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L. RESUMEN

El establecer metodologias y disefiar equipo para la cuantificacion de analitos de
diferentes naturalezas, es una de las principales ocupaciones y preocupaciones de la
Quimica Analitica como disciplina cientifica; por otra parte, en la practica diaria en el
laboratorio clinico, el determinar las concentraciones de algunos compuestos es de vital

importancia en el diagndstico y tratamiento de variados estados patolégicos.

La glucosa es una de las biomoléculas a monitorear de mayor relevancia, puesto que
desordenes en su metabolismo, estan relacionados con enfermedades como la diabetes
mellitus, la cual es considerada una de las enfermedades de mayor impacto a nivel
mundial y es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un
problema de salud mundial.

Las altas tasas de crecimiento y prevalencia de esta enfermedad sobre todo en paises en
vias de desarrollo, son las razones por las cuales, se considera importante el desarrollar
metodologias alternas a las establecidas actualmente; las cuales son muy costosas y

emplean grandes cantidades de muestra.

En el presente trabajo se desarrollé una microcelda para cuantificar glucosa mediante el
uso de la enzima glucosa oxidasa (GOD), en donde se aprovecha al peroxido de
hidrogeno, (el cual es un producto de la degradacion enzimatica de la glucosa mediada
por GOD).

La aportacion de este trabajo experimental radica en el uso de técnicas electroquimicas
diferentes a la polarografia como son la voltamperometria y la cronoamperometria,
como las técnicas de deteccion; ademas del uso de material de bajo costo para construir

las celdas y los electrodos.

En consecuencia tenemos una técnica que bien puede ser empleada como alternativa en
la cuantificacion de glucosa dentro de los laboratorios de ensefianza experimental de la
Facultad de Quimica de la UNAM, especificamente en los laboratorios de Quimica
Analitica Instrumental I y con el potencial de poder ser aplicada dentro del laboratorio

clinico para la cuantificacion de la glucosa sérica.
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II. ANTECEDENTES

2.1 GLUCOSA.

Los carbohidratos son moléculas de gran importancia para los organismos vivos, ya que
se tratan de las biomoléculas mas abundantes y los podemos encontrar asociados a
proteinas y lipidos dentro de la estructura de las diferentes membranas biolégicas, como
componentes esenciales de acidos nueleicos y como la principal fuente de energia para

que se lleven a cabo los diferentes procesos bioldgicos que realiza una célula.

Uno de los principales carbohidratos requeridos por el organismo humano es la glucosa,
la cual se trata de una aldosa de seis atomos de carbono (aldohexosa). Estudios
moleculares realizados a la D-glucosa revelaron que salvo los carbonos C(1) y C(6)"”
el resto de los atomos de carbono de la glucosa son centros quirales; de esta manera se
sabe que la D-glucosa es uno de los 16 esteroisdmeros que se pueden encontrar en el

grupo de las aldohexosas (Fig 2.1).
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Fig 2.1 Estructuras de algunos monosacaridos integrantes de la familia de las

aldohexosas. (Tomada de Lenhinger A, Biogquimica Las bases moleculares de la estructura
y funcién celular, 2* Ed., Ediciones Omega S.A_, Barcelona, 1994.).

En el organismo las formas enodidlica (Fig 2.2), v aldehidica de la glucosa se
encuentran en equilibrio sin embargo en las condiciones de pH fisiolégico predomina la

forma enodidlica.
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Fig 2.2 Equilibrio entre las formas enodidlica y aldehidica de la Glucosa.
(Tomada de Kaplan L., Pesce A J., "Quimica Clinica Técnicas de Laboratorio-Fisiopatologia-
Métodos de Analisis®, Ed. Panamericana, Argentina, 1992).

En estas condiciones de equilibrio (aldehido/enodiol), se favorece la reducciéon y
oxidacion de la glucosa; esta propiedad quimica ha sido historicamente empleada en los

diferentes métodos que se han desarrollado para cuantificar este carbohidrato.

2.1.1 IMPORTANCIA CLINICA

La glucosa es una de los compuestos que con mayor frecuencia se monitorean, ya sea a
nivel prehospitalario, hospitalario o posthospitalario; esto debido a que los
desequilibrios que se pueden presentar en este carbohidrato dentro del organismo estan

relacionados con una serie de patologias o estados patologicos.

Uno de las principales enfermedades relacionadas con desequilibrios en el metabolismo
de glucosa y quiza la mas conocida, es la diabetes mellitus, en la cual el aumento
desproporcionado de las concentraciones de glucosa (hiperglicemia) por arriba de los
110mg/dL tiene consecuencias trascendentales en la salud de un individuo, ya que se
afectan diferentes érganos y sistemas deteriorando el estado de salud de un individuo
afectado por dicha enfermedad manera gradual; por lo antes mencionado un sujeto que
presente dicho padecimiento, debe estar constantemente monitoreando sus niveles de

glucosa en sangre.

En la practica hospitalaria, se solicitan diariamente una gran cantidad de pruebas de
cuantificacion de glucosa en sangre; ya sea en pacientes que padecen alguno de los dos
tipos de diabetes, a personas que padecen hipoglucemia, mujeres embarazadas, personas
que realizan donaciones de sangre, personas que solicitan examenes médicos, personas
con hipertension e hipotension artenial, a pacientes hospitalizados ya sean candidatos a
cirugia o que salieron de la misma, pacientes de terapia intensiva, personas con tumores,

etc.
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Practicamente cualquier persona es candidata a realizarse una determinacion de glucosa

en sangre, por lo que dicha prueba se considera como de rutina de laboratorio clinico.

La diabetes mellitus es el padecimiento mas conocido en el que esta implicado un
desorden en el metabolismo de la glucosa y es considerado por la Organizacion Mundial

de la Salud como un problema de salud publica a nivel mundial.

En estudios que se han realizado en los ultimos afios a cargo de la misma OMS, se ha
establecido que la prevalencia de diabetes a nivel mundial se incrementara en 1.6% para
el aflo 2030 con respecto al estimado que se tienelde esta enfermedad para el afo
2000%” (Tabla 2.1).

Como una consecuencia la demanda de pruebas de glucosa realizadas en las diferentes

instituciones de salud se vera incrementada (principalmente de caracter publico).

Afio 2000 2030
Lugar Pais Personas con Pais Personas con
diabetes (x 10°) diabetes (x 10°)

1 India 31.7 India 79.4
2 China 20.8 China 423
3 EUA 17.7 E.UA 303
4 Indondesia 84 Indondesia 21.3
5 Japén 6.8 Pakistan 13.9

6 Pakistan 52 Brasil 11.3 ]
7 Federacion Rusa 46 Bangladesh 11.1 |
8 Brasil 46 Japon | 89 ]
9 italia 43 Filipinas | 7.8 |
10 Bangladesh 3.2 _Egipto | 6.7 |

Tabla 2.1 Lista de paises con el nimero mas alto de casos estimados de

personas con diabetes para los afios 2000 y 2030. (Tomada de Wild S, Roglic G.,
Green A., et al, "Global prevalence of diabetes”, Diabetes Care Vol. 27 Num. 5 Mayo, 2004).

Visto de manera mas general, los estimados de prevalencia de casos de diabetes en el
mundo se incrementaran el doble respecto del afio 2000, siendo los paises en vias de
desarrollo los principales responsables del aumento en el nimero de personas afectadas
por diabetes. Lo mencionado anteriormente se muestra con mayor claridad en las

siguientes graficas (Fig 2.3).
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Fig 2.3 Numero estimado de casos de personas con diabetes por grupo de
edad en paises desarrollados, en vias de desarrollo y casos mundiales. (Tomada
de Wild S, Roglic G., Green A, et al, “Global prevalence of diabetes”, Diabetes Care Vol. 27
Num. 5 Mayo, 2004)
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En Meéxico. segun la Encuesta Nacional de Salud ¢

el promedio de prevalencia de
diabetes representa el 7.5% en el grupo de personas mayvores de 20 afios. Siendo el
grupo de 70-79 afios de edad el mas afectado con una prevalencia del 22.0%. mientras

que el de menor afectacion es el de 20-39 con un 2.3%.

Segun estudios de la OMS, se espera que México ocupe el séptimo lugar a nivel

mundial en mortalidad general.

