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CAPITULO I
INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION

Con el desarrollo de nuevas técnicas de andlisis quimico se han levado
a cabo estudics de investigacién en los cuales se busca ulilizar a las enzimas
como promotoras de actividades bicldgicas de tal manera, que la actividad
enzima-sustrato se pueda monitorear a lc largo del proceso para finalmente
obtener una sefial que permita la cuantificacidén de analito de interés.
Normaimente en estos méteodos de cuantificacion la enzima se encuentra en

sciucion.

Los primerps estudios que se Hlevaron a cabo con el uso de enzimas
requerian la utilizacién de diversas técnicas que ayudasen a la comprension
de su actividad fales como la  colorimétria, cromatografia,
espectrofotométria, etc.; sin embargo, en los ditimo0s afics se ha impulsada
el desarrollo de nuevas estrategias en la instrumentacion analitica, se trata
de la construccidn de dispositivos analiticos que por su simplicidad tanto en
su construccion, manejo y costo representan un métode alternativo a ios ya
existentes, Estos dispositivos son los llamados sensores guimicos: simpies
transductores de informacidn guimica en informacion eléctrica u Optica.
Basados en mecanismos fisicos y quimicos muy variados cuande son
utilizados como verdaderos instrumentos analiticos no formangdo parte de
sistemas instrumentales mas complejos, los sensores quimicos estan
disefiados para efectuar la medicidn analitica en el seno de la muestra, por
gjemplo, en una corriente fluvial, una conduccién industrial, un capilar

sanguinec o en el interior de una céiula {11,



Para llevar a cabo la automatizacidn ha sido necesario desarroliar
diversas técnicas de inmovilizacion de enzimas, la unién de una enzima a un
soporte  inscluble es el método mas antiguo, ello ha contribuido
significativamente al campo de los sensores enzimaticos o biosensores. Las
ventajas de ias enzimas inmovilizadas en el analisis se pueden resumir como
sigue [4]:

- Mayor estabilidad
- El catalizador es reutilizable
- La muestra se puede separar de la enzima para analisis posteriores

- Curvas de inactivacion predecibles

El usc de enzimas inmovilizadas en los sistemas analiticos se puede dividir

en dos grupos:

a) Construccidn de un reactor enzimatico que produzca ai estar presente
el sustrato uno o mas productos detectables, los cuzles puedan
cuantificarse por algin método analitico {por ejemplo potencicmetria o
espectrofotometria).

b) La inmovilizacidn de la enzima alrededor o sobre un transductor, el
cual es capaz de detectar [os cambios fisicos @ quimicos en su entorno
inmediato (14].

Un transductor se encarga de fransformar la sefial producida en el
procese de reconocimiento analito-receptor en una sefial de tipo eléctrica.
Cuando se lieva a cabo este interaccidon puede existir una variacidon en la
concentracion de ciertos iones (H¥, NH,™, CN°, T', etc.), ¢ especies gaseosas
{05, CO2, NH3) de la absorbancia U otros parametros dpticos, de calor, masa,
conductividad, transferencia de electrones. Si dicho cambico es generado en
la proximidad del transductor podrd ser convertido por éste en una sefal

eléctrica cuantificable, previa amplificacion y procesamiento digital (Figura



I.1). Los wansductores més empleados son ios del tipo electroguimico,
pnorgue saon simples, sensibles, fiables, de respuesta rapida y precisan de
instrumentacion de bajo costo [8].

| FUNCIONAMIENTO

[ Enzima inmovilizada Complejo enzima-sustrato

Muestra

compleja

La interaccidn puede ser de
4 tpo. electroguimico, térmico
masico U aptico

Transduccién de la sefial,
generalmente al dominio eléctrico

Adquisicion, tratamiento y
presentacion de la informacion

Figura X.1 Funcionamiento de un biosensor.

Dentro de los senscres mas sencillos en cuantoe a la construccidan del
mismo se encuentran aquellos denominados enzima-transductor o electrodo
enzimatico. Sobre un efectrodo selectiva se inmoviliza la enzima, el electredo
selectivo {que funge en este caso como transductor) detectard la presencia
del sustrato o del producto de la reaccidn enzimética. Se busca gue en este
tipo de configuracién qgue sean pegueftos, baratos, capaces de dar una salida
continua de la seftal y finaimente, gue no requiere de reactantes externos

distintos a los sustratos [&].

Un gran nimero de electrodos enzimaticos estadn basados en el
electrodo de ClarK, el cual mide la disminucidon de oxigeno en el entorno.



Para poder emplear este tipo de electrode se requiere que ia enzima requiera
oxigeno para su funcionamiento, con lo cual se restringe su uso a enzimas
oxido-reductasas. Tal es el caso de la deteccidn de glucesz por medio de la
enzima glucosa oxidasa. A medida que Ia reaccion transcurre la
concentracion de oxigeno disminuye, este cambio puede ser registrado de
forma continua por el electrodo. En {a practica el empleo deil electrodo de
Ciark presenta diversas desventajas, la principal s que se requiere que en la
ceida donde se fleva a cabo la reaccion enzimatica este sellada, para gue no
interfiera el oxigeno del medio ambiente.

En el presente trabajo se aborda la construccidon de un biosensor de
glucosa oxidasa (GOD) basado en una matriz rigida, que sirva para la
cuantificacion de glucosa en diferentes muestras utilizando la amperometria.

En el siguiente capitulo se dan los fundamentos de la amperometria,
bicsensores de la enzima GOD vy el sustrato B-D-glucosa.



CAPITULO II
FUNDAMENTOS

2.1 AMPEROMETRIA

La amperometria consiste en la medicidén de la corriente (i) generada
en una reaccion electroquimica a un potencial constante, Si esta corriente se
mide en la meseta, el proceso electroquimico estd controlado por difusidn,
consecuantemente la corriente obtenida es directamente proporcional a la
concentracion de la especie electroactiva en solucidn. Para obtener el

potencial al cual se lleva a cabo la emperomettia se reguiere realizar la
técnica de voiltamperometria lineal (figura I1.1)

4
= i
&
=
o
=
[}
[
|
- Corriente de
difusiin g
l Corriente
J v,
residual
f— s
Potencial (E)

Figura II.1 Voltamperometria lineal para un proceso electroquimico de
oxidacién,

Cuandc la corriente comienza a incrementarse el proceso

electroguimico esta controlado  por transferencia de carga,



consecuentemente lg corriente medida es jgual a g diferencia de

concentraciones entre las dos regiones:

Corriente « [C]so[uczén - [C]electrodo

Cuando se alcanza el potencial éptimo, aguel donde se oxida o reduce
toda la especie electroactiva en la superficie del electrodo, se obtiene la
corriente limite o corriente de difusion. En este punto la concentracion de la
especie electroactiva en la interfase electrodo-sclucidn tiende a cero. la

expresion anterior se simplifica guedando:

Corriente limite « [Clsomasn

Por lo tanto, las amperometrias deben llevarse a un potencial
constante, que se encuentra en la meseta, de esta manera se asegura que la
corriente medida es directamente proporcional a la concentracion de ia

especie en solucion.

Las técnicas amperometricas son sensible y puede emplearse para
detectar respuestas a concentraciones de 107° M.

Una caracteristica de ta instrumentacién amperométrica moderna es el
control potenciostatico del potencial del electrodo de trabajo acompafiado
por la medicidn de la corriente en ese electrodo. En un sistema de tres
electrodos, el de referencia se sitla proximo a!l de trabajo (indicador). El
electrodo auxiliar {contraelectrodo) es el tercer en la celda electroguimica. La
funcién del potenciostato es observar el potencial del electrodo de trabajo
(como &nodo o catodo)respecto al electrodo de referencia (es decir, percibir
el potencial del electrodo de trabajo puesto que el potencial del de referencia

es constante. Entre los electrodos de referencia y trabajo no drcula



corriente; ia impedancia de entrada es superior a 10'* Q ohms. Si el voltaje
del par de electrodos referencia-trabajo es menor que la rampa de corriente
directa (CD) proporcionada al amplificader, la retroalimentacion al
amplificador a partir del ciclo de control del amplificador operacional,
proporcionard un voitaje correctivo que cambia el potencial aplicado entre el
par de electrodos lo suficiente para compensar la resistencia de |la celda y el
electrolito soporte.

2.2 BIOSENSORES

Entre los nuevos instrumentos analiticos desarrollados se encuentran
aquellos gue incorporan un elemento biolégico de reconocimiento molecular,
el cual estd intimamente integrado en el transductor; a é€sta se le conoce
como BIOSENSOR.

Al construir un biosensor se busca que éste sea selectivo gue presente
una alta sensibilidad y selectividad. La selectividad depende del componente
biologico en este caso una enzima, siendo una de sus cualidades es
altamente selectiva y especifica para la estructura det sustrato y el producto
formado, de tal forma que sole ella actué con fidelidad, o que conlieva a
respuestas maximas y potencialmente a menos interferencias por parte de
contaminantes o sustancias presentes en |la muestra [14]. La sensibilidad
depende del material bioldgico asi como del transductor. A parte de estas

caracteristicas, se busca que un biosensor cumpla los siguientes requisitos.

Respuesta analitica medible
Amplio intervalo de linealidad
Exactitud vy precisién

Tiempo de vida extenso



Tiempe de respuesta corto

Respuesta continua

Para el buen funcichamiento del biosensor se reguiere fa méxima
proximidad posible entre el materia!l bioldgico y el iransducter, ya que efio
refleja el buen funcionamiento de los biosensores. Con esto se gana
estabilidad en iz sefial analitica y un tiempo de vida prolongado.

El paso fundamental en el disefio de {os bicsensores es la
inmovilizacién del material bicldgico en la superficie del transductor
empleando algunas de las siguienies técnicas: entrecruzamienic quimico,
enlace covalente, retencion a través de una membrana inerte, adsorcion
fisica sobre la superficie de un sélido y atrapamiento en una matriz
polimérica. La inmovilizacion superficial se lleva a cabo mediante
procedimientos de via hdmeda. Otra alternativa es mediante la
inmovilizacidn en una matriz rigida, ia cual estg constituida por el composite
que es la combinacién de por lo menos dos componentes diferentes para
formar un nuevco material conservando las propiedades individuales de cada
componente. En el caso de los composites conductores estos estdn
constituidos por dos partes: la fase conductora en la que se utiliza polva de
grafito y la fase aislante en le cual se utilizan resinas de cualquier clase hasta
liquidos aitamente viscosos. Cuando al composite se le incorpora la enzima

se da lugar al biocomposite.

