extracto acuoso crudo de
papa y con una sclucidn concentrada de catalasa pura comercial, la determinacién del potencial
(figura ) se efectud conectando dichos biosensores junto con el electrodo de referencia a un
potencidmetro {modelo LSX de Sargent-Welch Scientific Company) e introduciéndolos en las
correspondientes celdas con las soluciones patrén o muestras problema en agitacion mediante una
barra magnética pequeia (figura J).

Es importante aclarar que para l0s dos primeros biosensores, se utilizé un electrodo de
referencia de calome! saturado (ESC) mientras que para el tercero se usd el electrodo de
referencia de Ag/AgCl montado en el tubo de vidrio capilar (descrito anteriormente). Ademas entre
lectura y lectura se lavaron tanto el biosensor como el electrodo de referencia con solucién
tamponata de fosfatos (20 mM, pH 7).
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Figura J. Determinacién 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

] H _,_//\ —
g — Celda de
4+ Volumen aproximado 9 mL lectura
— soluciones patrén o problema
—
( o—— __J —

agitador magnético

Para los biosensores -combinados, las muestras o estandares se colocaron
directamente sobre el pocito de la unidad de cuantificacién, mediante una jeringa para
insulina (figura K). También después de cada lectura, se lavd el pocito con el buffer de

fosfatos (20 mM, pH 7).
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e Figura K. Determinacion de potencial (biosensores combinados miniaturizados).

** La muestra es aplicada
directamente sobre
los pozos de las unidades
de determinacién.

Aplicacién de la muestra

jeringa para
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potenciémetro 1 N @\
o multimetro AN =

Tercer prototipo Segundo prototipo

Volumen de muestra requerido para la determinacion del potencial;

Primer prototipo...........ccoeeveeennn. 300uL
Segundo prototipo.........cccoveeeercneee.. 64ulL
Tercer prototipo..........covevieeveeirennenns 19uL

Disefio y construccion de prototipos de sistemas microbiosensores electroquimicos 46
selectivos a peroxido de hidrogeno ( H;0;)




Disefio y construccion de prototipos de sistemas microbiosensores electroguimicos
selectivos a peroxido de hidrogeno ( H>0;)

Bendita Mujer

Natalia Resario Cruz Martinez 47




Metodologia y procesamiento de datos

5. Metodologia de procesamiento de datos

Eltratamiento de los resultados experimentales obtenidos fue el siguiente:

5.1 Elaboracidn graficas de potencial contra el menos logaritmo de la concentracion de peroxido de
hidrégeno (H,02): EmMV)=f(-log [ H.0; ).

Partiendo de las graficas anteriores determind:

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

5.3 Identificar la zona de linealidad de tal curva de calibracion obtenida e interpolar en elia el
potencial de la solucién “problema™ para investigar su concentracidén. Determinar si es necesario
conocer dicha concentracién mediante el método de adiciones estandar, :

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

[HO; v — [HO:]b

%Error =
[HyO4 v

en donde :
%Error : porcentaje de error,
[H2O2]v: [ H;0;]obtenida mediante volumetria.
[HsO21b:  [H20:] obtenida mediante el biosensor.

5.5 Concluir si &€l método de valoracién propuesto proporciona una buena alternativa con relacién a
la volumetria.
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Resultados experimentales
Biosensor con tejido fresco de papa.

6. Resultados experimentales

Una vez determinada la concentracion del penmanganato de potasio ~ 0.01M (KMnO,) por
titulacién con el patrén primario oxalato de sodio (Na.C,0,), se valor6 el peréxido de hidrégeno
{(H-0,) comercial (Alcomex) disponible. Conocida entonces la concentracion de ésta uitima
solucion, para cada uno de los experimentos, se realizaron los calculos para la elaboracién de las
soluciones stock (ocho estandares de concentracién i07°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 calibracién con el potencial de los estandares. Al
repelir varias veces el ensayo se concluyo que la inexactitud del biosensor se debia al grosor del
trozo de papa usado, ya que con pequefias modificaciones de éste, el potencial determinado varia
por mucho para un mismgo estandar. La razén por la que se tenia dicha variacion se debid a que al
no observarse en determinado momento un cambio en el potencial, se cortaba una pequeiia
cantidad del tejido para regenerar la superficie del mismo y conlinuar asi la determinacién. Por lo
anterior, se resolvié cuidar en futuros experimentos el grosor del tejido en el bioelectrodo.