PO |

- 3.8 ~-06.4
| RS -T2
| L e &
| | IN9-32%

Fig 2.4 Prevalencia de diabetes mellitus en la poblacién de 20 afios y mas de

edad por entidad federativa. (Tomada de Sepulveda J., Secretaria de Salud Encuesta
Nacional de Salud 2000, México 2000.)

Ante tal panorama es importante el sefialar el alto impacto que tiene esta enfermedad en
el desembolso de recursos publicos tnicamente en el seguimiento de las personas
afectadas por la diabeles: puesto que una sola persona puede llegar a realizarse 156
monitoreos de glucosa en un afto v que el nimero de estimado de diabéticos en México
es de aproximadamente 4.8 millones (de los cuales solo el 70% esta conciente de su
enfermedad). ¥

Por lo anteriormente dicho se estima que se realizan alrededor de 524 millones de

determinaciones de glucosa en sangre al afio, en todo el territorio nacional.
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2.1.2 METODOS TRADICIONALES DE CUANTIFICACION DE GLUCOSA.

Los métodos mas antiguos establecidos para cuantificar glucosa en muestras
sanguineas, aprovechan la capacidad que tiene estas aldohexosa para reducir de manera
directa a los iones cupricos (Cu®") a iones cuprosos (Cu'"); estos iltimos, pueden formar

oxido cuproso (Cu»0) cuando se calienta la soluciéon en donde ocurre la reaccion.

Hay varios métodos empleados en la cuantificacion de la glucosa, quizas los mas
difundidos y usados para la cuantificacion de este carbohidrato en sangre, son los de
Folin-Wu (reduccién del fosfomolibdato) o el de Somogyi-Nelson (reduccién de
arsenomolibdato), los cuales tienen como producto final complejos de color azul del

molibdeno.

Otro método muy usado es el de la 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina o neocuproina (Tabla
2.2), dicho compuesto puede ser reducido por los iones Cu'"; dicho método en un inicio
representd una ventaja sobre los métodos que se empleaban en ese momento puesto que
tenia una mayor sensibilidad, pero estudios realizados posteriormente, revelaron que su

especificidad era muy baja y por tal motivo cayo en desuso.

Las modificaciones al método de Benedict (reduccién de cobre) han permitido que este
siga siendo empleado en algunos laboratorios, si bien ya no como una prueba
cuantitativa, si como un procedimiento semicuantitativo en orina; la razoén por la cual se
ha dejado de usar como una técnica de cuantificacion, se debe a la falta de

especificidad.

Sin embargo, la prueba de Benedict en conjunto con un analisis enzimatico de mayor
especificidad, bien puede emplearse como una prueba para examinar a una poblacién

(“screening”).

La reaccion del ferricianuro alcalino permite cuantificar a la glucosa sérica mediante la
conversion de ferricianuro (amarillo) en ferrocianuro (incoloro) en un medio alcalino
por efecto de la glucosa, para realizar la cuantificacion se correlaciona la desaparicion
de color con la presencia de glucosa (a mayor concentracion de glucosa, menos colorida

se veria la solucion).
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Posteriores modificaciones al método (1960-1970), permitieron que se determinara la
cantidad de ferrocianuro que se originaba, haciéndolo reaccionar con iones férricos para
formar el ferrocianuro férrico (azul de Prusia); sin embargo al igual que las técnicas
anteriormente mencionadas la especificidad que tenia era baja y las interferencias con
acido trico y creatinina resultaban ser significativas, alterando completamente los
resultados.

La reaccién de la o-toluidina (Tabla 2.2) se fundamenta en la capacidad .que tienen
diferentes aminas aromaticas para condensarse con el grupo aldehido de la glucosa para
formar una glucosalina. Las ventajas que tiene este método sobre los ya mencionados
son, un aumento en la exactitud, precision y sensibilidad, sin embargo las desventajas
que presenta son la falta de especificidad (interferencias positivas con urea y

carbohidratos como manosa y galactosa) y el caracter carcindgeno de los reactivos.

La razon principal por la cual se decidié emplear a las enzimas como reactivos dentro
de las técnicas de cuantificacion de la glucosa, fue la falta de especificidad que
presentaban los diferentes métodos que se usaban en el laboratorio. clinico en ese

momento.

Actualmente los procedimientos para determunar las cantidades de glucosa sérica que
mas se emplean dentro del trabajo diario del laboratorio clinico requieren del uso de

enzimas, ya que con su uso la especificidad de la reaccion aumenta.

Las enzimas que se emplean con mayor frecuencia son la hexoquinasa y la glucosa
oxidasa; el uso de estas enzimas aunado a la automatizacién de esos mismos
procedimientos dieron como resultado, que las técnicas no solo ofrecieran una
especificidad mayor que las otras técnicas no enzimaticas. sino que también las

caracteristicas de precision aumentan.

-10 -
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El método de la hexoquinasa emplea dos reacciones acopladas; la primera corresponde a
la fosforilacién de las hexosas (glucosa) por adenosin trifosfato (ATP), y en la segunda
la glucosa fosforilada (glucosa-6-fosfato), reacciona con la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, siendo el NADPH el producto final de esta segunda reaccion
enzimatica y el blanco de medicién de la técnica, puesto que por cada mol de glucosa
reducida se genera un mol de NADPH (Tabla 2.2).

En este procedimiento la primera reaccion no es del todo especifica, dado que pueden
ser otras las hexosas las que puedas ser fosforiladas y no solo la glucosa, sin embargo
las concentraciones séricas normales de esos aziicares no producen interferencias
significativas. Este método ha sido propuesto como procedimiento estandar para la

medicion de glucosa, utilizando como muestra un filtrado libre de proteinas .

El método de la glucosa oxidasa (GOD) es quiza el mas empleado hoy en dia dentro del
trabajo rutinario del laboratorio clinico para cuantificar glucosa. Este procedimiento
emplea dos reacciones acopladas; la primera que es la responsable de la especificidad de
la técnica, utiliza como sustrato de GOD a la glucosa presente en la muestra teniendo
como producto final de esta primera reaccion enzimatica acido glucorico y peroxido de
hidrégeno (Fig 2.5) finalmente en la segunda reaccién (la cual es inespecifica) el
peroxido de hidrégeno se consumen en una reaccion indicadora en la cual una segunda
molécula es oxidada por la peroxidasa formandose un compuesto colorido el cual es

finalmente determinado fotométricamente.

Fig 2.5 Reaccién de oxidacion de glucosa mediada por la enzima glucosa
oxidasa (GOD).

=11 -
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Los compuestos empleados de manera mas amplia en este método son:

nm por consumo de

3-metil-2-benzotiazolinonahidrazona/N N-dimetilanilina (MBTA/DMA) y
fenilaminofenazona (PAP).
Método Tipo de analisis Principio Uso
A. ENZIMATICOS Cuantitativo, MK Suero, Liquido
1. Hexoqui tode Aa Glu + ATP =———= Glu-6-P + ADP cefalo raquideo
(HK). *=340nm, C o PF (LCR) y orina
G5-PD . | Automatizados
Glu-6-P + NADP 6-Fosfogluconato + NADPH + H
Glucosa Oxidasa Cuantitativo, 500 . o Sueroy LCR
medicion Glu + O; Acido gl + H0; Semiautomatizado
2.G de polarografica con o , T ¥ completamente
| oxigena (Oy). electrodo de O H:0; C en ia automatizado
3. Reaccién Cuantitativo con son S Suero, ofina y LCR
acoplada (Trinder). | diversos tipos de Glu+ O, Acido gl + H0z Usual y ficilmente
m r‘ Peroxidase a“Wzm
ek H.0; + CokRed CobOx + H;0
02; aumento de
absorbancia; C o PF
Semicuantitativo, Suero, orina Usado
seleccién con liras, en todas las
visual o fotometria de selecciones con
| _ | reflexién oo S — - tims
B. Cuantitativo, + Glu Gl (color) Suero u orina
4. to de Raramente
absorbancia a 630 automatizado
nm, generalmente de
C. Reduccidn del Reacciones5a7 ™ + Gl CaleriOH oo Reacciones5a 7
cobre Cuantitativo, PF e Raramente usadas;
5. (N prina) de interés histéri
(Fg.iimf:;lnhbﬁato Gu™ + Gy EUOR_ e ( )
: L ibdato Cu'’ + Mo™ ————== Complejos azules de molibdeno
(Somogyi-Nelson)
8. Modificacién de | Cualitativo, . Calar/OH Formulacién de
Benedict semicuantitativo Cu™ + Gl I 9“;_‘:"’ + ?;?H(u reaccién 8, base de
rojo] [amani !
pruebas
semicuantitativas
para azucares
reductores totales
en ofina
9. Ferricianuro Cuantitativo, 3 _ CaisrioH A Raramente usado;
alcalino disminucién de Fe(Cl)e': [smariic] + Giu Fe(CN) visto a veces en
absorbancia a 420 sistemas
Technicon de

interés histérico

Tabla 2.2 Diferentes métodos de analisis de glucosa que se han empleado y

emplean actualmente en el laboratorio clinico. A= Absorbancia, C= Cinético, PF=
Punto final. (Tomada de Kaplan L., Pesce A. J., “Quimica Clinica Técnicas de Laboratorio-
Fisiopatologia-Métodos de Analisis’, Editorial Panamericana, Argentina, 1992).