Una de las dreas donde mads se han aplicado ios biosensores es en el
andlisis de alimentos, en donde es posible monitorear procesos de
ferrnentacién, contenide de aditivos en productos terminados, control de
calidad en materias primas. En esta drea los biosensores se han propuesto
para medir parametros bioquimicos de calidad para el cacahuate (argining),

para cereales (lisina), vinos (etanocl), productos lacteos (D-galactosa), carne



(tiamina) vy pescade (adenosina monofosfato, hipoxantina/ eosina,
respiracidon microbiana), en biomedicina para la produccidn de anticuerpos y
ia elaboracidon de test clinicos, en el control ambiental, para la determinacion
de sustancias toxicas ¢ mutagénicas, tales como metales pesados,
pesticidas, drogas, en la biotecnologia para el control de procesos de
manipulacion genética de animales y plantas, en la veterinaria para el control
de alimentos para el ganado, en fa agricultura en la produccién e granos asi
como de el empaquetado , almacenamiento y transporte, Los biosensores en
estd drea tienen un campo ilimitado, ya que I instrumentacion estd
consolidada, y permite una alta frecuencia de analisis. Ademas, los
biosensores por sus caracteristicas de uso in situ, facilidad de uso,
confiabilidad de estudio, van encontrando aplicaciones donde no pueden

llegar los grandes equipos [1].

En el andlisis de alimentos la aplicacidn de los biosensores cemo
instrumentacién de control de procesos industriales es un area en constante
desarrollo. Bl monitoreo de estos procesos apertan, una mejora en la calidad
del producto final y disminuyen los costos de produccidén, ya que permiten

mantener el proceso en condiciones optimizadas.

La cuantificacion de la glucosa a través de un biosensor enzimatico es
considerada una técnica innovadora que nos permite obtener resultados
confiables. Al encontrarse fa enzima GOD inmovilizada en una matriz rigida
estd en contacto directo con el sustrato en solucidn, y como la enzima
presenta especificidad, en principic, no se requiere un tratamiento previo de

la muestra, lo que permite ahorrar tiempo y el costo del anélisis se minimiza.

El objetivo de este trabajo consiste en la construccidon de un biosensor
electroguimico de tipo amperométrico que nos sirva para la cuantificacién de

giucosa en jugos. El material bioldgico que se inmoaviliza en el biocomposite



es la enzima GOD, como transductor se utiliza polvo de grafito v finalmente
el aglomerante es una resina comercial, El proceso de polimerizacion se da a
una temperatura de 40° C. Al construir este biosensor se pretende gue sea
especifico para la glucosa y que cumpla con los requisitos antes sefialados,

sensibilidad, estabilidad, tiempo de respuesta corto.

2.2.1 Transductor

Un transductor es un ente capaz de transformar una respuesta
fisicoquimica producida en el proceso de reconocimiento analifc-receptor en
una sefial eléctrica. Los diferentes tipos de transductores que s& emplean se
resumen de la manera siguiente; fos de tipo electroquimice, dptico {por
fibras), termistor y piezoeléctricos. Los mads empleados son los de tipo
electroquimico, porque son simples, sensibles, fiables y de respuesta rapida
y precisan de instrumentacion de bajo costo. En términos generales |z fase
conductora (transductor) mas utilizada en los biosenscres es el polvo de
grafitc.

2.2.2 Aglomerante

Se considera un aglomerante a aquella sustancia cuya funcidén es crear
el contacto intimo entre el transductor v el material biclégico, a la unién del
transductor y el aglecmerante se le denomina composite, los aglomerantes
utilizados son resinas de cualquier tipo v aln se pueden utilizar liquidos
altamente viscosos. Entre las resinas comerciales mas utilizadas se
encuentran las epdxicas (epotek H77), metacrilato (araitid). El uso de una u
otra resina depende de las caracteristicas requeridas para cada bicsensar.

Por ejempio, para la constriccidon de un bicsensor bienzimatico es preferible

10



el empleo de metacrilato, ya que es posible incorporar mayor cantidad de

material bioldgico.

2.2.3 Biosensores de matriz rigida

A lo largo del desarrcilo de los bicsensores se han construido de
diversas formas segun las necesidades y demandas que se generan al
avanzar la tecnologia. Actualmente es posible encontrar biosensores de tan
diversas caracteristicas que podemos englobar en dos categorias, aquellos de
pasta bianda y los inmersos en una matriz rigida. Los primeros son faciies de
prepara y tienen un costo de preparacion reducido; sin embargc, presentan
una serie de inconvenientes debido precisamente a su naturaleza comc
pueden ser una baja estabilidad guimica vy fisica de la superficie del
electrodo. La consistencia de estos materiales se ve mermada en
determinados solventes electroliticos, especialmente en los de naturaleza no
polar, provocando un detericro en fas caracteristicas analiticas del
dispositive. La rapida degradacion de estos materiales y la imposibilidad de
regenerar la superficie del electrodo son las principales causas de que el uso
de este tipo de electrodos quede restringidc prdcticamente al nivel de
laboratorio.

Por el contrario, los electrodos basados en composites de matriz rigida
resuelven en su tolalidad estos problemas de estabilidad, a su vez que

también son faciles de construir y de bajo costo.

Se dice que es un biosensor de matriz rigida cuando la parte biolégica
esta inmersa en un composite rigido en este caso basado en grafito vy
auxiliado por una resina epdxica, los cuales proporcionaran la suficlente

rigidez (terminado el proceso de curado) de tel forma que es posible ampliar

11



ei tiempo de vida utll v la integridad del bicsensor. Para poder obtener un
biosensor de matriz rigida se debe semeter el biocomposite ya inmerso en el
cuerpo de PVC, a una temperatura entre los 35 a 45° C con ia finalidad de no
desnaturalizar a la enzima y dafar a los componentes dei composite, dentro
de las caracteristices méas sobresalientes de este tipo de biosensores

podemos mencionar:

a) Al ser un proceso bdsicamente por via seca proporciona un gran
interés desde el punto de vista tecnoidgico.

b) Antes de curar los biocomposites son pastas moldeables, con lo que se
facilita su fabricacién de biosensores de distintas configuraciones
{cilindrica, plana). Estos mismos materiales, debidamente optimizados
en viscosidad, pueden ser empleados en tecnologia planar de capas
gruesas (thick film), de las cuales la técnica serigréfica (screen-
printing) se ha afianzado como la forma mas iddnea en ia fabricacion
masiva de biosensores.

c) Una vez curados los biocomposites son rigidcs y presentan una gran
astabilidad fisica. Asi, por eiemplo, estos materiales se pueden tornear,
mecanizar, horadar, etc. Una ceracteristica mecanica interesantes que
a los biocomposites rigidos se les puede pulir, por lo que [a superficie
activa de un biosensor una vez agotada es posible regenerarla por un
simple proceso de pulido.

d} Estos biomateriales presentan una gran estabilidad quimica. Es decir,
seleccionando adecuadamente la matriz polimérica vy afadiendo
aditivos podemos preparar materiales electroactivos inertes respecto a
la solucién de trabajo y a diferentes componentes de las muestras a
analizar. En definitiva, podemos utilizar estos materiales en medios no
acucsos {o parcialmente acuosos) que es un campo muy atractivo para
los biosensores.

12



e) Los biccomposites presentan una gran estabilidad bioiégica. El material
bioldgico ocluide en el composite mantiene su actividad en largos
pericdcs.

f) Finalmente, los com
granas conductores (grafito) rodeadas de zonas aislantes (polimero).
Es decir, la superficie de estos materiales es similar a la de un haz de
microelectrodo, por o gue presentan una sefial de magnitud similar a
los macroelectrodos pero con una mejor relacion sefal/ruido, parecida

a los microelectrodos.

2.3 PROPIEDADES DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA (GOD)

L.a enzima se presenta en cristales blancos amorfos, con una actividad
enzimatica de 125 unidades/mg de proteina. Con un peso molecular de
150,000 D. Posee un punto isoeléctrico cercano a 4.2

2.3.1 Actividad enzimatica

La enzima GOD cataliza la reaccién entre la p-D-glucosa vy el oxigeno
molecular formando dcido gluconico y perdxido de hidrdégenc. La fuente de
obtencién es principalmente de: Penicillium notatum, Penicilfium
Amagasakiense y Aspergillus niger. El nGmero clave de esta enzima (E.C) es
1.1.3.4. Ef primer digito corresponde al tipo de enzima, en este caso a las
oxidorreductasas. El segundo al grupoe donador de electrones (CH-OH). El
tercer nimero se relaciona con la molécula aceptora de electrones, que para
la GOD es el O,. Finalmente, el Gltimo digito corresponde a la enzima que se
trata; GOD,
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La fuente de obtencidn de la enzima GOD con que se trabajara es de
Aspergilius niger, e indica el marbete que una unidad de enzima oxida un
umol de p-D-Glucosa a &cido giucdnico y H,Oz por minuto a un pH de 5.5 a
35°C.

2.3.2 Estructura enzimatica

La estructura quimica de esta enzima es de caracter proteica globular,
es decir, posee una estructura cuaternaria como se muesira en la figura I1.2
el sitio activo de la enzima corresponde al grupo flavin-adenin-dinucieotido

(FAD} en su forma oxidada {color obscuro).

Grupo FAD oxidado
Figura XI.2 Estructura de la giucosa oxidasa.

2.3.3 Funcionamiento de [a enzima

La reaccidn enzimatica que se lleva a cabo se esquematiza en la figura
11.3
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P — D{+} Glucosa FAD

Acido glucénico FADH,

Figura II.3 Funcionamiento de |la enzima glucosa cxidasa.

La enzima GOD en presencia de ia p-D-glucosa se forma el aado
glucénico. En esta reaccién el sito activo de la enzima {FAD) oxidado se
reduce a FADH:. El cual no es activo, a continuacion el O; del medio se
reduce a Hx0, y el sitio activo pasa a su forma oxidada (FAD). En esta

reaccion redox se intercambian dos electrones.

Cuando se inmoviliza la enzima GOD en una matriz rigida el esquema
mostrado anteriormente es el mismo; la diferencia radica en que la
determinacidn de glucosa mediante biosensores de tipe amperométrico, es

posible realizarla por dos caminos:

{a) El H>0; producto de la reaccidon se mide amperométricamente a
través de su oxidacidon sobre la superficie del biosensor a un potencial

anddico constante:

2HT + 2e +Hy0, — 2H0

Existiendo una relacidén lineal entre la corriente producida vy la
concentracidn de glucosa, permitiendo asi la determinacidon analitica de este
sustrato.
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(b} Otra alternativa para la determinacion de glucesa es seguir el
decremento del oxigeno en el medio de disolucién a medida en que se lleva
acabo la oxidacién de la glucosa, para ello se debe contar con una celda
electroquimica sellads de tal forma que el oxigenc del medio ambiente no

interfiera en la determinacion. Generalmente se emplea la primera ¢pcidn.

2.3.4 Especificidad

La gran mayoria de l!as enzimas tiene la capacidad de catalizar
reacciones especificas, es decir, su intervalo de accidn se limita a un
determinado tipo de sustrato gue debe reunir clertas caracteristicas para que
pueda ser utilizado como tal. La especificidad comienza cuando la enzima
sélo recongce entre los isdmeres D o L. Como sustrato, la enzima GOD utiliza
al primero, de lo cual se establece que la enzima presenta una especifiadad
esterecquimica y una especificidad de grupo va gue el sustrato interactia en
el grupo FAD.