Con respecto a los transductores probados para el bioelectrodo, se determind que el
alambre de acero inoxidable era el material adecuado para proporcionar una respuesta en
combinacion con el tejido fresco de papa para la cuantificacién de perdxido de hidrégeno (H,O5).
Se comprobé que el alambre por si solo no respondiera al analito en estudio.

- Los resuitados obtenidos mediante el biosensor elaborado con tejido fresco de papa para
cuatre curvas patrén se muestran a continuacion:
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Curva patrén 1 Curva patrén 2 Curva patron 3 Curva patrdn 4
- log{H205} E(mV) E(mV) E(mV) E(mv)
1 330 350 450 420
2 340 360 480 450
3 370 410 480 470
4 370 410 490 485
5 390 420 495 490
6 386 435 495 515
7 400 440 500 520
8 395 430 505 530
P1 410 445 545 525
P2 400 460 535 515

La correspondiente grafica de E (mV) = f (- log[H;O3]) en donde se describen las curvas
anferiores se presentan a continuacién; (gréfica 1).

Gréfica 1.

Grafica E{(mV)=f(-log[H202])
550

500 }

450 4

400 4

E [mV)

350 +

300 }

250

0,5 1.5 2.5 as 4.5 55 6.5 7.5 85
-log [ H,0,;]

| ——CURVA 1 —@i— CURVA 2 —A—CURVA 3 ——CURVA 4

Se muestran las respectivas curvas de Nikolsky:

Curva patrén b m r?
1 31273 14.82 0.9890
2 328.26 18.78 0.9767
3 435.30 13.82 0.9781
4 402.998 21.2157 0.9729
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En seguida se comparan las concenlraciones obtenidas mediante el biosensor de papa y

las obtenidas mediante volumetria usando permanganato de potasio (KMnQO,), de acuerdo a la
ecuacién de tendencia :
Para P1:
Curva de - |Og [H2021P1 [HQOQ]P'I [H2021P1 % error .
calibracién biosensor biosensor Volurmmetria
1 6.5620 274107 0.055 >> 100
2 6.2133 6.11*10 7 0.055 >> 100
3 7.9350 1.16*10 "® 0.055 >> 100
4 5.7505 1.77*10°° 0.055 >> 100
*donde [H202] se expresa en Molaridad
Para P2:
Curva de - iog [H20,] P2 [H0,)P2 [H2C2]P2 % emor
calibracion biosensor biosensor Volumetria
1 6.0213 6.11*10 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 ° 0.275 >> 100

*donde [H,0,] se expresa en Molaridad

Las graficas correspondientes a |as curvas de calibracién muestran que es posible tener un
valoer de potencial de acuerdo con la concentracién 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 valoracion con permanganato de potasio (KMnO,) se observa un
%error grande en extremo.

Se considerd entonces que la degradacion del tejido, impide al biosensor responder de la
misma manera en cierto tiempo. Dado lo anterior, se efectud otro experimento para trazar de nuevo
una curva de calibracidn en el cual se cuidé mucho que el grosor del tejido fuera constante y
ademas éste fue sustituido para cada determinacion individual de las soluciones problema y
estandar.