2.2 PRINCIPIOS DE ELECTROQUIMICA

El conocimiento de la composicion o la cantidad exacta de una sustancia en una mezcla

ha sido una de la principales preocupaciones y ocupaciones de la quimica como ciencia.

tal interés es responsabilidad de la quimica analitica (Fig 2.3

) 3)

. que como disciplina

tiene como una de sus tareas, el disefiar v establecer metodologias para una

cuantificacion adecuada vy eficiente de diferentes analitos.
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Quimica Aokt

Resolucién de un problema quimico:

i

Andlisis Quimico y Fisicoquimico
Caracterizacion Quimica

i

DETERMINACION AMNALTTICA®— TECMICA OPERA TORIA
(exactitud, precisidn, sensibilidad, selectividad, eficiencia)

}

/ uermTA AnatiTica \
mi)ms nEImos aérfbos
Reacciones quimicas Aparatos, instrumentos Captura y procesamiento de
Reacciones electroquimicas Sistemas analizadores datos
Reacciones de distribucién I T
Quimica en disohscidn Quimica Instrumental Quemiometria
Electroguimica Interfases A/D
FISIcOQUimMICA Fisica esTADISTICA

Fig. 2.3 Esquema conceptual de trabajo. (Tomada de Baeza A., “Sensores y
Biosensores”, Documentos de Apoyo para Quimica Analitica Instrumental |, UNAM, México,
2004. http://mx.geocities.com/electroquimika)

Para llevar a cabo la cuantificacion de una molécula en particular (analito) pueden
aprovecharse las propiedades fisicoquimicas de la misma, como su actividad eléctrica,

su tamafio, las caracteristicas acido-base, configuracion tridimensional, etcétera.
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Dichas propiedades son medidas de dos formas una directa y otra indirecta; en la
primera la medicion se realiza sobre el analito, mientras que en la segunda la gama de
opciones es mas amplia, pues el blanco de medicién puede ser un producto de
degradacion (enzimatica o no enzimatica), una molécula implicada en la sintesis del
analito (coenzimas o cofactores), o un producto derivado, del cual el analito sea el

precursor, etcétera.

La justificacion para emplear una metodologia directa o indirecta, se encuentra en la
técnica empleada para cuantificar y en el analito mismo; es decir si la técnica que se usa
requiere de una molécula que absorba luz y nuestro analito no tienes esa capacidad, se
tendrd que recurrir a otra molécula que tenga dicha caracteristica y que este

directamente relacionada con la presencia de nuestro analito (medicion indirecta).

Es asi como la electroquimica ha cobrado gran importancia por la variedad de
aplicaciones que tiene en el estudio de mecanismos de reaccién, determinacién de la
concentracion de especies electroactivas y en el disefio de nuevos métodos de
cuantificacion y caracterizacion de multiples moléculas ya sean de origen biologico
como lo pueden ser metabolitos, productos de desecho, sustratos enzimaticos, o bien de

origen sintético como farmacos, polimeros, entre otros.

En este sentido, resulta importante abordar la definicion de electroquimica; la

electroquimica se puede definir como:

“el estudio de los procesos de reaccion que ocurren en la interfase conductor disolucién,

generados espontaneamente o por medio de una perturbacion externa con el objetivo de

resolver un problema de tipo quimico” ¥

Procesos de reaccién: Son todo el conjunto de eventos que ocurren antes, durante y
después de imponer una perturbacion de tipo eléctrico™ v estos se ejemplifican en la
figura 2.4 @,
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Interfase electrodo Disolucién
trabajo disolucién

Fig 2.4 Procesos de reaccion que ocurren al electrodo al imponer una

diferencia de potencial diferente al potencial de equilibrio. (Tomada de Baeza A ,
Ortiz J., “Principios de electroquimica®, Documentos de Apoyo para Quimica Analitica
Instrumental I, UNAM, México, 2004. http://mx.geocities.com/electroquimika)

4D Reaccion electroquimica, en este caso es la reduccion de Ox: Ox+ne — Red

2) Adsorcion del oxidante libre o en forma de OxL, antes de reducirse.

(3) Adsorcion del reductor libre o en forma de RedL, después de producirse por reduccion de
O

(4) Disociacion del complejo formado por el oxidante y la particula L en solucién, antes de que
se reduzca.

(5 Formacién del complejo RedL (puede ser con cualquier otra particula ademas de L) una vez

producido el reductor al electrodo.

(6) Transporte del oxidante complejo del seno de la disolucion a la interfase electrodo
disolucion.

(W) Transporte del reductor complejado de la interfase al seno de la disolucion.

De todos los procesos que tienen lugar en el momento de iniciar un esquema de
perturbacion eléctrica, el que tiene mayor relevancia, es la reaccion electroquimica, pues
es este proceso el que nos proporciona la informacion que se requiere para cuantificar o

caracterizar una molécula.

Esta reaccion electroquimica es un tipo de reaccion, en el cual ocurre una transferencia

de electrones o iones a traveés de interfases cargadas (metal-solucion, solucion-solucion

o membranas celulares) y cuyas caracteristicas se mencionan a continuacion: .
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Son reacciones en sistemas heterogéneos: Estas ocurren en la interfaﬁe metal
disolucién, donde la disolucién puede ser acuosa, no acuosa, membranal o sal
fundida.

Son reacciones fuera del equilibrio: Las concentraciones de las especies
participantes se van modificando en las cercanias de la interfase y las
variaciones que tienen las mismas dependen fundamentalmente del tiempo.

Son unidireccionales: El intercambio de electrones ocurre inicamente de una
especie redox a otra (con la ayuda de conductores) y el flujo va del 4nodo hacia
el catodo.

Son compartamentalizadas: La interfase metal disolucion donde ocurre la
reaccion debe estar alejada de la otra, con el fin de evitar interferencias; para ello
se hace uso de membranas de vidrio poroso, puentes salinos, o membranas de

polimeros semipermeables.

Los eventos que tienen que ver con el transporte de masa y carga son determinantes en

el estudio y comprension de las diferentes técnicas electroquimicas, puesto que de esto

depende que el analito migre del seno del medio de reaccién hacia el electrodo en donde

tendra lugar la reaccion electroquimica.

Las reacciones electroquimicas mas estudiadas son las que involucran transferencia de

electrones en la interfase metal-solucién generando oxido reduccién de pares redox no

necesariamente conjugados.

2.2.1 TRANSPORTE DE MASA

En lo que refiere al transporte de masa, puede haber tres regimenes bajo los cuales se

puede llevar a cabo un proceso electroquimico:

Difusién. Se genera un “gradiente natural”, en la cual la masa se mueve de
manera espontanea de una region de mayor concentracion a una menos

concentrada hasta alcanzar una concentracion homogénea.
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e Migracién. El movimiento de materia se da aprovechando las propiedades
eléctricas de la misma, es decir aquellas especies cargadas presentes en el medio
se transportaran dentro de un campo eléctrico generado como una consecuencia

de la imposicion de una diferencia de potencial.

e Conveccion. El trasporte de la masa se da por medio fisicos, mediante la

agitacion se genera el movimiento de la materia en toda la solucion.