2.3.5 Mecanismos de accién

El estudic acerca del mecanismo de accidén de la glucosa oxidasa

incluye las siguientes observaciones:

1. La GOD no es inhibida por la presencia de HCN, CO e indicadcres que no
contengan iones metdlicos.
2. Otros aceptores de hidrdgenc, como la tionina, azul de metileno vy la

quinona son reemplazados por el oxigeno. La habilidad para utilizar ctros

o
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compuestos es caracteristica de las enzimas deshidrogenasas perc no de
las oxidasas en general.
3. Los narcdticos inhiben la capacidad de oxidacidn de las enzimas, o cual se

observa para las deshidrogenasas pero no para las oxidasas.

2.4 PROPIDADES DE LA GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido gue en su estado puro se presenta en
forma de cristaies incoloros o polvo blancoe granular, es inodere, de sabor
dulce, con un punto de fusidn de 146° C, es soluble en agua, ligeramente
soluble en alcohol v tiene una rotaciéon optica D= 52.5 [2].

CH20H

FIGURA IE.3 Estructura de la p-D-gluccsa (proyeccion de Hawort)
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CAPITULO III
DETERMINACION DE GLUCOSA EN JUGOS

3.1 CARACTERISTICAS DE LOS JUGOS

Dentro de los azdcares mas cominmente empleados en la industria se
inciuyen la D-glucosa, D-fructosa, la sacarcsa, la sacarosa invertida, la B
maltosa, la 5 v B—maltosa y aigungs derivados como el D- manitel. La glucosa
se vende comercialmente en forma de solucidn concentrada, se utiliza
ampliamente en la industria, principalmente en la panificacién y en la
producciéon de bebidas tales come, jugos, néctares, zumos, refrescos, etc.

[51.

El cédige alimentario define a las bebidas refrescantes como aquellas
preparadas con agua potable, carbonatadas o no conservadores, colorantes,
saborizantes naturales y/o artificiales, edulcorantes, extractos vegetales y/o

frutales, etc.

De manera general el jugo fresco de naranja contiene por cada 100g
11.8% de sdlidos, 0.30 % de cenizas, 0.06% de extracto etéreo, 0.065% de
proteinas, 0.05 % de fibra cruda, 10.75 de carbohidratos y aporta 41
calorias al organismo [10].

La elaboracidn de zumos y néctares se debe ajustar a los siguientes
principios generales: Se admiten como edulcorantes el azdcar, fa glucosa,
fructosa y la miel. Contendrén un 8% en peso como minimo de azlcares

totales expresados en sacarosa [9].
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En el proceso de elaboracion de los jugos, las proteinas se
desnaturalizan en ia pasteurizacion, lo mismo sucede con el extracto etéreo.
Los sélidos presentes corresponden a algunos minerales presentes en la fruta
como pueden ser Mg, Na y Li. Las enzimas corresponden a residucs de
compuestos crganicos como lipidos y terpencs como parte de los aceites
esenciales de ia fruta [12].

Dentro de (05 componentes de mayor importancia en un jugo se
encuentra la enzima pectinesterasa, la cual causa la coaqulacidon de la
materia suspendida en el jugo citrico y la sedimentacién rapida, el tiquido
clare sobrenadante estd desprovisto del sabor del sabor citrico caracteristico
debido a la pérdida de lipides y aceites esenciales disueltos. Generalmente
las enzimas se inactivan en el jugo original por medio del calentamiento a
88°C o mas. {10]

3.2 APLICACIONES

La cuantificacién de la glucosa en fa produccion de bebidas es una
medida de calidad debido al poder edulcorante de este monosacarido ya gue
esta le confiere estabilidad ai sabor final de! producto, maxime cuando se
empiea en la preparacion de bebidas acidas y/o se desea enmascarar algln
sabor desagradable en algunas frutas cuando estds se tratan térmicamente

[5].

El presente estudio se complementa con la aplicacion directa del
biosensor en el analisis directo de una muestra real, para el caso se eligieron
al azar cinco jugos de marca comercial ¥ de un solo sabor naranja (tabla
L.1).
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Tabla I.1 Informacién nutrimental reportada en los marbetes 1.- Ami,
Jimex. 2.~ Tampice citrus punch, Lala. 3.- Pascualin. 4.- Boing. 5.- Frutsi,
Jugos del valle,

CONTENIDQ | i 2
PORCION ml [ 250 240
CONTENIDC ENERGETICO Keal | 120 110
] PROTEINAS (q) 0 0
f GRASAS (g) 0 G \
CARBOHIDRATGS TOTALES {g) 30 25 30 28 28 |
AZUCARES (g) 25 25 I 28 | 25 1}
SODIO {mg) | 65 10 45 36 38
VITAMINA C (%)% 50 100 ! 20 0 | 30 l
VITAMINA A (%)* 15 10 20 |
VITAMINA B1{%)* [ - 10 T 10 20

*Los porcentajes de requerimientos diarios estén basados en una dieta de 2000
calorias.

De acuerdo con datos reportados por la FDA vy ia USDA por cada caloria
hay un 20% de azdcar pero, no especifica que porcentaje corrasponde cada
uno de los azlcares presentes, ya gue la giuccsa y demas edulcorantes no
son sustancias consideradas tdxicas, No existe una ley o reglamento que
regule la cantidad que se puede adicionar a un jugo, solo existe ia
adecuacion de cada productor con respecte a i@ mejor formuiacion de sus
productos y gue corresponde en gran medida a la oferta v a la demanda en

le mercado y con respecto a2 que tipo de consumidar esta dirigido.

La determinacion y cuantificacidn de glucosa en un producte terminade
o durante ef proceso de manufactura es un factor de importancia, ya que
podria ayudar reduciendo tiempo y costos de anadlisis y de operacién y no por
eilo sacrificar la calidad del analisis, ya gue cada productor seria capaz de

adecuar €l maonitoreo de acuerdo a sus necesidades.
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CAPITULO IV
OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1 OBIETIVOS:

v Construir un biosensor basado en un biccomposite rigido de glucosa

oxidasa-grafito-resina (GOD-grafito-resina)

v Establecer fias condiciones de trabajo Optimas para el adecuado

funcionamiento del biosensor

v Desarrollar una técnica analitica sensible gque nos permita cuantificar

glucosa en rmuestras comerciales (jugos de naranja).

4.2 HIPOTESIS:

La cuantificacién de glucosa en muestras comerciales de jugos
mediante un biosensor de glucosa oxidasa de tipo amperométrico podréd ser

una cuantificacion fiable, selectiva, rapida y de bajo costo.
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CAPITULO V
DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 INTRODUCCION

En el presente capitule se describe el desarrcllo experimental que
se siguid a lo largo de todo el trabajo y se divide en las siguientes
partes:

DESARROLLO
EXPERIMENTAL

Consfruccion del blosensor

|

|

v ¥ v
Composicion del Tiempo de curade Resistencia
brocomposite

L + |

Condiciones de trabajo

v W i v
Potencial pH Electralito sopotte

L. _+
Parametros analiticos
o Ty T T YT T Ty
Lineandad Reproducibiidad Trempo de vida Interferencias
Aplicacién a una
muestra real

Con lo referente a las condiciones de trabajo del biosensor se

determinan cada uno de los factores gue intervendran en el estudio,
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tales come, el potencial al cual se llevaran a cabc las medidas

amperométricas, el pH y la concentraciéon del electrolito soporte.

En la construccidn del biosensor, nos referimos a la preparacion
del biccomposite variando Ia <¢antidad presente del componente

bioldgice en él, todo esto en el seno de una matriz polimérica adecuada.

En la evaluacion de la respuesta del biosensor, se someten éstos a
ias condiciones ya establecidas anteriormente, se analizan graficamente

y se determina que biosensor posee una mejer respuesta (sensibilidad).

En el estudic de pardmetros analiticos se determina el intarvalo de
linsalidad, el tiempo de respuesta, tiempo de vida el limite de deteccidn
supericr e inferior, la reproducibiiidad vy la repetibilidad.

Con respecto al estudio de interferencias se establece la
composicidn, caracteristicas y la cantidad presente de cada una de las
sustancias que constituyen a la muestra a analizar, con la finalidad de

establecer cual de ellas puede afectar el estudio y de gue manera.

En las aplicaciones se& pretende llevar a cabo la cuantificacion de
glucosa en muestras reales a partir de los biosensores construidos
anteriormente, y que por principio es uno de los objetivos principales de

este trabajo.

A continuaciéon se describen cada una de las partes gue

constituyen la metodologia
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5.2 PARAMETROS OPTIMOS PARA EL FUNCIONAMIENTO DE LOS
BIOSENSORES

Comc se ha descrito anteriormente el funcionamiento de los
biosensores depende de las condiciones presentes en el sistema a
estudiar, dichas condiciones estdn dadas por los siguientes factores;

concentracion, pH dei electrolito soporte y potencial de trabajo.

LLa evaluacién de los distintos factores se llevs a cabo a partir de
los resultados obtenidos durante el servicio social en donde se trabajo
con un biosensor de alcohol oxidasa (AQ), gue al igual que la enzima
GOD utilizan el oxigeno presente en el medic de disolucion para llevar a
cabo la reaccion biocatalitica del sustrato a su correspondiente producto
{acetaldehido para el etanol y dcido glucénico para la glucosa) v con la
produccién de perdxide de  hidrégeno el cudl se mide
amperomeétricamente a través de su oxidacidn sobre la superficie del
transductor a un potencial anddico en un intervalo de 1000 a 1200 mv.
Existe una relacidon lineal entre |a corriente producida y la concentracion
de glucosa permitiendo asi [a determinacidon analitica del sustrato. De
igual forma ambas enrzimas poseen su maxima actividad a simifares

condiciones de pH y concentracion del medio.[1]

5.2.1 Determinacion del potencial de trabajo

El biosensor empleado en el presente estudio es de tipo
amperomeétrico, por lo que es necesaric mantener constante el potencial
al cual se llevaran a cabo [as determinaciones. Por lo tanto, es
importante e Indispensable conocer para cada tipo de enzimz el

potencial que se aplicara para poder sequir adecuadamente la sefal
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anglitica. Para determinar este potencial se utiliza, normalmente, fa

técnica electroquimica de voltamperometria lineal.

Regeneracion de la enzima a su forma activa
Deteccidn de un producto electroactivo
Regeneracion de un meadiador quimico redox

Regeneracidn del cofactor enzimatico

Por ejemplo, empleando ia enzima peroxidasa (HRP) la sefial
obtenida se asocia 2 la regeneracion de la enzima a su forma activa,

reducida.

En el caso de emplear la enzima alcohol oxidasa, la sefial puede
provenir de:
a) Seguir anddicamente la produccion de perdxido de hidrogeno.

b) La regeneracién de un mediador quimico.

Finalmente, cuando se utilizan enzimas deshidrogenasas, la sefial
obtenida se debe a la reoxidacién del cofactor enzimatico, que para
éstas es el p-nicotinamida-adenin-dinucledtido {NAD).