Interpolando ) potencial promedio obtenido de las muestras problema en 1a curva de
calibracién se determind que sus concentraciones eran:

Muestra procblema [H20-] Molar [H202] Molar %error
volumetria biosensor % error

1 8.396*10 "2 6.309*10 2 >> 100
2.559*10 *° 1.778*10 2 >> 100

3 6.048 *10 > 2.238*10 * >> 100

Siendo el porcentaje de error no mejord, se realizaron cuatro ensayos mas, ulilizando el
método de adiciones estandar para investigar la concentracion de perdxide de hidrégeno (H.O;) en
las soluciones de prueba.
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Los resultados obtenidos fueron:

Curva de [H202] Molar [H202] Molar Seerror
calibracién biosensor volumetria
1 1.00*10 "8 1.125*10 ¢ >> 100
2 5.50%10 "% 6.275%10 °° >> 100
3 2.28*10 2 8.275*10 5 63
4 6.01*10 7 6.275%10 "3 >> 100

En ésta tabla puede apreciarse aun resultados con.una precisién y exactitud pobre adn, por
lo que se pensd que la concentracidn del enzima empleada en el irocito de papa empleado era lo
suficientemente pequefia para su pronta inactivacién. Este fue el fundamento de! uso de un
exiracto acuoso de papa cruda para montar el biosensor selectivo al analito de interés.
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6.2. Biosensor con extracto acuoso de papa cruda.

Realizando el mismo protocole para la preparacion de muestras, estandares y detemminacién del
potencial, los resultados fueron los siguientes:

Curva patrén 1 Curva patrén 2
- log [H20;] E(mV) E(mV)

2 20 0

3 25 10

4 30 20-

5 50 30

6 60 40

7 80 55

8 90 60
Problema 40 20

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

Las curvas de calibracion registradas se muestran en la gréfica 2;

Grafica 2,

Grafica E(mV ) = f( - log [H20;] }

0,5 15 25 35 45 55 65 75 85
- log [H70;]

r © CURVA 1 @ CURVA 2
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Las ecuaciones respectivas de Nicolsky son:

Curva patrén b m r
1 -11.,786 125 0.9676
2 -21.071 10.357 0.9941

De los resultados puede verse claramente que el extraclto acuoso de papa cruda en el
biosensor arroja una respuesta proporcional a la concentracidn de los estandares, o que es buen
indicio para darle usa en el andlisis de muestras de peréxido de hidrégeno (H,O;).

Interpolando las magnitudes de potencial para la muestra problema en ambas curvas de
calibracion 1 y 2 se obtiene la misma concentracién de la muestra problema para ambas que es de
1.2*10* Molar. La concentracion de ésta misma solucién obtenida mediante volumetria es de
5.6*10° Molar. El porcentaje de error calculado para éstos experimentos es de 78%.

Dado que el porcentaje de error decrecid al usar el exiracto acuoso, el siguiente
experimento que se planted fue el montar el biosensor pero esta vez con el biocomponente puro:
catalasa comercial de origen hovino.
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Resultados experimentales
Biosensor con extracto acuoso de papa cruda.

6.3. Biosensor con catalasa pura comercial.

Con el mismo protocolo, 10s resultados fueron:

Curva patrén 1
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La grafica correspondiente se jlustra a continuacion; (grafica 3):

Grafica 3.
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Resultados experimentales
Biosensor con extracto acuoso de papa cruda.

Ecuacién de Nicolsky:
b= 185 =.25 = 0.9615

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

[H>0O,] Molar [H205] Molar %%error
biosensor volumetria
4*10° 2.5*10° 60

Obtenidas ias mejoras anteriores en el desarrollo del biosensor, antes de acrecentar su
precision y exactitud, se buscd la forma de miniaturizaro. Asi se construyo el primer prototipo en el
que el biosensor no tendria que sumergirse en la muestra, sin0 mas bien llevar 1a muestra al
biosensor para la determinacién que nos ocupa; es decir, se diseiia una microcdmara con e}
sistema potenciométrico integrado.
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6.4. Biosensor combinado selectivo a peréxido de hidrogeno (H;0,), miniaturizado.