Los términos anteriormente mencionados quedan integrados en la ecuacion de Nerst-

Planck:

oC(x,t)  zFDC ag(x,t) .,
Jx,)=-D—"" =~ T2 24 C(x, yWV(x,1)
% ax  RT o &
Donde:
oC(x,1) : T — . .
D e Representa el transporte de materia por difusion, siendo C el gradiente de

concentracion a la distancia x v al tiempo £, (movimiento por difusién).

_zDFC 4(x.1)
" RT &
zv C son la carga y la concentracion de la especie respectivamente.

Constituye el movimiento por migracion debido al campo eléctrico ¢,

C(x.1)V(x,1) Representa el término que considera el aporte del transporte por
conveccion donde Frx,t) es la velocidad hidrodinamica en la direccion x.

Finalmente F es la constante de Faraday, R la constante de los gases ideales, T la
temperatura y D el coeficiente de difusion de la especie.

Todas las aportaciones de transporte de masa son importantes a considerar, debido a que
el flujo de corriente eléctrica registrada dependera de la cantidad de materia que logre
llegar al electrodo y ese movimiento estara determinado por los fenémenos previamente

mencionados.

Para técnicas que requieren de regimenes de difusion como principal fendémeno de
transporte de masa, se pueden realizar diferentes manipulaciones con la finalidad de
reducir o controlar los aportes de trasporte de masa debido por conveccion (trabajando
sin agitar o agitando constantemente) v migracion (agregando sales idnicas
concentradas).

i=-nlAJ; A= area del electrodo. J(x./)=-D L f:_.-)
(&

.
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Finalmente la corriente que se registra estara determinada por la materia que es
transportada por difusién y esta corriente es proporcional al gradiente de la especie
electroactiva.

i =nFap X &1
ox

2.2.2 TRANSPORTE DE CARGA

El transporte de carga es el fendmeno que involucra el paso de las particulas cargadas a
través de la interfase; la velocidad de transferencia de carga que tiene un proceso de

oxidacion y uno de reduccién se describe en las siguientes ecuaciones:

(EFE-E) s

Voo =k R g

( (1—a)w(.€—£“))cs
S TR TR
Vo, =k’e Ec(2)

Donde:

k” es constante estandar heterogénea de velocidad de transferencia de electrones.

n es el niimero de electrones transferidos

T es la temperatura.

R la constante de los gases ideales.

E”es el potencial normal de la especie.

F es el potencial aplicado.

ores el coeficiente de transferencia de electrones

C .}'; y C;c 4 son las concentraciones del oxidante y reductor respectivamente en la superficie del
electrodo.

Finalmente para conocer el valor de la corriente total que es registrado por el electrodo

de trabajo, es necesario el considerar el aporte de la corriente catodica y la anddica.
Lrorau, = m&}!k”{yﬂ -V, )Ec(3)

De sustituir la ecuacion | y 2 en la ecuacion 3 obtenemos la ecuacion de Eyring (Ec 4),
la cual describe desde el punto de vista de la cinética, como es la relacion entre la

corriente y el potencial para una reaccion donde se intercambian n electrones (Fig 2.5).

fmr'us-h""l ( (1~a)nF(E-E"} .5
T 5 L Ll )
Lopu =nFAE[Cpe #7 —€ o ] Ecca)

-18 -



ANTECEDENTES

En condiciones de equilibrio se tiene que la velocidad de reduccién es la misma que la
velocidad de oxidacion y al despejar de la ecuacion de Eyring el potencial (E),
obtendremos el potencial de equilibrio (Eg,) del sistema y la ecuacién se transforma en
la ecuacion de Nerst (Ec 5).

E, =E+ R"_-[n Cor Ec (5)
Red

nk

Para obtener la relaciéon de que existe entre la corriente i y el potencial £ en las
reacciones donde se encuentran controladas por la velocidad de la transferencia de carga
se despeja £’ de la ecuacién de Nerst y se sustituye en la ecuacion de Eyring: a esta

nueva ecuacion nueva se le conoce como la ecuacion de Butler-Volmer (Ec 6).

_(anr

) { 7,
- ® Tlecee

-2
I[=1]¢e &

Donde 7 es la sobretencion que es igual a Ez,-E” y el valor I” es el valor de la corriente
de intercambio la cual se presenta cuando £°~E, para una seiial de corriente anédica y
catédica

Tonsdica Tearscion + Lansdica
I- —
1 |
:1.
Icmu'dcn

E=Eo E

Fig 2.7 Relacion desde el punto de vista cinético entre la E-i para una reaccion

donde se intercambian n electrones. (Tomada de Baeza A, Ortiz J., “Principios de
electroquimica’, Documentos de Apoyo para Quimica Analitica Instrumental |, UNAM, México,
2004. http://mx.geocities.com/electroquimika)
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2.2.3 GENERALIDADES DE LOS PROGRAMAS DE PERTURBACION.

Una vez que iniciamos un esquema de perturbacién tanto la reaccion electroquimica
como los diferentes procesos de reaccion ocurririn de manera simultanea; estos
procesos podran predominar antes durante o después de la reaccion dependiendo
principalmente de la manera en que se mantenga el estimulo externo y del tiempo que

dure, alcanzandose un nuevo estado de equilibrio al finalizar el mismo.

La magnitud de la respuesta que obtengamos de la reaccién electroquimica, dependera
de la magnitud con la que ocurran los otros eventos asociados con la reaccion: de la
misma manera el tipo de respuesta que se obtenga, esta ligado de manera muy estrecha
al tipo perturbacién con la que se este trabajando; con lo que se tiene una amplia gamma
de técnicas para el estudio de los diferentes analitos y cada una de ellas nos proporciona
informacion valiosa como las reacciones al elecirodo que ocurren o la_concentracién de
nuestro analito en el medio, con lo cual podemos tener una mejor caracterizacion del

mismo.

Las técnicas electroquimicas pueden estudiarse dependiendo de como se realizan las

mediciones:

Potenciométrica: Se trata de una técnica estatica (/=0), donde la informacion que se
obtiene es debida al potencial proporcionado por un electrodo indicador. Este potencial

se establece en condiciones de equilibrio.

Potenciostdtica o potencial controlado: En esta técnica las condiciones en las que
ocurre la reaccion estan fuera del equilibrio, es decir se basan en condiciones dinamicas,

por lo que dependen del tiempo.

Para que ocurra la reaccion redox se provoca una perturbacion y con ella ocurre la
correspondiente transferencia de electrones en el electrodo al cual se le impone el
potencial. La respuesta que se obtiene debido a la transferencia de electrones se traduce
en un incremento en la intensidad de corriente. la cual dependera de la velocidad de
transferencia de los electrones en la interfase metal disolucién. Estas técnicas se aplican
a las especies electroactivas; es decir, todas aquellas moléculas que tienen la capacidad
de oxidarse y reducirse; en este caso la reaccion redox no es de caracter quimico sino

electroquimico.

-20-



ANTECEDENTES

En otro aspecto a considerar dentro del estudio de las reacciones electroquimicas, es
sumamente importante es el concerniente al programa de perturbacion empleado
experimentalmente para obtener la informacién que permitird caracterizar la reaccion
misma. Experimentalmente se pueden hacer uso de diferentes tipos de programas de
perturbacion, los cuales se mencionan a continuacion:

| Técnica Programa de perturbacién | Respuesta )
Cronoamperometria.
-
-

" g t

Cronopotenciometria. &
i E

t L ;
Voltamperometria de barrido
lineal. *
(Régimen de difusién pura). F i

t E
Voltamperometria ciclica o de
barrido triangular. *
(Régimen de difusién pura). EE; /\ i

E - -
E, E:

t E
Voltamperometria de barndo
lineal. 4
(Regimen de difusién F i
convectiva).

t E

Tabla 2.3 Diferentes diagramas de perturbacion. (Tomada de Baeza A, Ortiz J .
“Principios de electroquimica®, Documentos de Apoyo para Quimica Analitica Instrumental |,
UNAM, México, 2004. http://mx.geocities.com/electroquimika)
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2.2.4 VOLTAMPEROMETRIA

La voltamperometria es una técnica electroquimica cuyo esquema de perturbacion
consiste en imponer una diferencia de potencial (Tabla 2.3); esta imposicion de

potencial, puede realizarse de dos maneras:

i) Voltamperometria lineal: Se modifica el potencial con respecto al tiempo (de
manera lineal) y en donde el potencial de inicio, es diferente del valor del
potencial con el cual concluye el “barrido de potencial”

it) Voltamperometria ciclica: El potencial se va modificando de la misma manera
que en el caso anterior, s6lo que el potencial con el que se inicia el ensayo, es el
mismo con el cual se concluye de tal manera que se cumple un ciclo y este se

puede repetir tantas veces como se requiera.