En el caso particular de esta tesis, la sefial analitica que se sigue
es la produccién de perdxido de hidrdgeno, producto electroactivo que
se forma cuando reacciona fa enzima GOD con B-D-glucosa Para
determinar el potencial al cual se forma este producto se utilizd la

voltamperometria lineal.
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5.2.2 Determinacion de la concentracién del efectrolito scporte

En el presente estudio el tipo y conceniracién de electrolito
soporte a utilizar es de gran importancia ya que la buenz eleccidn de

&stos minimiza ¢ anula !a desnaturglizacidn de la enzima.

E! electrolito soporte que estard con contacto con el bigsensor
durante tode ei proceso de andlisis debe ser tal que garantice la
estabilidad del biocomposite y la respuesta apropiada del mismo. Como
ya se ha mencionado anteriormente se eligi®é una solucidén buffer de
fosfatos ya que la literatura reporta que la mayoria de fas enzimas son
inertes a este tipo de soluciones [1]. Aun con ello es necesario evaluar
la actividad a diferentes concentraciones manteniendo fijo el valor de
pH, la concentracidn de NaCl y el potencial de trabajo con la finalidad de
conccer como se ve afectada la respuesta del biosensor frente a este
factor.

5.2.3 Determinacion del pH de trabajo

En general, !as enzimas son activas en un intervalo limitado de
pH. Usualmente cada enzima tiene un pH déptimo porque, al igual gue
las proteinas, las enzimas poseen muchos grupos ionizables de forma
que los cambios de pH pueden alterar su conformacion, su capacidad de
unioén con el sustrato y la actividad catalitica de los grupos que forman

el centro active. [11]

La actividad enzimatica estd condicionada al pH del medio. La
mayoria de las enzimas presentan la mayor actividad enzimdtica [3] en

un intervalo de pH de 5 a 8. En consecuencia es necesario controlar este
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parametro, pero no sclamente para garantizar la actividad maxima de la
enzima sino que también no se vea alteradc el biocomposite en el cual
estd inmersa la enzima.

Por estudios previos [8] se sabe gue ia resina epotek H77 a pH
inferiores de & y superiores de 8 se lamina, es decir, se forman escamas
en la superficie del biosensor gue estd en contacto con la solucién. Por
estas razones se decidieron estudiar Unicamente el intervalo de pH
comprendido entre 6 y 8 para evaluar simultdneamente los dos factores,
manteniendo constantes, la concentracidon del electrolito scporte a un

mismo potencial de trabajo fijo.

5.2.4 Evaluacion del efecto de la fuerza iOnica

la fuerza idénica constituye una medida no sclo de la
concentracidon, sino fambién del ndmero de cargas eléctricas
provenientes de los cationes y aniones aportados por la sal. Las sales
ejercen efectos muy marcados en la sclubilidad de ias enzimas y esto
esta relacionado con la fuerza idnica gque desarrollan. Dentro de un
cierto intervalo de bajas concentraciones las sales incrementan la
sclubilidad de las enzimas, fendmeno que recibe el nombre de

“solubilizacion por salado” [31.

La solubilidad de cualguier soluto depende de la afinidad o
tendencia que tenga, yva sea por moléculas de su misma especie, ¢ bien
por moléculas de disolvente. La solubilidad aumenta cuando se reduce e
grado de interaccion de las propias meléculas del soluto, 0 que trae
consigo que se produzca un mayor contacto entre el soluto y el

disolvente y por lo tanto se asegure una buena conductividad iénica.
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Las sales de icnes divalentes tales como el MgS0,, (NH4)2 SO4 v
K250, producen la precipitacién de las enzimas y en general de todas tas
proteinas; sin embargo, las sales de iones monovalentes como el Nacl,

el NHs* v el KCl no son capaces de hacerlo. [5]

Por todo io anterior se eligid ia sal de NaCi. Para la evaluacion de
este factor se prepararon soluciones de electrolito soporte a una
concentracién y pH fijos varidandose la concentracidon de NaCl en un
intervalo de 0.05 a 0.5 M, para posteriormente determinar como la

respuesta se ve afectada por la fuerza idnica del medio.

5.3 PARAMETROS ANALITICOS
5.3.1 Determinacién del intervalo de linealidad

El estudio del intervalo de linealidad de la respuestz de los
biosenscres, con las proporciones éptimas del biocomposite, consiruidos
a lo largo del presente trabajo se lleva a cabo por el método de
adiciones continuas. En 25 mL de electrolitc soporte con agitacién
continua y cecnstante se sumergen los tres electrodos: referencia,
auxiliar y el biosensor. Después de obtener una sefial de fondo estable,
se adicionan con micropipeta diferentes voltmenes del sustrato
(glucosa) para determinar el intervalo de linealidad, a partir de la
representacién gréfica de la corriente frente a los valores de la

concentracidn de glucosa.

El limite de deteccién del amperimetro a las condiciones de
operacidon es de 0.01 pA en donde ésta corresponde a la relacién

sefial/ruido de tres (Sefial/ruido=3). EI limite superior de respuesta
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lineal {(LSRL), asi como el [imite inferior de linealidad (LIRL}), se
determinan graficamente. La sensibilidad corresponde a la pendiente de

la curva de calibracién[7].

5.3.2 Evaluacion del tiempo de respuesta del biosensor

Establecidas las condiciones de ftrabaio (potencial, electrolito
soporte, pH v fuerza idnica) se proceden a determinar el tiempo de
respuesta del biosenser. Experimentalmente se coloca el biosensor en el
electrolito soporte junto con el electrodo de referencia y el auxiliar, v se
espera hasta obtener una sefal de fondo estable postericrmente, se
realiza una adicidn del sustrato y se determina el tiempo en gue tarda
en alcanzarse el 98% de la sefial analitica. Bibliograficamente se reporta
[7] que el tiempo de respuesta cuando el material bioldgico se
encuentra inmovilizado en un biccomposite puede estar comprendido

entre los treinta segundos hasta los diez minutos.

Los factores que determinan ef tiempo de respuesta del biosensor

son los siguientes:

ay La disponibilidad del centro activo para interaccionar con e!
sustrato, Es decir, la dispoenibilidad del centre active de fa enzima
depende directamente de las interacciones guimicas que se den
entre la resina, polvo de grafito y enzima, Cuando se da el proceso
de curado existe una desnaturalizacidon del material bicldgico, en
este sentido no es posiblte disminuir dichas interaccicnes.

b} De la rapidez con que difunda el sustrato del seno de la solucién a
la interfase del biosensor. En este punfoc se busca optimizar el

transporte del sustrato hacia el biosensor, contrelando la velocidad
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de agitacion, el tamafio de la barra magnética v fa colocacion del

biosensor dentro de la ceida electroguimica.

5.3.3 Tiempo de vida del biosensor

El estudic de vida del biosensor es un facior gque nos muestra el
tiempo util de uso. Es decir, el tiempo en ei cual se obtiene
estadisticamente fa misma sefia! analitica. La pérdida de la respuesta
del biosensor obedece a los siguientes factores:

(a) Exista una deficiente inmovilizacién de las enzimas
{b) Pérdida de la enzima por efecto del pulido vigoroso

{c) Pérdida de la enzima por destruccién del biocomposite

Independientemente de cualquiera de los factores gue |la
ocasionen es indispensable realizar el estudio y conocer el intervalo de
tiempo en el cual la respuesta analitica es estadisticamente la misma.
Ademads de evaluar el tiempo de vida del biosensor se establece la
reproducibilidad y la repetibilidad de la sefial analitica, ambos con ios
mismes limites de confianza preestablecidos anteriormente. Estos

estudios se reafizan simultaneamente.

5.3.4 Estudio de interferencias

Las aplicacicnes que se le pueden dar al biosensor de glucosa
oxidasa son muy variadas, que van desde el area clinica hasta el control
de alimentos y bebidas, en este caso en particular se pretende

cuantificar la cantidad de glucosa presente en jugos comerciales, para
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ello es necesaric conocer la composicion de la muestra, generalmente
esta informacidn es posible conoceria consultando el marbete del envase
el cual, ncs proporciona directamente el productor, la informacién
cualitativa y cuantitativa es el primer paso para que se nos muestre un
panorama cn general de las sustancias que componen ia muestra
(editivos, edulcorantes, colorantes, saborizantes, antioxidantes, etc). El
segundo paso es la revisidn bibliogréfica de cada una de las sustancias,
el conocimiento de las caracteristicas fisicoquimicas de cada una de
ellas, especificemente {as propiedades redox. Al tener inmovilizada la
enzima en el biccomposite se asegura una alta especificidad al sustrato;
sin embargo, la superficie del biosensor también estd constituida por
polve de grafito, en la cual se pueden dar procesos electroquimicos.
Consecuentemente es necesario eliminar todas las especies guimicas,
diferentes al sustrato, con propiedades redox que puedan oxidarse o
reducirse al potencial al cual se lleva a cabo 1a amperometria. Por otra
parte se busca que no exista un fratamiento previo de la muestra; es
decir, que solo se lleven & cabo diluciones por medic de |a prueba de
ensayo y error hasta legrar que se obtenga una sefial que se encuentre
dentro del intervalo de respuesta lineal v que dicha sefial sélo provenga

de la interaccion enzima-sustrato.

5.4 CONSTRUCCION DEL BIOSENSOR GLUCOSA OXIDASA

Cecn la finalidad de establecer una adecuada respuesta por parte
del biosensor se construyen diferentes biosensores en los cuales se varia
la cantidad de la enzima manteniendo constante la proporcion del
grafito, endurecedor y fa resina, el aumento en la cantidad de enzima
presente trae consigo el aumento de la resistencia de los biosensores

porgue las proteinas son materiales no conductores. La resistencia que

31



exhibe el transductor (grafito-epotek H77) a utilizar oscila entre 3 y 5
KQ. Aunque también la resistencia depende de la cantidad de grafito
presente se sabe que la resina epotek H77 solo acepta un maximo del
20% de éste un incrementc en la cantidad afectaria el proceso de

curado.

Para encontrar la proporcidon oOptima en la composicién del
biccomposite deben de cubrirse tres aspecto: a) gue la resistencia sea la
minima, b) que la respueste del biosensor sea la maxima a las
condiciones del sustrato y ¢) gue no se destruya la superficie del

biosensor con el uso.

5.5 EVALUACION DE LA RESPUESTA DEL BIOSENSOR

Como se mencionc con anterioridad, con la finalidad de establecer
una adecuada respuesta por parie def biosenscr se construyeron dos de
éstos con diferentes contenidos de enzima manteniendo constanie la
proporcion del composite (resina-grafito) y sometiéndolos & las mismas
condiciones de analisis. Para establecer el biocomposite dptimo se
evella la estabilidad de la sefial para una adicion del sustrato, la rapidez
en la respuesta y la integridad del biocomposite. Si existen dos
biccomposites que cumplan los requisitos anteriores, se elige aquel gque
presentz la mayor respuesta analitica para una concentracién constante

del sustrato.
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 REACTIVOS, EQUIPQO, MATERIAL DE VIDRIC Y CUIDADQOS
REACTIVOS

*» Agua desionizada.

< Fosfato dibasico de sodio-heptahidratado (NayHPO4. 7H;0) Merck.