6.4.1. Primer prototipo miniaturizado.

Una vez montado el biosensor combinado, se averigu6 la posibilidad de obtener una curva de -
calibracién de acuerdo a las soluciones stock empleadas y sus correspondientes potenciales. Se
observd entonces que [a respuesia era diferenie con respecto a los electrodos anteriores, ya que el
potencial variaba con el tiempo teniéndose en un principio un rapido incremento seguido de un
decremento y finalmente la magnitud del potencial era casi idéntica para todas las soluciones
estandar.

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

primero: si la diferencia de potencial observada comrespondia efectivamente a fa reduccion del
peréxido de hidrégeno (H,O5).

segunda: si al pequeiio volumen de nuestra solucion en el electrodo de trabajo la enzima catalasa
mosiraba una actividad funcional.

tercero : si existia la posibilidad de efecluar la determinacién del potencial en alglin tiempo
especifico, correlacionando los resultados con la concentracion de peréxido de hidrégeno (H,O5).

Se efectué entonces un voltamperograma para la determinacidén experimental del potencial de
reduccién del perdxido de hidrdgeno (H,O2), €l cual resulté ser de — 800 mV. Se usd como blanco
para este experimento la solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 que hasta entonces se ha
usado en la preparacién de los diferentes estdndares. La grafica oblenida se muestra a
continuacion (Grafica 4a):

Gréafica 4®
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* Determinacitn del potencial de reduccién para peréxido de hidrégeno (H203).
(1) Dominic de electroactividad. Solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4,
(2) Electroreduccién de perdxido de hidrégeno (H,05). Solucidn (H.O;) 0.01 M

Et=C°, E ref = Cu®/Cu 2+ | E aux = Acero inoxidable.

Posteriormente se consiguié con ayuda del software comercial “Voltamaster”, el siguiente
cronoamperograma, en el cual el potencial se fijé en —800 mV para asegurar que la variacién de la
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corriente registrada se debiera unicamente a la reduccion enzimética del analito. Lo
anterior describié una actividad funcional de la catalasa {Grafica 4b).

Gréfica 4b.
Cinética enzimética de Catalasa +<300.L
t(s)
0 T T T
0
=20 7
=
— -40 -
-60 -
Y=0.2891 x - 74,959
-80 - ,
R”=0.9956
* Cronoamperograma E= -800mV, t{muestreo)= 20 s. 1 (total de muestreo) = 340 s.

Ecuacién lineal ; Y =0.2891 X-79.959; R=09956
Concentracién de la enzima catalasa: 4.2 ug/mL
Et=C°; Eref= Cu®/Cu 2+ ; E aux: acero inoxidable,

Finalmente se observd el potencial libre en funcidn del tiempo para cada una de las soluciones
stock a fin de determinar: primero, si la variacién observada correspondia a la inestabilidad de un
polencial impuesto por el electrodo de referencia empleade (para ello se empleo una Ssolucion
blanco de buffer amorliguadora de fosfatos a pH de 7, 20mM) y segundo, de resultar negativa la
primera premisa, Si era factible realizar 1a lectura del potencial a un tiempo tal que pemitiera
continuar el disefio experimental como hasta ahora se habia realizado. Para estos fines se empleo -
el software comercial “Voltamaster”, con el que se describieron las graficas de potencial en funcion
de! tiempo: E(mV) =f (i,seq); (figura L).

¢ Figura L. Determinacién del potencial libre en funcién del tiempo y de la corriente en funcion del
tiempo a potencial impuesto usando el software comercial *Voltamaster”
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La determinacion del potencial libre se realizd cada segundo durante tres minutos. Se
obtuvo entonces la siguiente grafica; (grdfica 4) :

gra’ﬁca 4c.
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(1) Blanco (amoriguador de fosfatos a pH 7, 20 mM)
- (2) Solucidn estandar de [HyO;] igual a 10-1 M

(3) Solucion estandar de [H,O4] igual a 10-7 M

(4) Solucion estdndar de [H.O4] igual 2 10-8 M

De acuerdo con la curva obtenida para el blanco (solucion 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 fendémeno observado no se encuentra en funcién del
electrodo de referencia. Con lo que respecta a las curvas para las soluciones stock 1a variacion del
potencial con el tiempo es visible aprecidndose que todas poseen picos distintos (el origen muy
probablemente se deba a la cinética de la catalasa en el sistema biosensor). Finalmente con base
a la grafica se eligié el tiempo de treinta segundos para realizar las lecturas de potencial para el
disefo experimental propuesto en un inicio.