En ambos casos la respuesta que se evalia es la intensidad de corriente que se tiene
como respuesta a ese potencial impuesto: Aun cuando ambas técnicas son muy

semejantes, el tipo de informacién que proporcionan es muy diferente.

Por una parte la voltamperometria lineal, basicamente nos proporciona informacién
relativa a la concentracion de nuestro analito, mediante la relaciéon que existe entre la
corriente que se genera al electrodo en presencia de la molécula de nuestro interés. La
utilidad de esta técnica, radica en la posibilidad de identificar las ondas de reduccién y
oxidacién particulares de nuestro compuesto a monitorear y de igual forma, permite
realizar la eleccién de un potencial de trabajo para aquellos estudios con otras técnicas

que requieran de un valor de potencial fijo.

Mientras que la voltamperometria ciclica es la técnica que nos permite estudiar los
mecanismos de reaccion de un compuesto e incluso parametros termodinamicos. Al
usar esta técnica se puede obtener informacion rapida acerca del comportamiento redox
de las diferentes especies, de las reacciones quimicas en que participan (mecanismos de

reaccion, reacciones quimicas acopladas), etc.
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2.2.5 CRONOAMPEROMETRIA

La cronoamperometria es una técnica cuyo programa de perturbacion consiste en la
aplicacién de una diferencia de potencial y se registra la corriente que se obtiene en
funcién del tiempo; a diferencia de otras técnicas, la diferencia de potencial que se
impone, corresponde a un valor fijo de voltaje el cual se mantiene constante durante

todo el ensayo y este mismo se lleva a cabo en condiciones de difusion pura

El cronoamperograma (curva i) refleja la disminucién de la concentracion del analito
en las cercanias del electrodo, dicho comportamiento se describe en la ecuacién de
Cottrell (Ec 7).
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Fig. 2.8 Cronoamrogma.

23 MICROSISTEMAS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
ANALITOS.

Son multiples las razones mediante las cuales se ha impulsado el desarrollo de equipo
miniaturizado para el analisis quimico, fisico y biologico de diferentes tipos de muestra,

las cuales pueden tener muy diversos origenes.
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+ El aspecto tecnolégico, ecolégico y econémico son las principales razones por las
cuales se desarrollan mas equipos miniaturizados; al reducir el tamafio de los equipos,
las cantidades de muestra y reactivos requeridas para el analisis son menores, con lo
que se abaten los costos asociados al estudio mismo; por otra parte también se
disminuyen las cantidades de desechos que se generan, por lo cual el impacto ecologico

€S menor.

Ante las exigencias del trabajo de campo y de la dificultad que representa en un
momento dado el trasladar una gran cantidad de instrumentos de gran volumen y costo,
los cuales son requeridos para hacer determinaciones de algunas sustancias, el contar
con equipos de menor tamaifio representa una gran ventaja por la facilidad de transporte

y las necesidades minimas de espacio.

En otras ocasiones la cantidad de muestra de la que se dispone es tan pequefia que el
realizar un ensayo en las condiciones de un equipo convencional o requiere de toda la
muestra con la que se cuenta o simplemente esta es insuficiente, para lo cual un

microensayo analitico es ideal.

Una de las herramientas que més se ha usado con ese fin de determinar cantidades de
analitos, son los sensores y muy recientemente los biosensores: al hablar de un sensor,
hablamos de un dispositivo que recibe y responde a una sefial o estimulo; asi un sensor
electroquimico es un tipo de sensor que responde de manera especifica a cambios de
naturaleza eléctrica (potencial o corriente) como consecuencia de la interaccion con una

especie quimica presente en el medio @

Cuando el elemento sensor es de origen quimico, ya sea organico o inorganico, se habla
de que es un sensor quimico o ISE (Ion Selective Electrodes); este elemento sensor

tiene como funcion el interactuar con el analito de manera especifica.

Para aumentar la selectividad del sensor quimico con el que se trabaja, se pueden
adaptar elementos selectivos de origen biologico (enzimas, anticuerpos, acidos

nucleicos, células, tejidos, etc).
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Hoy en dia es posible el realizar microensayos de casi cualquier muestra, alimentos,
bebidas ", muestras clinicas y biolégicas , organicas "'V, inorganicas, 589 con
precision y exactitud equiparables y en algunos casos incluso con valores superiores a

los obtenidos con los equipos convencionales.

La variedad de técnicas de las cuales se dispone en este tipo de ensayos a microescala es
amplia, se pueden realizar desde titulaciones volumétricas acido-base, hasta
polarografia e incluso ensayos tan complejos como la titulacion de agua por el método
de Karl-Fisher .

Por su versatilidad y por su amplia gama de usos, los electrodos son los instrumentos
que se miniaturizan con mayor frecuencia y la variedad de tipos de estos electrodos que
se pueden disefiar y adaptar o integrar a diferentes celdas nos permite contar con una
amplia variedad de microsistemas de deteccion y cuantificacion de analitos capaces de

realizar mediciones “in situ” "1,

Iszs'raubsnsoladﬂl-—

Tronsductores F

‘\ Electrodo de
Elementos referencia

Al

Fig. 2.9 Componentes esenciales de un ISE o biosensor. (Tomada de Baeza A,
“Sensores y Biosensores®, Documentos de Apoyo para Quimica Analitica Instrumental |,
UNAM, 2004. http://mx.geocities.com/electroquimika)

Como se ha mencionado con anterioridad el trabajo con enzimas para emplearlos como
reactivos dentro de algunas metodologias para aumentar la selectividad de la técnica
sobre alguin analito, se ha vuelto una practica cotidiana, hasta un punto que hoy en dia
muchas técnicas con fundamentos quimicos, han sido desplazadas en su uso, por

aquellos ensayos en presencia de enzimas.
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Los electrodos y muchos microelectrodos que se disefian en la actualidad, estin
incorporando a las enzimas como componentes de selectividad del mismo electrodo
para formar lo que se denomina como biosensor. Para que este microsensor funcione
como biosensor, es necesario que el componente de selectividad (enzima) sea fijado
sobre el transductor en un material (soporte) tal que le permita conservar su actividad
biologica (Fig 2.7).

La enzima puede ser inmovilizada en el soporte de muchas maneras, y para fines del
presente trabajo solo citaremos aquellas que por su eficacia y costo resultan ser las mas

exitosas ¥

Enlaces covalentes: El soporte requiere en la mayoria de los casos de un tratamiento
previo y el proceso mediante el cual se fija a la enzima implica una perdida de la
actividad de la misma; no obstante lo anterior la principal ventaja que se tiene en este
procedimiento, es que la fijacion al ser definitiva, la reproducibilidad entre ensayo es

muy alta

Retencién mediante el uso de membrana inerte: La membrana permite el paso del
substrato y de los productos de la reaccion, pero a la vez impide el paso de la enzima.

En este procedimiento la enzima permanece inalterada.

Adsorcién: Implica el deposito en la superficie del transductor de la enzima u otro
componente biolégico. Su principal desventaja es la perdida constante del elemento de

selectividad de la superficie del transductor con lo que la reproducibilidad es baja.

Inmovilizacién dentro de una matriz polimérica: El componente biologico es ocluido
dentro de la matriz del polimero, el cual puede ser inerte o tener alguna funcion dentro

del proceso de transduccion de sefial
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HIPOTESIS

Mediante el aprovechamiento del peroxido de hidrogeno producto de la degradacion
enzimatica de la glucosa mediada por GOD, podran trazarse curvas de calibracion de
glucosa, utilizando la sefial de electroxidacion por voltamperometria vy
cronoamperometria como técnicas de deteccion de H;O, en equipo miniaturizado de

bajo costo.
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OBJETIVO

e Disefiar, construir, caracterizar y evaluar una microcelda electroanalitica y sus

electrodos para la cuantificacion de glucosa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Emplear la microcelda construida para la cuantificacion de glucosa en muestras
problema, como alternativa potencial-pam su uso en los laboratorios de quimica

analitica de la Facultad de Quimica.

e Utilizar una técnica electroquimica diferente a la polarografia para realizar la

cuantificacion de glucosa en diferentes muestras problema.
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V.MATERIAL Y METODOS

5.1 REACTIVOS:

Acido oxilico (H2C;04): Técnica quimica. Reactivo analitico con un porcentaje de
material insoluble 0.005%, cloruros (CI') 0.002%, sulfatos (SO4) 0.002%, calcio (Ca’")
0.001% y metales pesados (como Pb) 0.005%.