% Fosfato monobésico de sodic {NaH;PQ,4. H,O) Merck.
< Hidroxido de scdio (NaOH) Merck.

s+ Cloruro de sodio (NaCl) Monterrey

% Resina Epotek H77

» Polvo de grafito

BiochemicalCorporation 125 U/mg lote 57A 847
< B-D-Glucosa (Merck)

EQUIPO:

< Balanza analitica, METTLER-TOLEDQ. AB204

<+ Potencidmetro, METTLER-TOLEDG Delta 340

% Sistema desionizador de agua MILL-Q Water system
% Agitador magnético, COORNIG-PC353

< Unidad Amperomeétrica BAS

< Electrodo de Calomel saturado

% Electrodo de platino

% Biosensor de glucosa oxidasa

< Enzima  Glucosa oxidasa (Aspergiflus niger)  Worthington
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MATERIAL DE VIDRIC

% Celda electroguimica

% Matraz volumeétrico de 500, 100 y 50 ml.
% Pipeta volumétrica de 25, 10y 5 ml

< Micropipeta de 200 ni.

< Vaso de precipitados de 50, 100 y 250 ml.
% Vidrio de reloj

CUIDADOS DURANTE LA EXPERIMENTACION

a) La solucion buffer (NazHPQOs 7H0 + NaH2P0O4. H,O + NaCl)
debe de mantenerse en refrigeracidon cuandoc no sé este
utifizando, esto con Iz finalidad de retardar el crecimiento de
hongos y/0 bacteria en la solucidn.

b) La solucién estdndar de glucosa debera mantenerse en
refrigeracion para evitar [a formacién de hongos y bacterias.

c) Durante la experimentacion fos biosensores deberén pulirse
antes de cada curva de calibracién con una lija del nGmero 500
¥y con un poco de agua desionizada.

d) Entre cada curva de calibracién la celda electroguimica debera
de lavarse perfectamenie y enjuagarse al final con agua

desionizada.

6.2 CONSTRUCCION DEL BIOSENSOR

Para ia construccién del bicsensor se siguen des pasos; el primero
corresponde a la preparacidén del composite, en donde se pesaron los

siguientes componentes:
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a) 0.79 de resina epotek H77
b) 0.1g de endurecedor
c) 0.2g de polvo de grafito

Se mezcian perfectamente  ios componentes  anteriores
(composite) hasta obtener una pasta homogénea, conciuido este
procesec se procede a incorporar la enzima GOD (biocompcesite).
Nuevamente se mezcla todo perfectamente. A continuacion el
biocomposite se introduce en la cavidad del cuerpo del biosensor (figura
VI.1).

CONSTRUCCION DEL BIOSENSOR

Tubo de PVC

o fongitud®
Disco de cobre 5
Tubo de PVC 6 18

*

mim

Figura VI.1 En la figura se muestra la técnica de construccion de un
biosensor.
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Finalmente se procede a realizar el proceso de curado, que se
fleva a cabo a 40°C durante 5 dias. Esté temperatura no puede ser mas
alta porque pierde la rigidez el tubo de PVC. En la tabla V1.1 se muestra

fa composicién final de cada uno de los biosensores preparados.

TABLA VI.1 Componentes correspondientes a cada serie de
biosensores elaborades.

BIOSENSOR GOD % LCOMPOSITE( )j
: 1A 3 i
1B 3 0.4
2 A 1 0.4 :

_ 2B ! 1 04 |

Al finalizar el tiempo de curado, se pulen ios bigsensores con una

lija del nimero 500 y con agua hasta tener una superficie especuiar
Posteriormente se hidratan los biosensores, colocandose verticalmente
y con la parte del biccomposite hacia abajo en un vaso de precipitades
que contiene agua desionizada de teal manera que ésta no cubra el
biosensor durante 48 horas, con la finalidad de activar a la enzima.

Las diferentes cantidades de enzima adicionada a! composite
corresponden a la necesidad de construir un biosensor éptimo en donde
al obtener las correspondientes respuestas se pueda elegir de ser
posible a aquel que contenga la minima cantidad de enzima pero que

muestre resultados confiables.

Al finalizar el tiempo de curado se obtuvieron biosensores de
matriz rigida, los cuales presentaron una gran estabilidad fisica. Lo cual
se comprobd en el momentc de lievar acabo el pulido en el cual no se

observo desprendimiento del biocomposite.
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6.3 PARAMETROS OPTIMOS PARA EL FUNCIONAMIENTC DEL
BIOSENSQOR

En el servicio social (ver anexo 1) se trabajo con el biosensor de
alcohol oxidasa {AQ). Este bipsensor funciona en forma equivalente al
de GOD, ya gue en ambas reacciones enzimaticas se produce perdxidc
de hidrégeno y con este producto es con el gue se realizara el
seguimiento de la reaccién enzimatica. Por lo tanto son extrapolablas

{os resultados obtenidos en el servicio sccial.

Para determinar las condiciones &ptimas de funcionamiento del
biosensor de AQ, como son: el potencial al cual se ilevan a cabo las
amperometrias, la concentracidon del electrolito scoporte y pH se
describen a centinuacién como se obtuvieron estos parametros. En el

anexo 1 se describe detalladamente el procedimiento gue se siguid.

En cuanto al potencial de trabajo se lleve a cabo una
voltamperometria lineal (VL), en la cual se determino el potencial
optimo de trabajo. Primeramente se realizé la VL del electrolito soporte,
con el fin de establecer que éste no contiene impurezas electroactivas vy
asi asegurar que la respuesta obtenida en presencia del sustrato se
debe Unicamente a la respuesta del biosensor. A continuacion se
adiciond etano! al electrolito soporte v se obtuvo la VL. Es importante
sefizlar que en ambas VL se utilizé cono electrode de trabajo el
biosensor. Los resultados obtenidos se muestran en la figura VI.2.
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Figura VI.Z Voltamperograma lineal para el biosensor de glucosa
oxidasa. Como electrolito soporte se utilizé una solucidn buffer de

fosfatos 0.1 M en NaCl 0.1 M pH=6.0

De acuerdo con la figura anterior se observa gue al potencial al

cual la oxidacidn del perdxido de hidrégens, formado en la reaccién
enzimatica que se lleva a cabo entre la enzima AO vy etanol, se obtiens
a un potencial de 1050 mV vs Ag/AgCl. Tedricamente se debia haber
obtenido una meseta, la cual no se obtiene debidc a la oxidacion en

cuestion se encuentra cerca del murc de oxidacidn del agua.
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En cuanto a los parametros restantes se muestran los resultados
con las condiciones de trabajo Optimas, donde el biosensor posee su

mayor actividad.

Tabla VI.2 Condiciones oOptimas de trabajc del biosensor

§ FACTOR | VALOR OPTIMO
PH 6.0
CONC. DE NacCl 0.1 M
__CONC. ELECTROLITO SOPORTE 0.1 M
| POTENCIAL* 1050mV

*El potencial esta referido con respecto a un electrodo de Ag/AgCl. El electrolito
soporte corresponde a una solucidn buifer de fosfatos, la fuerza 10nica se Impone con
la sal monovalente, NaCl.

Los valores o parametros mostrados en la tabla VI.1 son los que a
lo largo de este trabajo se mantendrédn de manera ccnstante, con ello
se garantiza que el biosensor en si desarrolla su maxima actividad sin
arriesgar la pérdida o degradacitn de la enzima, asi como la proteccion
del mismo biosensor, es decir, que no se produzca reblandecimiento de
la superficie 0 escamacion y por lo tanto {a pérdida como entidad fisica.
Para mantener la actividad del! biosensor de manara uniforme es
necesario pulir [a superficie con una lija del nimero 500 y con un poco

de @gua, esto se rezliza antes de reaiizar cada una de las curvas.

6.4 EVALUACION DE LA RESPUESTA DEL BIOSENSOR

A partir de este apartado se trabaja ya con los biosensores de
GOD. Una vez que se lleva el proceso de curado |os bicsensores se
hidratan colocandelos sumergidos en un poco de agua durante cuatro ¢
cinco dias, esto con la finalidad de ayudar en la activacion de ia enzima

y posteriormente lievar a cabo la caracterizacion de los mismos.
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Para activar en forma completa al biosensor se realizan curvas de
cafibracion puliendo la superficie de éste, hasta cbitener pendientes
similares para cada unc de los biosensores. Con ellc se establece que ia
actividad de la enzima ha llegado a su méaximo con lo cual es posible
comparar los resultados y determinar que biosenser aporta la mejor
repuesta, asi como la cantidad de enzima gue es necesaria para realizar

la determinacidn.

Para evaluar la respuesta de los biosensores vy finalmente escoger
a aquel gue nos proporcione una respuesta confiable se realizaron
curvas de cahbracion, cada una por triplicado y para cada uno de ios
biosensores, dichas curvas se realizaron por el método de adiciones
continuas. Para elio se coloca cierta cantidad de electrolito soporte en |a
celda electroguimica, se colocan los electrodos (el auxiliar y referencia )
junto con el hiosensor, al obtener una sefial de fondc estabfe se

adicicna con micropipeta el sustrato y finalmente se registra ia sefial.

Durante este proceso se ohserva de manera visual si existe o no
alguna modificecidon en fa superficie del biosensor (esto se realiza
después de realizar cada curva de calibracién), aparentemente se
obtuvieron biosensores rigidos vy fisicamente estable es necesario
evaluar en esta etapz cualquier alteracién lo cual de ocurrir nos

indicarfa un proceso de curado deficiente.
Bajo tos requisitos mencionados se probaron los biosensores

construidos (ver tabla VI.1). Las curvas de calibracidn cbtenidas se

muestran en la figura VI.3.
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Figura VI.3 Curvas de calibracion de glucosa para los cuatro distintos
biosensores construidos. Como electrolitc soporte se utilizd solucidon
buffer 0.1 M, en NaCl 0.1 M a pH=6.0 a un potencial de 1050 mV. ¢
biosensor 1A, O biosensor 1B, 4 biosensor 2A y @ biosensor 2B, Las
curvas que sepresentan corresponden a valores promedio y los
biosensores se encuentran activados

Como se aobserva en la figura VI.3 los biosensores
correspondientes a las series 2 A y 2 B presentan respuestas diferentes
aun cuando la cantidad de enzima es la misma para ambos casos (1%).
Lo que nos lleva a pensar que la cantidad de enzima es deficiente (ver
tabla IV.1) por lo que no se obtiene una respuesta continua vy
constante, a pesar de llevar a cabo la experimentacion de la misma
forma que para los biosenscres de la otra serie. Los biosensores de la
serie 1 poseen respuestas similares, siendo mas alta en comparacién

con los de la serie 2, lo que es de esperarse ya que contienen mayor
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cantidad de enzima (3%). Demostrandose gue al haber un mayor
porcentaje de enzima en el biocompaosite, la interaccion enzima-sustrato
se lleva a cabo sin ninguna dificuitad, obteniéndose asi una mayor
sensibilidad de ta respuesta y por io tanto el intervalo de linealidad es
mas amplio. En la tabia V1.2 se muastran las pendientes v los intervalos

obtenidos.

TABLA VI.3 Resultados obtenidos de las curvas de calibracién
mostradas en ia figura VI.3 con el biosensor de GOD.