Los resultados generados fueron;

Curva patrén

- log [H20:} E (mV)

1 3.0
4.4
46
43
40
3.5

2.9

09
* cada lectura se tomd a 30 segundos después de adicionar la muestra
en la unidad de determinacidn para perdxido de hidrdgeno {HzO5).

o~ PN
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La curva anterior se describe graficamente a continuacién {grafica 8);

Grdfica 5.

GraficaE ( mV) =.f( - fog [H20:1 )
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-log [ H.02 )

[ @ CURVA DE CALIBRACION DE H202 !

Ecuacién de Nicolsky:

b= 5.3771 m= 0.3171 = 0.8565

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

{H202] Molar [H204] Molar Y%error
biosensor Volumetria
5.68*10-3 10-3 43%
6.08*10-6 10-7 39.2%

Esta grafica demuestra que con este primer prototipo miniaturizado, todavia es posible
describir una curva de calibracion como las anteriormente trazadas. En tanto que el porcentaje de
error para estos ensayos muestra cierta disminucidon con respecto al biosensor hecho con

catalasa pura.
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Por otra parte, el volumen minimo de muestra que puede ser depositado en la unidad de
analisis (considerando las dimensiones del pozo creado para contener la solucidn, tem (ancho)*1.5
cm (largo)*0.2cm (profundidad)= 0.3cm3), es de 300 pL, 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 disefid un segundo prototipo para esle fin.

6.4.2. Segundo prototipo miniaturizado.

Al montar esta unidad de determinacién se cuid® mucho en ajustar muy bien las dos placas de
acrilico mediante los cuatro tornillos, pues de o contrario se presentaban fugas hacia los lados del
interior de la unidad tanto de la solucidn concentrada con enzima como de la muestra cuando se
aplicaba sobre el pozo.

Con relacién al volumen de muestra requerido, las dimensiones del lugar destinado a
depositarlo corresponden a 64ul (0.4cm (ancho)*0.8cm (largo)*0.2cm (profundidad)= 0.064cm’),
con lo que se reduce a méas de la mitad el requerimiento del primer prototipo de la unidad de
analisis el analito que nos ocupa.

Se probd la unidad con las soluciones stock para trazar la curva de calibracion
correspondiente, los resultados fueron;

Curva patron

- log [H204] E (mV)

1 8.2
6.3
5.8
5.6
5.2
4.1

30
2.5

[o Bt e B Q- L ]

* cada lectura se tomd a 30 segundos después de adicionar fa muestra
sobre la unidad de determinacién para peréxido de hidrégeno {H,0,).

La respectiva grafica a ésla curva patron es; (grafica 6) :
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Biosensor combinado selectivo a peréxido de hidrogeno ( H;O; ), miniaturizado

Grifica 6.

Grifica E (mV)=f(- log [H,0,])

E (mV)
<N
.

Ecuacidn de Nicolsky:
b=84036 m=1.7369 r*=0.9515

Es importante aclarar que para esta unidad biosensora volvié a presentarse el fenémeno
de la variacion del potencial con respecto al tiempo de manera similar al observado para el primer
prototipo, por 1o que se decidié de nuevo realizar las lecturas de potencial a un tiempo de treinta
segundos.