Permanganato de potasio (KMnQ,): Baker analysed. Reactivo segun especificaciones
de la ACS; nivel de impurezas en lo que se refiere a material insoluble 0.045%, cloruro
y cloratos 0.0005%, compuestos nitrogenados 0.003%, sulfatos (SO4) 0.018%.

Perdxido de Hidrogeno (H»0;): Solucién al 30% J.T. Baker con las siguientes
especificaciones. Residuos después de la evaporacion 0.0002%, cloruro (Cl-)< 0.2ppm,

nitrato (NOs)< 5ppm, fosfato< 0.5 ppm, sulfato (SO4>)< 0.003 y amonio (NH;)< 2ppm.

Glucosa Oxidasa (GOD):SIGMA  proveniente de  Aspergillius  niger,
aproximadamente 20% proteina. Una unidad oxida 1.0 mmol de B-D-glucosa a D-
gluconolactato y peroxido de hidrogeno por minuto a pH= 5,1 a 35°C. Contenido 0,22g
solido 47,500 U/g

Tris(hidroximetil)aminometane (CsH;1NO;3): p.a. Merck con un 0.001% de cloruros
(CI), 0.005% de sulfato (SO4%) y 0.0005% de metales pesados (como Pb).

Acido Clorhidrico (HCl): Técnica Quimica con un por cierto de acido de 36,5-38%,

nivel de impurezas en el caso de metales pesados (como Pb) 0.0001% y Fe 0.0002%.

D-glucosa anhidra (CH; OH(CHOH),CHO): Técnica quimica reactivo analitico,

rotacion especifica [a]f:"' +52.5° a +53,0°. materia insoluble 0,005% perdida al secado
a 105°C 0.2%. residuo de la ignicion 0.02%, acidez titulable 0,002 mEq/g, cloruros(CI).
0.01% sulfatos v sulfitos como (S0O;72)0.005%. almidon (pasa la prueba). arsénico
0.00064%, metales pesados (como Pb) 0.00005%, fierro 0.00005%. Cumple con

especificaciones ACS.

Agua destilada: Produccion propia
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5.2 MATERIAL

1 Frascos ambar de 100 mL

3 Frascos ambar de 10 mL

1 Frasco de pléstico de 200 mL

5 Frascos de plastico de 100 mL
3 Tubos Falcon de 50 mL

2 Matraces aforados de 25 mL

1 Matraz aforado de 50 mL

4 Vasos de precipitados de 10 mL
1 Vaso de precipitados de 50 mL
4 Jeringas para insulina

1 Microbureta de SmL

1 Pipeta volumétrica de 25mL

1 Pipeta graduada de 10 mL

4 Naves de vidrio

1 Espatula

1 Microespatula

1 Alambre de plata

I Alambre de acero inoxidable

1 Punta de carbén

Puntas de 100uL para micropipeta

1 Pizeta

5.3 EQUIPO

Potenciostato/Galvanostato PGP201 Radiometer (Holanda)

Micropolarografo de Minima Instrumentacién (MIMP).

Potenciometro OAKTON pH 510 series

Microcelda electroanalitica modelo “Sputnik™ (Construida en el laboratorio 3F de

Quimica microanalitica, Facultad de Quimica UNAM).
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5.4 METODOLOGIA

A,
1.
Z

P racion y titulacién de permanganato de io (KMnOy) 0.1 M.

Pesar aproximadamente con exactitud 0,79g de KMnO.

Colocar el KMnQ, recientemente pesado en un matraz aforado de 50 mL y
agregar 15 mL de agua destilada y agitar para disolver.

Ya disuelta la sal llevar al aforo con agua destilada.

Mezclar perfectamente y trasladar a un frasco ambar limpio y seco.

Tomar 1,0 mL de la disolucion anterior y colocarla en un vaso de precipitados
de 10 mL.

Agregar 1,0 mL de H,SO4y agitar.

Agregar con microbureta poco a poco disolucion de oxalato de sodio (Na,C,04)
0,1 M hasta que desaparezca la coloracion.

Registrar el valor de volumen gastado de la disolucion titulante, repetir este

procedimiento por triplicado y realizar tratamiento estadistico.

Valoracién _titulométrica de peroxido de hidrogeno (H,0,) disolucién

estindar.

. Tomar una alicuota de 0,5 mL de la disolucion concentrada de H,0:

(Concentracién~9.6 M), y colocarla en vaso de precipitados de 10 mL.
Agregar 1 mL de acido sulfarico 0,1M y agitar.

3. Agregar con microbureta poco a poco disolucion de KMnO, (previamente

titulada) hasta que aparezca una muy tenue coloracion rosa.
Registrar el valor de volumen gastado de la disolucién titulante, repetir este

procedimiento por triplicado v realizar tratamiento estadistico.

Preparacién de H,0, 0.1 M.

Tomar una alicuota de 0,5 mL de la disoluciéon concentrada de H,O, v
transferirla a un matraz aforado de 25 mL.

Llevar al aforo con agua destilada,

Mezclar suavemente y transferir inmediatamente a un frasco ambar v
refrigerarla.

Para las siguientes metodologias, el programa de perturbacion, el patrén de

respuesta y el procesamiento de datos, se muestran en la siguiente figura.

B
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Fig 5.1 Muestreo de comiente en voltamperometria. a) secuencia de pulsos de
potencial aplicadas en una serie de experimentos. b) curvas corriente-tiempo en
respuesta a la secuencia de diferencias de potencial aplicadas. ¢) voltamperograma

corriente de respuesta-potencial muestreado.

D. Prueba del Micropolarégrafo de Minima Instrumentacién (MIMP).

2
3.
4

0

i

Conectar una celda ficticia al MIMP. (ver anexo 1)

Realizar un barrido de potencial de -500 a 500 mV de 50 en 50 mV.

Realizar la lectura de corriente 30 s después de haber impuesto el potencial.
Registrar los valores de corriente para cada uno de los puntos y construir una
grafica I (pA) vs E (mV).

Trazado del voltamperograma control del medio de reaccién.

. Conectar la microcelda modelo “Sputnik™ (ver anexo 2) al MIMP y depositar

300 pL de electrolito soporte (KNOs 0.1).
Realizar un barrido de potencial de -800 a 800 mV de 50 en 50 mV.
Realizar la lectura de corriente 30 s después de haber impuesto el potencial.

Registrar los valores de corriente para cada uno de los puntos y construir una
grafica I (mA) vs E (mV).

Construccion de la grifica de calibracién de H;Ogcqindary por

voltamperometria con el MIMP.
Conectar la microcelda modelo “Sputnik™ al MIMP y depositar 300 puL de una

disolucion de H,0; (preparada justo antes de ser usada) 0,003 M en electrolito
soporte.
Realizar un barrido de potencial de -800 a 800 mV de 50 en 50 mV.,

Realizar la lectura de corriente a los 30 s de haber impuesto el potencial.
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Registrar los valores de corriente para cada uno de los puntos y construir una
grafica | (mA) vs E (mV).

. Seleccionar un valor de potencial y registrar la corriente asociada a ese punto
para construir la curva de calibracion.