BIOSENSCR | LSRL (mg/ml) g LIRS (mg/ml) SENSIBILIDAD 1
P (:A ml/mg) B
1A 1.7050 0.1632 0.0602 i
1B i 1.7102 0.1632 0.0605
2 A 1.5661 0.1632 0.0325
2B 0.5993 0.1632 0.0154

El tiempo de respuesta se determind visualmente v de manera
simultédnea a la experimentacion en donde se determind que al cabo de
30 segundos se obfiene una lectura estable entre cada adicion,
garantizando asi obtener lecturas conflables. Del misme modo se
observd gue la superficie dei biosensor no presentd dafic alguno, ya que
al momentc de realizar cada una de las curvas se comprobd la rigidez v

la integridad fisica del biosensor.

A partir de los resultados obtenidos anteriormente, se decidio
construir un nuevo biosensor, con el porcentaje de enzima dptimo que
nes proporcionara una respuesta confiable para la cuantificacion de la
glucosa. Este porcentaje oOptimo de enzima es el gue pertenece a los
biosensores 1A y 1B. Para la construccidon del nuevo biosensor se sigue

el mism¢ procedimiento descrito en el apartado 6.2
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6.5 EVALUACION DE LA RESPUESTA DEL NUEVO BIOSENSOR DE
GLUCOSA OXIDASA (GOD)

Fue necesaric preparar nuevos biosensores, &l biccomposite es
iguai al reportado en la tabla VI.1 de la serie 1. Estos nuevos
biosensores se etiquetaron como C1 y C2. Es importante sefalar que
estuvieron sin funcionar por mas de nueve meses almacenados, debido
a 1a huelga en la UNAM. Transcurrido este tiempo se procedid a realizar
la confiabilidad de la respuesta, con el fin de asegurar que la enzima sa
encuentre activa y que los datecs reportados sean confiables. Para ello
se induce la activacidén sometiendo al biosensor a !as condiciones ya
establecidas (mencionadas en el apartado 6.3) y repitiendo las curvas
de calibracidn hasta que estas muestren una uniformidad de la
respuesta, es decir, las pendientes sean similares, asi como el tiempo
de respuesta y el intervalo de linealidad. En ta figura VI.4 se muestran
las curvas de calibracidon promedio (25 curvas de calibracion por
biosensor).
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Figura VI.4 Curvas de calibracion promedio de glucosa. Como
electroiito soporte se utilizd solucién buffer 0.1 M, en NaCl 0.1 M a
pH=6.0 a un potencial de 1050 mV. ¢ biosensor C1 y B biosensor C2.

Los resultados mostrados en la figura VI.4 demuestran gue el
biosensor de la serie C1 responde mejor, va que la sensibilidad y el
intervalo de linealidad obtenido es equivalente a la serie 2 (ver figura
VI1.1). Con respecto al biosensor C2, la respuesta no es la esperada, es
menor con respecto al biosensor Cl. Puliendo la superficie dej biosensor
C2 no se llega a obtener la pendiente esperada. Lo cual se puede deber
a que la enzima -haya perdido actividad o por una deficiente
inmovilizacién. Aln cuando se construyercn de la misma manera y el
mismo dia no hay que descartar los posibles errores en la construccién.

El periodo de almacenamiento no afecta la actividad de la enzima ya
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que como lo demuestra la actividad de las dos series, existe respuesta
de la enzima al entrar en contacto con el sustrate (glucosa). A pesar de
gue se trato de activar la enzima para la serie C2 y no fue posible, se
decidid trabajar Unicamente con el biosensor de la serie C1 por sus

caracteristicas ya mencionadas.

En la tebla VI.4 se muestran las pendientes promedio (que
corresponden a 25 curvas de calibracidon por biosensor)para ios dos

bicsensores.

TABLA VI.4 Resuitados estadisticos para los biosensores Cl y C2 de
GOD. La pendiente corresponde al pormedio de 25 curvas de calibracion
por biosensor. Comeo electrolito soporte se utiliza una solucidén de
fosfato 0.1 M y NaCl 0.1M a pH= 6.0. El potencial de trabajo es da 1050
mv.
! BIOSENSOR | Pendiente (uA ml/mg) | Coef. De correlacién (R?
’ C1 0.9466 0.9986

c2 J 0.4743 | 0.9856

68.5.1 Tiempo de vida del biosensor

La evaiuacion det tiempo de vida del hiosensor se realizo de
manera concurrente; es decir, durante el desarrollo de la investigacion,
para ello se compararon las curvas de calibracion construidas en
diferentes dias las cuales corresponden a cuatro meses diferentes. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura VI1.5.
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Figura V1.5 Curvas de calibracidn de Glucosa empleando un biosensor
de matriz rigida de GOD para el biosensor C1. Como electrotito soporte
se utilizd solucidén buffer 0.1 M, en NaCl 0.1 M a pH=6.0 e imponiendo
un potencial de 1050 mv. (A) Corresponde a las cuatro meses que se
realizo el estudio, las curvas de calibracion se obtenien cada semana,
mostrandose el promedio de cada mes. {B) Gréfica con barras de error
obtenida a partir de los resultados mostrados en la figura VI.3A

Tabla VI.5 Parametros estadisticos obtenidos para las curvas de

cahbracmn promedio de cada mes. La pendiente estd expresada en
mgmLpA.

[ Abril Mayo Junio Julio C.V.*
| Pendiente 0.9445 0.9354 0.9483 0.9429 1.245
LIntercepto 0.0003 | 0.0004 | 0.0003 0.0003 0.521
0.9975 0.9968 0.9958 | 0.9956 |
C.V =Coefleciente de variacién
Como se observa tanto en la figura VI.5 y la tabia VL5 los

parametros estadisticos de las curvas son simiares De acuerdo con la
bibliografia la linealidad entre los sistemas se evallan de acuerdo a los
0.98 y CV. £ 5 %.

que la linealidad del sistema se ajusta a los criterics establecidos {7].

siguientes criterios: R? > Por lo gue podemos decir
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Con estos resultados se observa que el Dbiosensor mantiene
durante cuatro meses el intervalo de respuesta, lc que garantiza gue el
hiosensor tiene un tiempo de vida media de por lo menos cuatro meses.
Es importante sefialar que a lo large del trabajo el biosenscr no sufrié
dafios fisicos en la superficie aun cuando se ie pulid antes de cada
curva, los cuidades que se tuvieron durante esta etapa fue mantenerlos
hidratados durante los dias que no se usaron, como se ha descrito en el
apartado VI.2.

6.5.2 Estudios de reproducibilidad y repetibilidad

La reproducibilidad se evalud para el biosensor C1. Para elio nos
abocaremos a la figura VI.4 vy la tabla VI.4. Los parametros estadisticos
obtenidos {pendiente y C.V.}. Demuestran que existe reproducibilidad
de la sefial, ya que las pendientes obtenidas son equivalentes
estadisticamente (ver tabla VI.6). Ademas, el calculo del CV es menor
al 5%, valor gue se reporta en |z bibliografia.

Tabla VI.6 Resultados obtenidos para cada biosensor de un mismo [ote

con un contenido de enzima del 3%. La pendiente estd expresada en

mgmL2pA.

Bisensor 1* 2* 3% 4* 5* Pendiente| C.V.
C1 0.1470 | 0.1471 | 0.1469 | 0.1470 | G.1470 0.9466 | 0.7342

*corresponde a una misma adicén de sustrate de 0.5587 mg/ml de glucosa para
diferentes curvas promedio.

Lz repetibilidad de la respuesta del biosensor se evalud con el
biocsensor de la serie Ci con el que se realizé todo el estudic en el
presente trabajo; para ello se comparan las curvas construidas a lo
iargo de todo el trabajo, y nos referiremos a la figura VI.5 y ia tabla

V1.5. Como se puede observar las cuatro curvas muestran una
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pendiente y coeficiente de correlacién muy similar, de tal modo que ei
coeficiente de variacion, obtenido ia pendiente es igual a 1.245%, nos
confirma gue al ser menor el valor obtenido con respecto al esperado
(de 5%) se presentan verdaderas replicas del ensayo al estimar a la
muestra; es decir, existe la repeti d de la respuesta por parte del
biocsensor de la serie C1.

6.6 Estudio de interferencias

Como se menciono anteriormente, el estudio de cada una de ias
sustancias presentes en la muestra comercial ncs demuestrz la
posibilidad de que el acido ascorbico {vitamina C) si puede interferir en
la determinacién de la glucosa en las muestras. Esta vitamina es capaz
de oxidarse en la superficie del biosensor o en el sistema va que como
se mantiene una agitacion constante del mismo para proveer el oxigeno
con el cual sera posible la actividad enzimatica, esté mismo oxigeno
facilita la oxidacidén del &cido ascorbice, con lo cual la sefial obtenida
corresponderfa a la sefial de la actividad enzima-sustratc mas la sefial

de la oxidacién de la vitamina C.

Para este estudio se prepararon dos soluciones estandar de acido
ascorbico(véase tabla VI.7):
1. La primera que corresponde a la menor cantidad de vitamina C
presente en las muestras; es decir, 10° M (solucidn 1)
2. En este experimento la concentracion de acido ascérbico (solucién 2}

corresponde a la mayor cantidad (3*107* M)

Se monta el sisterna como, cuandc ya se tiene una sefial de fondo

estable se [e adiciona 1 mL de la primera solucion estandar se toma la
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fectura correspondiente, esta determinacion se hace por triplicade, v lo

mismo se realiza para la segunda solucidn esténdar.

TABLA VI,7 Resultados obtenidos de ias determinaciones puntuales de
acido ascérbico. Estandar 1 corresponde a una concentracion de 107 M,
el estdndar 2 corresponde @ una concentracién de 3*10™* M. El estudio
se realizd por triplicado, como electrolito soporte una sclucion buffer de
fosfatos 0.1M,en NaCl 0.1 M a pE 6.0 a un potencial de trabajo de 1050
mV.

" Acido ascdrbico estandar | RESPUESTA (uA) ﬁ
Solucion 1 NO HUBO RESPUESTA }
] Solucion 2 NO HUBO RESPUESTA !

A lo largo de éste estudio se comprobd que la cantidad de é&cido
ascorbico (vitamina C) es daspreciable con respecto a la cantidad ds
glucosa que se tendria a las mismas condiciones, por lo que no se
obtiene respuesta por parte del biosensor, cabe mencionar que ia
sclucidén estéandar se manejo de la misma manera que la muestra, es
decir, que ninguna de las dos se protegid de la luz, yva que hay que
recordar que ésta oxida a la vitamina en un periodo de 3-5 minutos,
considerando el tiempo de preparacion del estdndar vy de dilucidn de la
muestra méas el tiempo que transcurre en obtenerse la sefial de fondo
estable, es posible que [a enzima ya se encuentre degradada en el
momento de su cuantificacion, aln cuando esta lograra oxidarse en la
superficie del biosensor ya sea por la iuz 0 el oxigeno del medio. La
aplicacion de un potencial constante de 1050 mV no hace posible su
cuantificacidén ya que tampoco estd presente la enzima correspondiente.
Por lo que podemos decir que el acido ascdrbico no interfiere en la
respuesta del biosensor y solo se obtiene una respuesta cuando

interactia en el medio la enzima v el sustrato.
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CAPITULO VII
APLICACIONES

7.1 APLICACIONES

Las aplicaciones que se le pueden dar a un biosensor de gluccsa
oxidasa son muy amplias y en areas tan complejas desde el punto de
vista analitico. En el presente trabajo ia aplicacién es directamente en la
cuantificacién de glucosa presente en muestras comerciales (jugos
sabor naranja). En estos productos ademas de la gluccsa se encuentra
otros azticares como la sacarosa, maltosa, fructosa. La importancia de
determinar glucosa radica en este tipo de muestras sea posible

cuantificarla, sin un tratamiento previo de la muestra [4].