Los resultados generados en relacidn con muestras problema y la comparacién de sus.
concentraciones determinadas mediante el bioelectrodo combinado miniaturizado y las obienidas
por medio de volumetria muestran una similitud con los resultados arrojaddos por el primer
prototipo:

[H20-] Molar [H.04] Molar %error
biosensor veolumetria
1*10-6 1*10-6 40%
2.5"10-86 4*10-6 37%

De la grafica anterior se observa de nuevo la posibilidad de trazar una curva patron. La
diferencia de potencial de un estandar a otro es mayor en éstos ensayos a comparacion al primer
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Biosensor combinado selectivo a peroxido de hidrogeno ( H,O; ), mintaturizado

prototipo, muy probablemente porque la membrana de didlisis se adhiere més a la placa de acrilico
en el segundo prototipo y la muestra entra en contacto mas facilmente con los electrodos de la

unidad. Por esta razén .se planea la construccion de un tercer prototipo en el que la
membrana cubra dnicamente el electrodo de trabajo (biosensor), buscando asi que la respuesta
del electrodo combinado mejore en cuante a tiempo de respuesta y diferencia de potencial.

6.4.3. Tercer Prototipo miniaturizado.

Para la fabricacion del tercer prototipo, en un principio se cubrid unicamente el electrodo de
referencia con la membrana de didlisis entre las dos placas acrilicas, dado que se presentaban
fugas, se sellé entonces la membrana alrededor del electrodo con silicon. No obstante, después de
un tiempo de uso de la unidad de andlisis, se presentaba el desprendimiento de la membrana,
volviendo a tener fugas de la solucién de enzima e introduciéndose la muestra entre las placas de
acrilico. Se resolvi¢ finalmente el problema usando un cuadro de hule de manguera transparente,
el cual ademas de fijar perfectamente la membrana, tiene una perfecla adhesion al acrilico al
momento de ajustar Ja unidad de determinacién con los tomillos.

El volumen final obtenido para éste ultimo prototipo fue de 32uL. Para el cdlculo de éste
volumen no solo se consideraron las dimensiones del pocite creado para contener la muestra
(0.2cm (ancho)*0.4cm (largo)*0.2cm (profundidad)= 0.016cm’= 16pL), sino también las respectivas
a los orificios que se hicieron en el cuadro de manguera asi como su espesor ( 2 * [[T"0.1cm?] *
0.tcm = 0.003 cm® = 3uL (volumen de los orificios = 2*area*espesor del hule)); se obtiene asi un
volumen final de 19ul (16pL + 3ul = 19puL (volumen final = volumen de los orificios + volumen del
pozo para fa muestra)).

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

Curva patrén
- log [H204] - E(mV)
5.6
6.9
7.7
9.0
9.8

10.5
12.0

O~ DO ON

* cada lectura se tomé a 30 segundos después de adicionar la muestra
sobre |la unidad de determinacion para perdxido de hidrégeno (H20z2).

La grafica que describe los dalos anteriores se muestra a continuacién; (gréfica 7):
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Grafica 7.

Grafica E (mV)= f(- log [H,0,])

E (mV)
({0
*

- log [H,0:]

Ecuacion de Nicolsky:
b=36964 m=1.0179 r=0.9925

El fendmeno presentado para 10s dos prototipos anteriores relacionado al incremento y
decremento dei polencial en las determinaciones se presentd de nuevo para la tercera unidad
biosensora miniaturizada. Debido a esto se decidid 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:

{H204] Molar [H20,] Molar %error
Biosensor volumetria
1.33*10-5 1*10-5 33%
7.7*10-5 1*10-4 23%

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

7. Analisis de resultados

Los datos obtenidos para el biosensor con tejido fresco de. papa sugieren que la determinacion de
la concentracién de una muestra de peréxido de hidrogeno [H,O,] es para éste caso muy imprecisa
e inexacla. Aunque es posible la descripcion de curvas patrdn utilizando los potenciales
caorrespondientes a las soluciones stock, los porcentajes de error obtenidos para los ensayos
sebrepasan por mucho el cien por ciento.

£n un principio la descripcién de curvas de calibracion mediante el primer biosensor
ziaboiado fue problematico debido a que la cantidad de enzima en el tejido sufria una degradacién
muy peonia después de tas primeras cinco determinaciones. Para un mismo trozo de papa se
intentd resolver dicho problema renovando la superficie del tejido que tenia contacio con la-
solucidn, obteniéndose de nuevo una variacién de potencial, sin embarge, éste no era constante
para un estandar determinado, asi que en el futuro se trabajé no solo con dimensiones constantes
de tejido, sino con porciones previamente refrigeradas para completar de éste modo el trazo de 1a
curva patrén y la determinacion posterior det potencial de las soluciones problema.