Repetir el mismo procedimiento pero ahora ensayar con disoluciones de las

siguientes concentraciones: 0,006, 0,01, 0,03, 0,06y 0,1 M.*

onstruccién 1 fi libracién e HoOestindar r
voltamperometria con el Potenciostato/Galvanestato PGP201.
. Conectar la microcelda modelo “Sputnik™ al Potenciostato/Galvanostato
PGP201 y depositar 300 pL de una disolucién de H,O, (preparada justo antes de
ser usada) 0,01 M en electrolito soporte.
Realizar un barrido de potencial de -500 a 500 mV a una velocidad de barrido de
500 mV/min.
Seleccionar un valor de potencial y registrar la corriente asociada a ese punto
para construir la curva de calibracion.
Repetir el mismo procedimiento pero ahora ensayar con disoluciones de las
siguientes concentraciones: 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09y 0,1 M.
. Repetir por quintuplicado este procedimiento.
. Con los datos completos, trazar una curva de calibraciéon ponderada para este

ensayo.*

. Construccién _de la grifica de calibracién de H;O:cqindar) pOr

cronoamperometria con el Potenciostato/Galvanostato PGP201.
. Conectar la microcelda modelo “Sputnik” al Potenciostato/Galvanostato

PGP201 y depositar 300 pL de una disolucion de H,0; (preparada justo antes de
ser usada) 0,01 M en electrolito soporte.

. Fijar el valor de potencial en 600 mV.

Establecer el tiempo de ensayo en 60 s.

Obtener el valor de la corriente a los 30 s del ensayo. para construir la grafica de
calibracion.

Repetir el mismo procedimiento pero ahora ensayar con disoluciones de las
siguientes concentraciones: 0,02 M, 0,03 M, 0,04 M, 0,05 M, 0,06 M, 0,07 M,
0,08 M,0,09My0,1 M.
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Repetir por quintuplicado este procedimiento.

7. Con los datos completos, trazar la grafica de calibracion ponderada para este

L

6.

ensayo.*

Construccién de la grifica de calibracién de H;0, generado “in situ”por
cronoamperometria con el Potenciostato/Galvanostato PGP201.

. Conectar la microcelda modelo “Sputnik™ al Potenciostato/Galvanostato

PGP201 y depositar 50 uL de una solucién de GOD 10 mg/mL.

Fijar el valor de potencial en 600 mV y establecer el tiempo de ensayo en 60 s.
Agregar 300 pL de una disolucién de H;O, (preparada justo antes de ser usada)
0,01 M en electrolito soporte.

Obtener el valor de la corriente a los 30 s del ensayo, para construir la curva de
calibracion.

Repetir el mismo procedimiento pero ahora ensayar con disoluciones de H;0; de
las siguientes concentraciones: 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09 y 0.1
M.

Repetir por quintuplicado este procedimiento.

Con los datos completos, trazar una grifica de calibracion ponderada para este

ensayo.*

*Nota: 1. La disolucién de H20; 1,0 M debe prepararse el mismo dia que se va

a utilizar.

2. Muy importante que durante el procedimiento experimental las

disoluciones de H;O; se conserven en refrigeracién y el material en el que se

preparen las disoluciones, asi como la disolucién del electrolito soporte que se

usa para diluir, debe estar fria al momento de preparar cualquier disolucién

para la grifica de calibracién.
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VI. RESULTADOS

4.1 CONSTRUCCION DE LA CELDA.

El disefio final de celda empleada para realizar la serie de experimentos del presente

trabajo, se presenta a continuacion en la siguiente figura:

Base de Acriico —| - Pozo ELISA
ET (Carbon)  — .
& L ER (Plata)
EA (Acero inoxidable) — (&)

Fig 4.1 Vista superior de la microcelda electroquimica (Modelo Sputnik).

Orificios para
colocar muestra

ER (Plata) ——» «——— EA (Acero inoxidable)

L
/ -
ET (Carbon)

Fig. 4.2 Vista lateral de la microcelda electroquimica (Modelo Sputnik).
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Fig 4.3 Fotografia de la micro celda “Sputnik”.

Como se puede ver en los esquemas, la celda esta soportada sobre una base cuadricular
de acrilico de aproximadamentel.5 cm por lado. A esta base se le realizaron tres
perforaciones, las cuales sirven para que sean inserlados los diferentes electrodos que

empleamos durante el monitoreo de la muestra.

Sobre esta base es pegado el pozo de Elisa. el cual tiene dos perforaciones en la base,
por las cuales puede colocarse la muestra y hacer los lavados de la misma. El volumen
final de trabajo que puede contener esta celda es de 350uL.

42 ENSAYO DE PRUEBA CON UNA CELDA FICTICA EN EL
MICROPOLAROGRAFO DE MINIMA INSTRUMENTACION (MIMP).

Para verificar el adecuado funcionamiento del MIMP-compacto (ver anexo 1), se hace
un ensayo de prueba con el uso de una celda ficticia, en el cual evaluamos que se
cumpla la ley de Ohm (Grafica 4.1) para establecer que nuestro equipo esta en buenas

condiciones de operacién. Los resultados de este ensavo se muestran en la tabla 4.1.




RESULTADOS

V(mv) 1(pA) V (mV) 1(1A)
492 449 5 0.5
436 39.8 -60 55
382 34.9 -115 106
326 298 -170 1556
271 24.8 226 -20.8
216 19.8 -280 - -25.8
162 148 336 -31.0
106 | 97 -392 -36.0
52 4.8 -448 -41.3

4 0.4 -503 46 3

Tabla 4.1 Datos experimentales obtenidos del barrido de potencial con la celda
ficticia usando el MIMP-compacto.

| Prueba del MIMP.

| — 800  -a00 0 200 400 800 |
y=0.0917x- 0.0814 -
R=1 '

g V{mv)

Gréfica 4.1Gréfica de los resultados de la prueba con la celda ficticia en el
MIMP-compacto.

4.3 VALORACION DE KMnO,4 CON Na;C;0, 0.1 M EN MEDIO ACIDO.

Para tener resultados confiables es necesario conocer la concentracion de la disolucion

concentrada de H,O», para lo cual es necesario valorarla.

Para valorar al peroxido de hidrogeno se necesita una disolucion previamente titulada de
permanganato de potasio (KMnO,) 0.1M. Para titular dicha disolucion se requiere de
una disolucion de oxalato de sodio (Na;C204) y el ensayo se realiza por triplicado para

poder realizar el correspondiente tratamiento estadistico.

En la tabla 4.2 se muestran los resultados de dicha titulacion
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Tabla 4.2 Resultados de la valoracion volumétrica de KMnOs.

Muestra | Masa Na,C,04 (g) | Vol. Agr. (mL) Na;C;0,4 | [KMnOs] M |
1 0,3335 261 0.1039
2 0.3332 260 0.1035
3 0.3233 269 0.1038

Promedio = 0.1037
S =0.0002
CV.=0.2%

4.4 VALORACION DE H,0; “ESTANDAR” CON KMnO, 0.1 M.

Ya titulada la disoluciéon de permanganato de potasio 0.1037 M, se realizd una
valoracion por triplicado (Tabla 4.3) de la disolucion concentrada de peroxido de
hidrogeno; pues este dato es necesario para poder preparar las disoluciones de H;0:

requeridas para realizar el trazado de la grafica de calibracion.

Tabla 4.3 Resultados de la valoracion volumétrica de H.O..

Muestra | Vol. Agr. (mL) KMnO, | [H.0;] M
1 0.49 0.2450
2 0.52 0.2600
3 0.53 0.2650

Promedio = 0.2567
S$=0.0104
C.V, =41%

Es importante el recordar que partimos de la disolucion concentrada de peroxido de
hidrogeno y el valor de concentracion mostrado en la tabla 4.3 corresponde a la
concentracion de la dilucién de trabajo (ver inciso B de los métodos); a continuacion se
muestra el calculo realizado para establecer la concentracion de la disolucion

concentrada de H.0-.

[Ha02)wock= (0.2567 M) (0.025 L) (0.0005 LYy'=12.835 M
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4.5 TRAZADO DE VOLTAMPEROGRAMAS CON EL MIMP.

Para tener un adecuado control del sistema de medicion, es necesario el trazar un
voltamperograma control del medio de reaccién (grafica 4.2). Con a ayuda de esta
grafica se puede establecer cual es la onda de electroxidacion que esta asociada a la

presencia de H,O,.

l

Barrido de potencial con electrodo de carbén (ET) con

KNO; 01 M como electrolito soporte.
46

I(uA)

-1500

¥ {mV) :

Grafica 4.2 Barrido de potencial control del medio e reaccion (KNO3 0.1 M)
con un electrodo de carbén como electrodo de trabajo (ET).