El estudio de nuevos métodos de cuantificacion se lleva a cabo
con la finalidad de reemplazar a los ya existentes. Con la garantia de
ofrecer analisis rapidos, confiables y baratos. La determinaciéon vy
cuantificacién de glucosa presente en una muestra es un analisis

rutinario pero no por eso sencillo.

7.2 CUANTIFICACION

En el presente trabajo para hacer la determinacion se Hevaron a
caho curvas de calibracion con un estdndar de glucosa de una
concentracion de 0.1M. Las curvas se realizaron por triplicado y en dias
diferentes con la finalidad de evaluar la repetitibilidad, reprcducibilidad
y el tiempo de vida del biosensor. Se tuvo que repetir este experimento,
debido a que se construyé un nuevo biosensor. Los resultados

ohtenidos se muestran en la figura VIL1.
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Figura VII.1 Curva de calibracion promedio de glucosa. Como
electrolito soporte se utilizd solucién buffer 0.1 M, en NaCl 0.1 M a
pH=6.0 a un potencial de 1050 mV.

De acuerdo con los resultados obtenidos se llega a la conclusion
de que la respuesta del biosensor es reproducible y repetitiva. Una vez
realizado lo anterior se analizd la muestra para lo cual no se necesifo
flevar a cabo un tratamientc previo. El {nico procedimiento gque se
realizo fue lo siguiente, dadc que el marbete de la muestra no reporta
la cantidad total de glucosa sino de azlcares totales se prepararon
varias diluciones con la finalidad de determinar cual era la adecuada, de
tal manera que la respuesta esperada se encontrara dentro de la curva
de calibracion. Una vez determinado lo anterior se prepara la muestra
con fa dilucion correcta, empleando como diluyente la sclucién buffer de
fosfatos para conservar la naturaleza del medio de trabajo. Se monta el

sisterna y ya gque se obtiene una sefial de fondo estable se realizan
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cuatro adiciones de ¢.2 ul cada una de la solucién esténdar se toman la
lecturas correspondientes y la guinta adicidon se hace con la muestra
{0.2 ul) se toma la iectura correspondiente, se realiza la cuantificacion y
se determina el contenide en ia muestra. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla VIL.1

TABLA VII. 1 Resultados cbtenidos en la cuantificaciéon de glucosa en
jugos de marcas comerciales, 1.- Ami, 2.- Tampico citrus punch, 3.-
pascualin, 4.- Boing.

JUGO Gramos / racién_ | KCal % g]ucosaﬁ

1 4.1934 i 15.7477 9.8423 |

L 2 27.1391 101.7716 63.0727 ‘\
F 3 18.8680 70.7549 ;‘ 44,2219

4 21.0860 79.0717 49.4198 !

En la literatura se reporta que el contenido de azicares presentes
en un jugo comercial independientemente del tipo de éste es una
mezcla de fructosa y glucosa en donde el porcentaje de este Ultimo no
debera exceder el 60% y no ser menor del 40 9% el resto representa el
contenide de fructosa [5]. El contenido energético reportado no debe
exceder de 160 Kcal, en cuanto al contenido en gramos la USDA vy la
FDA recomiendan que en bebidas la cantidad de azlcares no debe ser

mayor a los 40 gramos por racién [12].

Como se observa en la tabla VII.1 los resultados encontrados, a
excepcion de los dos primeros, se encuentran dentre de los pardmetros
establecidos; sin embargo, los resultados demuestran que nc existe
uniformidad de contenido en la elaboracién del producto ya que como
se describid anteriormente (ver tabla [.1) las sustancias presentes asi
como las cantidades son muy distintas, lo que concuerda cen lo vya
astablecido en donde el contenido de azucares totales. Por tanto, el de

glucosa varia dependiendo del estdndar establecido por cada productor.
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Aungue en este trabajo de investigacién se iogro la cuantificacion
de la giucosa en jugos comerciales es necesario realizar ctra técnica
analitica, en estos mismos jugos, para establecer que los resultados
obtenidos son fiables, ademas de validar el método.
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CAPITULO VIII
CONCLUSIONES

8.1 CONCLUSIONES

. Es posible construir un biosensor de glucosa oxidasa (GOD), basado

en un biocomposite rigido

. la actividad de ia enzima glucosa oxidasa (GOD) no se ve afectada

por periodos largos de almacenamiento, por lo menos en 4 meses.

. El funcionamiento del biosensor es posible en un medic de electrolito
soporte de fosfatos a 0.1 M en NaCl 0.1 M a pH 6 a un potencial de
1050 mv.

. El intervalo de linealidad para el biosensor se encuentra entre 0.17 a

1.91 mg/ml! de glucose.

. El biosensor si responde a la presencia de la glucosa presente en una
muestra comercial de jugo no siendo necesaric algin tratamiento
previo de la muestra ni el uso de reactantes externos para poner de

manifiesto al analito de interés.

. Es posible llevar a cabo la cuantificacién de glucosa en muestras
comerciales, aungue para eljo falta realizar estudios mas especifices
sobre las caracteristicas de las muestras y las formulaciones del
productor.
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OBJETIVO ACADEMICO.

. Construir y caracterizar un biosensor ampercmeétrico de matriz rigida
basado en un biocomposite constituido por la enzima alcohol oxidasa
{AQ). Que sirva como una técnica analitica alternativa para la

cuantificacién de etanocl en bebidas alcohdlicas.

. Aplicar los conocimientos tedricos y habilidad practica adquiridas en
ias asignaturas de la licenciatura de Q.F.B. Principalmente Anélisis I,
II y I1f, Quimica Organica I, II y 1II, Bicestadistica, Fisicoquimica Iy
II, v Bioguimica, para el estudio de los dispositivos analiticos
(Biosensores).

OBIETIVO SOCIAL.

. Desarrcllar una técnica analitica altamente sensible que permita
cuantificar etanol en bebidas alcohdlicas con un menor costo de
anadlisis, pero con la sensibilidad vy selectividad que exhibe Ia
cromatografia de iiquidos de alta resolucién (HPLC).

OBJETIVOS DEL PROGRAMA.

. Elaborar biosensores desarrollados en un biccomposite de polvo de

grafito + resina epdxica + la enzima {alcohol- oxidasa).
. Observar el comportamiento del biosensor a través de la técnica de

polarograffa lineal empleando diferentes electrolitos soportes, as!

como distinta fuerza idnica y pH.
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INTRODUCCIGN.

El interés por analizar diversas especies quimicas ha provocado el
desarrollo de nuevos instrumentes analiticos gue no requieren grandes
costos de instalacidn y mantenimiento, y que a su vez simplifiquen el

estudio de los analitos, sin arriesgar la confiabifidad en la cuantificacion.

Entre los nuevos instrumentos analiticos desarrollados se
encuentran aquellos que incorporan un elemento bicldgico de
reconocimiento molecular, el cual estd intimamente integrado en el

transducter; a éste se le conoce como BIOSENSQOR.

El contacto intimo con el transductor hace posible transformar la
interaccién del analito con el elemento biolégico en una sefial que el
transductor se encarga de captar y traducir, generalmente al dominio
eléctrico u dptico para postericrmente amplificarlo y obtener la sefal
analitica [3].

En el disefio de los biosensores el material bioldgico se puede
inmovilizar superficialmente sobre el transductor empleando alguna de
las siguientes técnicas: entrecruzamiento quimico, enlace covalente,
retencidn a través de una membrana inerte, adsorcidn fisica sobre la
superficie de un sélido y atrapamiento en una matriz polimérica. El
componente bioldgico se inmoviliza sobre la superficie del transductor
buscando la maxima proximidad posible entre estos dos componentes,
ya que ello refleja el buen funcionamiento de los biosensores. Con esto
se gana estabilidad en la sefial analitica, nula perdida en la actividad
hioldgica v un tiempo de vida prolongado. La inmovilizacion superficial
se lleva & cabo mediante procedimientos de via himeda. Oftra

alternativa es mediante la inmaovilizacidon en una matriz rigida. La cual
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esta constituida por el composite que es la combinacién de por lo
menos dos componentes diferentes para formar un nuevo material,
conservando las propiedades individuales. En el caso de los composites
conductores estos estan constituidos por dos partes: la fase conductora
en fa que se utiiiza poivo de grafito y la fase aislante en la cual se
utilizan resinas de cualguier clase hasta liquideos altamente viscosos, Al
incorporar el material bioldgico al composite se da lugar al hiocormnposite

[2].

Al construir un bicsensor se logra unz &lta selectividad vy
sensibilidad. La selectividad esta en funcidn dei material bioldgico, v fa
sensibilidad depende del material bioldgico asi como del transductor.
Aparte de estas caracteristicas, se busca que un biosensor cumpla con
los siguientes requisitos: respuesta analitica medible, amplio intervalos
de linealidad, exactitud y precision, tiempo de vida extenso, tiempo de

respuesta cotrto, respuesta continua.

Las aplicaciones de los biosensores amperométricos estdn
principalmente enfocado al azndlisis de alimentos, otro importante
campo es en la bicmedicing; los biosensores en esta drea tienen un
campe ilimitado, ya que la instrumentacidon estd consolidada, y permite
una alta frecuencia de analisis. Ademas, los biosensores por sus
caracteristicas de uso in situ, facilidad de uso, minimo tratamiento de la
muestra, bajo costo, reduccién de tiempos de analisis, confiabilidad de
estudio, etc., van encontrando aplicaciones donde no pueden liegar las
grandes equipos [3].

En el ambito ambiental se han utilizade para detectar y medir

sustancias toxicas o mutagénicas; Por ejemplo pesticidas presentes en
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aguas de riego. Otro campo explotado por ios biosensores es en jos

procesc fermentativos.

Para realizar una determinacidn amperomeétrica es necesario
conocer las condiciones de trabajo con ello nos referimos al tipo de
electrolito soporte, pH adecuado, potencial de trabajo y fuerza idnice,
ya que cada uno de estos factores aporta estabilidad al sistema en
estudio. En cuanto al electrolito soporie (solucidn buffer) se busca que
este junto con el pH impuesto aporten estabilidad ala enzima, es decir,
no provoquen sut degradacidn y ademas, sea inerte a ella, la fuerza
iGnica se establece con la finalidad de disminuir la resistividad del medio
finalmente el potencial al cual se lievara a cabo el estudio debera ser tal

que mida la corriente generada por la actividad enzimatica {4].