En siguientes experimentos, para cada una de las soluciones “stock”, se cambié el tejido
del biosensor antes de la determinacion. Se obtuvieron entonces resultados con dispersiones muy
altas, Finalmente, se utilizd una misma racién de tejido para todo el analisis y se empled el método
de adiciones estandar para la determinacién de la concentracién de un problema, concluyéndose
que el analisis presenta una exactitud y precisién ain muy pobres.

Para el biosensor con extracto acuoso de papa cruda y can catalasa pura comercial, se
liegaron a resultados en el que el porcentaje de error disminuyd de manera considerable a 78% y
60% respectivamente. La curvas patrén 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 decidido antes de optimizarlo,
miniaturizario de tal modo que |a cantidad de muestra necesaria para su buen funcionamiento fuera
mucho menor que el volumen que hasta ahora se habia utitizado en los experimentos anteriores.
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Refiriéndome ahora al desempeiio de los prototipos empleados en la miniaturizacion del
biosensor combinado, en las curvas patron que se trazaron para tales ensayos, se observd una
disminucion en el intervalo de linealidad, ya que para las concentraciones 10" y 10®, los valores de
potencial resultantes mostraron magnitudes que no fueron posibles de incluir dentro de las
respectivas lineas de calibracién. 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 camaras
miniaturizadas, para los primeros se tuvo una respuesta casi inmediata con polenciales
estabilizados, mientras que, con base en los correspondientes cronopotenciogramas, las lecturas
realizadas para los ultimos se tomaron a treinta segundos después de haber dispensado la
muestra sobre el pozo de la unidad de analisis. Con estos resultados se presume que el sustrato
de la enzima.agregado para la determinacién es tan pequefio que su conversién es completa
debido a la catlisis de la catalasa, es por esta razén que el valor de potencial para todos los
estandares presenta una magnitud semejante al cabo de cierto periodo de tiempo. Esto es de
particular interés ya que puede considerarse que la miniaturizacion del sistema altera las
propiedades del mismo y por tanto su respuesta.

Con relacién al volumen de muestra requerido en la determinacion, para los prototipos
primero, segundo y tercero, las cantidades empleadas fueron de 300uL, 64uLl v 18uL. Al comparar
el dltimo volumen con los 9 mL que se usarcn en las primeras determinaciones, se tiene una
reduccién de casi 500% en la cantidad de muestra requerida.

La disposicion de las membranas de didlisis en los dispositivos miniaturizados es un factor
importante en la optimizacion del anélisis, siendo que para los prototipos dos y tres, en donde la
membrana se encuentra mas adherida a los electrodos, se distinguié un aumento similar entre uno
y otro estandar comparado con l0s ensayos del protolipo uno.
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8. Conclusiones

De acuerdo a lo anterior, puede concluirse que:

El método potenciométrico {utilizando el biosensor combinado miniaturizado propuesto)
para la determinacién de perdxide de hidrégeno (HO;) es upa buena allemativa al método
volumétrico. Lo anterior se fundamenta en el hecho de que para todos los biosensores fabricados
son posibles el trazo de curvas pairon. Aunque el porcentaje de error encontrado en la respuesta
de algunos de los biosensores es grande, se comprobot que pequedas modificaciones con respecto
a la presentacidn en la cual se utiliza el biocomponente selectivo y la disposicion de la membrana
de dialisis en los dispositivos, mejora por mucho la respuesta del bioelectrodo. Se tiene entonces
que el uso de la enzima pura de catalasa proporcicna una vida media de uso mucho mayor (de
varios dias) que al usar unicamente tejido fresco de papa y extracto acuoso crudo de papa, sin
embargo, aln con ambos se cuenta con una buena funclén en la determinacion; ademas de que
incrementa la confiabilidad de los datos obtenidos, ya que son mas cercanos a la cuantificacion
obtenida por el método de referencia. El volumen finat empleado de tan solo 19 pl para el analisis,
superd las espectativas en la miniaturizacién de la dltima unidad analitica amada, por tanto es
factible un buen desempeiio del biosensor combinado con la minima cantidad de muestra.

La altemativa analitica para la cuantificacion de peroxido de hidrégeno (H,O;) con respecto al
método volumétrico ofrece multiples ventajas como:

¢ especificidad, siendo que el biosensor desarrollade es realmente selectivo a perdxido de
hidrégeno (H20,) y su respuesta es proporcional a [a concentracién de estandares, lo que hace
posible describir curvas de calibracion y la cuantificacion de muestras problema; dicha
especificidad 1a proporciona el elemento bioldgico integrado en el electrodo (enzima calalasa).

« gcondmico, pues aun utilizando enzima pura de catalasa, la pequefia cantidad.que se utiliza de
esta (3 mg) para la elaboracién del electrodo de trabajo, junto con tos materiales empleados
para la elaboracién de la unidad para la determinacion analitica de peréxido de hidrégeno
(H204), son accesibles a cualguier laboratorio de anélisis.
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Conclusiones.

de facil montaje; nuestra unidad de determinacion puede ammarse sin problema en un maximo
de quince minutos.

medicién rapida y simplicidad, debido a que la manipulacién de la muestra es minima, se evita
cualquier pérdida del analito en estudio.

uso minimo de reactivos, lo que resulta en la generacién de residuos contaminantes.

uso del elemento bioldgico en forma repetida y reproducibilidad en los resultados, dado que
puede usarse en varias delerminaciones la misma pasta con enzima y ademas la reposicion 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 potenciométrica.

Cantidad minima de muestra requerida, ya que solo se necesitan 19uL para obtener la lectura
correspondiente,

No obstante, a lo anterior, los ultimos prototipos poseen multiples ventajas en
comparaccion con otros electrodos enzimaticos:

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

Mayor selectividad al perdxido de hidrogeno [H2O;] que la que proporciona un electrodo
basado en platino, puesto que el elemento selecctivo empteado es la enzima catalasa y no el
transcuctor.

La posibilidad de integrar al dispositivo construido otros elementos selectivos a otros analitos
para basar la delerminacion de los mismos en la deteccidn de perdxido de hidrégeno [H,O5}
como sefal de transducccion.

Una determinacidn que no comprometa un cambio en el pH y comprometa el
desempeiio mismo del enzima y del electrodo, tal como sucederia en el caso de HRP.

Buen intervalo de linealidad, el cual supera a los encontrados dentro de la bibliografia
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 automatizacién.

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

Facil construccién, debido a que no implica tiempos de curado, electrepolimerizaciones,
adsorcién de sustancias, entre otros
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“Reinaré en el honor y la gloria. No soy yo quien me alaba, es Ia Naturaleza, porque ella es mi madre y
y0 le obedezco todavia, Ella me conoce y yo l2 conozeo. La luz que esti en ella, yo la he contemplado, la
he demostrado en el Microcosmos y la he vueito a encontrar en el Universo.”

El Tesoro de los Tesoros de los Alquimistas.
Paracelso.

“..Después de los Elementos espirituales, consideremos los cuerpos sacados de los Elementos
exteriormente de una naturaleza corporal e interiormente de una naturaleza espiritaal; porque los
cuerpos no son sino las prisiones que encierran a los espiritus interiores y activos para limitarlos; estin
limitados de vida y de muerte; cuntos mAs drganos tienen, son tanto més corruptibles, s6lo Ia unidad es
inmortal, porque la composicién presupone Ia separacién...
..No basta conocer la armonia de las cosas terresires esenciales, sino que hay que observar su concierto
con las superiores.”
Carta Filosdfica.
Miguel Sendivogius.
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