Para lievar a cabo el estudio en el presente trabajo se hicieron
una serie de consideraciones con la finalidad de optimizar el desarrollo

experimental.

Como electrolito soporte se decidié trabajar con el buffer de
fosfatos, ya gque la literatura reporta gue es inerte a la mayoria de las

enzimas,

En el buffer de fosfatos se disuelve conjuntamente el NaCl con el
objetivo de disminuir la resistividad del medio de trabajo y minimizar el

transporte por migracién del analito.

En el pH de trabajo se propone trabajar un intervalo de & -8
debido a que a pH’'s inferior a 6 y superior a 8. La mayoria de las
enzimas se desnaturalizan y la resina presente en el biosensor se

lamina, es decir, se forman escamas en la superficie que esta en
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contacte con la solucién.

El potencial al cual se llevaron a cabo las mediciones se fijo en
1050 mV, ya que a este potencial la cantidad de interferencias es
minima, no existe la posibilidad de que la enzima se desnaturalice y 1a

sensibilidad del sistema es la maxima [7].

La cuantificacion de etanol a través de un biosensor enzimatico es
considerada una técnica innovadora que nos permite obtener resuitados
confiables; yva que al contar con la enzima AQ inmovilizada en una
matriz rigida v que ésta se encuentra en contacte directo con el
sustrato en solucidn no se requiere tratamiento previo de la muestra lo
que también nos permite ahorrar tiempo y el costc del andlisis se

minimiza.

La reaccién enzimadtica que se sigue por medio del biosensor es la

siguiente:

Etanol E-FAD H:O;
AQ
Acetaldehido E-FADH, O,

La enzima alcohol oxidasa (AQ) cataliza la reaccidn enzimatica de
alcohcles primarios a su aldehido respectivo, en presencia de oxigeno.El
centro activo redox de esta enzima e el grupo flavin adenin dinicledtido
(FAD), la forma activa del grupo FAD es la oxidada. Cuando reacciona la

enzima con el sustrato el grupo FAD se reduce: la regeneracién de ésta
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a la forma oxidada se lleva a cabo mediante e oxigeno; cosubstrato
natural aceptor de electrones de las enzimas oxidasas, por lo que para
estas enzimas es indispensable el oxigeno en el medio de trabajo, va
que de este depende la catdlisis enzimatica v en Gitimo términc el buen

funcionamiento del biosensor [1].
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DESARROLLG EXPERIMENTAL,

REACTIVOS:

A N N R NN

Agua desionizada.

Fosfatos dibasico de sodio-heptahidratado. MERCK. G.R.
Fosfato monobasico de sodio. MERCK. G.R.

Etanc! absoluto. MERCK. G.R.

Hidréxido de sodio. BAKER. R.A.

Cloruro de sodio. MONTERREY. R.A.

Cloruro de potasio. BAKER. R.A.

EQUIPO:

AN N N N N SR

Balanza analitica, METTLER-TOLEDO. AB204.
pH-metro. METTLER. Delta 340.

Sistema desionizador de agua. MILL-Q. Water system,
Agitador magnético. COORNIG- PC353 stirper.

Unidad amperométrica BAS

Electrodo de calomel saturado

Electredo de platino

Biosensor alcohot oxidasa (AQ)

MATERIAL DE VIDRIQ.

v
v
v
v
v

Celda electroquimica

Matraz volumétrico de 500ml.

Pipeta volumétrica de 25ml.
Micropipeta de 200011,

Vasos de precipitados de 50ml y 100mi.
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v" Piseta.

METODOLOGIA
1.- Construccion del biosensor alcohol oxidasa (AD).

El biosensor consta dos partes fundamentales: a) el cuerpo y b) el
biccomposite. El cuerpo consta de un tubo cilindrico de PVC de 6 mm de
diametro interno y 18 mm de longitud. Se introduce una conexién tipo
macho, a la que previamente se solda una placa de cobre de 2mm. de
diametro, quedandc en el extremo una cavidad de 3mm en la cual se
deposita el biocomposite. En la siguiente figura se muestra la

construccién del cuerpo del bicsensor [7].

la. -Preparacion del biocomposite

Los componentes del composite estdn constituidos de dos partes:
la fase conductora y ia fase aislante, en este estudio tenemos como fase
conductora polvo de grafito v a la fase aislante una resina comercial
altamente viscosa (Epotek H77). La enzima a utilizar es la alcohol
oxidasa (AQ).

Para la preparacion del biocomposite se pesaron los siguientes

componentes:
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a) 0.7 g de resina epotek

b} 0.1 g de endurecedor

¢y 0.2 g de polvo de grafito

d) 3.5% de enzima alcohol oxidasa (AQ)

Una vez pesados los componentes se mezclan ios tres primeros,
hasta cbtener una pasta homogénea y de esta pasta se pesan 400 mg
(que corresponde a fa cantidad aproximada que se puede depositar
dentro del cuerpo), posteriormente se [e adiciona la enzima (14 mqg) vy
se mezclan perfectamente. Finalmente se lienan los cuerpos para
formar el biosensor. Se etiquetan y se colocan a 40° C en la estufa
durante 5 dias.

Al finalizar el tiempo de curado, se pulen los biosensores con una
fija del numero 500 y con agua hasta obtener una superficie plana.
Posteriormente se hidratan los biosensores con la finalidad de activar a

la enzima.
2.Evaluacién de las condiciones experimentales.

Los factores que afectan la respuesta del biosensor AQ son: la
concentracion de electrolito soporte (ES), la fuerza idnica (1 ) y el pH.
Por lo cual se propuso trabajar manteniendo constante dos de los
factores y variando solo uno hasta completar el estudio en el cual se
hayan variado todos y cada uno de los factores. Para el caso del ES se
trabajaran las siguientes concentraciones; 0.01 M, 0.1 My 0.5 M. A
este electrolito soporte se le impendrén tres diferentes pH's 6, 7, v 8.
Finaimente a cada una de las soluciones anteriores se les fijard una
fuerza idnica empleando NaCl a tres concentraciones distintas 0.05 M,
0.1MyO0.5M
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La metodologia experimental es la siguiente:
I.- Calibrar el amperimetro conforme al manua! de uso.
II.- Colocar en Ie celda electroquimica 25 mL del electrolito soporte,
III.- Adicionar 200 pi de etanol al sistema en agitacidon constante ¥
tomar ia lectura de cada adicién af cabo de 30 segundos, anotando la
intensidad (I) correspondiente,
IV.- Elaborar la curva de calibracién, graficando I” =f (Concentracién de
etanotl ).
V.- Realizar el analisis estadistico correspondiente para la evaluacién de

las condiciones dptimas de estudio

70



RESULTADGS

Los resultados obtenidos en la presente investigacidn se muestran

en la siguiente tabla (E.S

electrolito  soporte/M),

m=pendiente

promedic pAmg'mL, C.V= coeficiente de variacion (%), 1= corriente

promedio).

Sist. | [E.S] |pH| n (M) m c.v. rR? C.V. I (uA) C.V.
1 0.01 8 0.1 0.0019 11.34 0.9940 0.242 0.080 0.002
2 0.01 | 7 G c.002¢ 3.18 0.9950 0.319 C.076 0.002
3 0.01 } 6 0.1 0.0021 0.50 0.9960 0.234 0.070 1934
4 0.01 | 8 0.5 0.0016 16.34 0.9844 1.078 0.055 ~0
2 0.01 17 0.5 0.0020 0.003 0.9951 | 1.4%9E-6 0.078 ~G
6 .Gl |6 0.5 0.0020 0.9 0.9985 0.065 0.074 2 706
7 0.0t 8 0.05 0.0021 3.42 0.9970 0.154 0.083 1.57E-6
8 0.01 | 7| 0.05 0.0022 0.003 0.9982 |5.97E-06} 0.080 ~0
3 0.01 | 6| 0.05 ¢.0033 2.52 0.9942 ¢.138 0.125 0.885
10 G.1 8 0. ¢.0022 0.95 0.9966 0.050 0.087 0.002
11 0.1 7 0.1 0.0024 1.38 0.9964 0.054 0.076 0.002
12 0.1 6 0.1 0.0037 1.¢8 0.9986 0.078 0.125 ~0
13 0.1 8 | 0.05 0.0025 |1.66E-08| 0.9972 |1.49E-06| 0.073 ~Q
14 0.1 7| 0.05 0.0035 1.32 0.9981 0.033 0.094 1.39E-6
15 0.1 6 | 0.05 | 0.0024 1.24 0.9969 0.G051 0.076 0 002
16 .1 8 0.5 .0020 1.36 0.9988 0.045 0.052 ~0
17 0.1 7 0.5 0.0020 5.02 0.9975 0.156 0.073 ~0
18 0.1 & 0.5 0.0040C 9.03 0.5884 0.444 c.097 21.74

BT 0.5 8 0.1 0.0017 7.28 0.9893 1.288 C.C59 0.0032
20 0.5 7 0.1 0.0022 4.27 0.5948 0.144 0.073 ~0
21 0.5 6 0.1 0.0021 0.56 0.9946 0.264 0.077 1.648
22 0.5 8 | 0.05 | 0.0022 0.31 0.9973 0.044 0.083 1.57E-6
23 0.5 7 1 0.05 0.0021 1.23 0.9963 0.086 0.073 ~0
24 0.5 6 | 0,05 G.0021 8.03 0.9927 0.534 0.072 0.885
25 0.5 8 0.5 0.0022 9.77 0.9929 0.251 C.073 ~0
26 0.5 7 0.5 0.001¢% 3.06 0.5976 0.129 C.073 ~0
27 0.5 6 0.5 0.0020 2.04 0.9977 Gc.024 0.076 0.844
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Como se observa en la tabla anterior tenemos que la

concentracion del electrolito soporte viable para el estudio va de 0.0t
hasta 0.5 M,

1. Tenernos un intervalo de pH dptimo de 6 a 7.

2. Encontramos que las concentraciones de la fuarza idnica es adecuada
en el intervalo de 0.05 a 0.1 M.

3. De la misma forma tenemos que lz intensidad fijada para una
concentracion puntual esta entre 0.07 a 0.08 pA, habiendo una
diferencia de solo 0.01 pA.
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CONCLUSIONES

Fue posible construir un biosensor de-AQ, cual cumplié con la
caracteristica de ser estable, confiabie vy de fécii uso.

Las condiciones de trabajo, determinadas experimentalmente, en
las cuales se obtiene la maxima sefial analitica y donde ésta es estable

son las siguientes:

a) Es posible realizar el estudic para el biosensor alcohol oxidasa (AO) a
un intervalo de pH entre 6 y 7.

b} La fuerza idnica deberd imponerse entre una concentracicon de 0.05 a
0.1 M,

c) La concentracién de electrolito soporte es independiente ya que no
modifica de ninguna manera el estudio.

d) La sensibilidad del aparatc es muy alta, siendo confiable el estucio a
las condiciones Optimas establecidas. Asegurandonos que teniendo en
una muestra comercial una cantidad minima de etanol ésta serd
detectada.
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