Para el trazado de la curva de calibracion es necesario el fijar un potencial de lectura de
corriente (Gréafica 4.3); parametro que es indispensable para la cuantificaciéon de
peroxido de hidrogeno, dicha corriente se relaciona con la cantidad de peroxido que se

encuentre en el medio.

Las diferentes corrientes registradas al potencial establecido, son graficadas contra la
concentracion de H,O; ya sea estandar o generado in sifu que exisie en el medio

(Grafica 4.4).
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Barrido de potencial de H,0, en KNO, con electrodo de carbon.

V{mV)

|—#—Control —8—H2020.03M  H2020.06M —»— H2020.1M

Grafica 4.3 Barridos de potencial de muestras con adiciones de H,O, estandar
para la construccion de una grafica de calibracion. La linea roja muestra el
potencial (300 mV) al cual se registré el valor de corriente empleado en la

construccion de la grafica de calibracion.

Grafica de calibracion tipica de H,0, estandar a W= 316
mV (MIMP).

~ 10.0 | y =227 81x + 26645

R’ =0.9794

0 002 004 006 008 01 D012
[Hz0,)M '

| ) N
Grafica 4.4 Grafica de calibracion de H.O; en KNO; 0.1 M construida con el
MIMP.
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4.6 ENSAYOS CON EL POTENCIOSTATO/GALVANOSTATO PGP201
USANDO EL PROGRAMA VOLTAMASTER 1.

Los resultados que se muestran a continuacién corresponden a las pruebas realizadas
con el potenciostato/galvanostato PGP201; para el monitoreo del medio se usaron los
mismos electrodos que en la serie de experimentos realizados con el MIMP y las

técnicas analiticas empleadas fueron voltamperometria y cronoamperometria.

Al igual que en los experimentos realizados con el MIMP es necesarios el realizar un
control del medio de reaccién en cada una de las series de experimentos de la curva de

calibracion.

nm‘ﬂé‘.ﬂﬂ;‘ﬂﬂmllm"ﬂj_ﬂm"di.ﬂ.hl_hﬁl

-

1 i

——— r... ....,.,I TS .i.w. & ._3;-_ S “';. b ?...,

' v
A
E

Fig 4.4 Voltamperograma control del medio de reaccion (KNOs 0.1 M como
electrolito soporte).
El trazado de este control tiene dos propdsitos, el primero es el de visualizar el

comportamiento tipico del medio de trabajo v asi poder establecer cual va a ser la

respuesta asociada unicamente a la presencia del analito de nuestro interés.

El segundo es el de poder hacer una correccion de los datos obtenidos para cada uno de
los puntos de la grafica de calibracién, una vez que se ha obtenido el control de la serie
de experimentos, mediante el registro del valor de la corriente al potencial de lectura

elegido.
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Fig 4.5 Serie de voltamperogramas empleados en la construccion de la grafica

de calibracion de H2O2 en KNOs 0.1 M. La linea negra, muestra el potencial de

lectura al cual se registro el valor de corriente, con el que se trazo la grafica de
calibracion.

De cada una de estas series de experimentos, se elige un potencial de lectura para la
corriente registrada, de tal manera que pueda ser relacionada con la concentracion de

H,0, estandar agregado en cada uno de los ensayos realizados.

En la grafica 4.5 se muestra el trazado de una de las graficas de calibracion de H.0»
estandar obtenidas; para poder hacer una comparacion estadistica de los resultados, fue
necesario el realizar dichos ensayos por quintuplicado y los resultados del

procesamiento de estos datos se muestran en la Tabla 4.4.

Grafica de calibracién tipica de H,0, en KNO; 0.1
M como electrolito soporte (Voltamperometria)

—_—

| S |
| 60 = ) |
50 .
0 i
%
T 20 y=28252x + 22965
io RY=0993
| ol N
| 000 002 0.04 008 008 010 012 |
0] M

Grafica 4.5 Gréfica tipica de calibracion de H,O, construida por
voltamperometria.
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M0 M | |(Aem) G V%
Promedio
0.010 19.782 6.497 32.843
0.020 21.917 4714 21.509
0.030 25487 | 6210 24.365
0.040 29328 | 7582 25.856
0.050 32578 | 8984 27.575
0.060 35.241 [ 10.349 29.367
0.070 37150 | 9778 26.319
0.080 39390 | 11.365 28.853
0.090 41.509 10.828 26.087
0.100 44.827 12.626 28.166

Tabla 4.4 Resultados obtenidos de ponderar los datos de las distintas curvas
de calibracién de H,O2 (voltamperometria).

Para establecer la reproducibilidad entre los ensayos realizados es necesario hacer el
trazado de una grafica de calibracion ponderada, en la cual se consideran todos los
valores obtenidos en cada uno de los experimentos; para los experimentos
correspondientes al monitoreo de peroxido de hidrogeno estandar monitoreado por
voltamperometria la grafica de calibracién ponderada que se obtuvo se muestra en la
Grafica 4.6.

l Grafica ponderada de calibracion de H,0, |
{voitamperometria) ¢op wy- |

y=277.7x+ 17.447
10 R’ =0.89%08

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
0,1

Grafica 4,6?3féﬁca tipica de calibracion ponderada de H.O- construida por
voltamperometria a un potencial de 600 mV.
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47 CRONOAMPEROMETRIA APLICADA AL MONITOREO DE H,0,
ESTANDAR.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos para los ensayos realizados en la
construccion de la curva de calibracion de H,0, estandar empleando como fécnica de

monitoreo a la cronoamperometria.

]
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Fig 4.6 Cronoamera control del diode reaccion ( K03 0.1 M como
electrolito soporte).
Ya obtenido el control del medio, es necesario hacer un ensayo con una adicion de H;0;
estandar y fijar el tiempo al cual se realizaran las correspondientes lecturas de corriente
para cada una de las adiciones de peroxido de hidrogeno. Para elegir el tiempo de
lectura, es necesario que este se encuentre en la zona del cronoamperograma en la cual

el sistema muestre un comportamiento estable (Fig 4.6).

Fig 4.7 Serie de cronoamperogramas empleados en la construccion de la
grafica de calibracién de H.O; en KNO; como electrolito soporte.
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Para construir adecuadamente la grafica de calibracion, es necesario que a cada punto de
la curva le sea restada la corriente registrada en el cronoamperograma del control
(corriente residual), para asi inicamente trabajar con la corriente asociada a la presencia
del analito de interés.

A continuaciéon se muestra unicamente una de las graficas de calibracion que se
obtuvieron de esta serie de experimentos, remarcando que para poder somefer a
tratamiento estadistico fue necesario el realizar por quintuplicado este experimento
(Graéfica 4.7).

Gréfica de calibracién tipica de H,0, |
{cronoamperometria) gog mv- |

50
45
40 |
35 .
-~ 30 |
L2
fg y = 372.49x + 9.345 '
10 R’ =0.9909 :
3 |
o . . |
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 |
H:04 !
Graéfica 4.7 Grafica tipica de calibracion de H,O- estandar construida por
cronoamperometria.
Hoam | TwAem) [ o cV %
Promedio |
0.010 13522 2,511 18.568 |
0.020 16.368 2300 | 14055 |
0.030 20.906 3084 | 14750 |
0.040 24.548 3247 | 13227 |
™ 0.050 28.412 3885 | 13675 |
0.060 31.194 272 | 8727 |
0.070 349% | 3324 | 9508
0.080 38.580 3547 | 9193 |
0.090 ~40.388 | 3583 | 88711 |
0.100 43104 | 3257 | 75%

Tabla 4.5 Resultados obtenidos de ponderar los datos de las distintas graficas
de calibracion de H;0..
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Al igual que en los experimentos de voltamperometria es necesario el trazado de una
grafica de calibracion ponderada, para establecer que el comportamiento del sistema es
estable y que se tiene buena reproducibilidad entre ensayo. La grafica de calibracién
ponderada se muestra en la Grafica 4.7 y los datos con los cuales fue construida se

encuentran en la Tabla 4.5.

Grificaa de calibracién ponderarada de H,0,

i 1
| |
> l
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! 50 |
| 454 ‘.
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¥ - i |
! :fg é y =337 43x + 10639 !
10 | R’ = 09939 |

514 i

; {

ol ’ ‘

0.00 no2 004 0.08 0.08 0.10 0.12 |

H0,] |

Gréfica 4.7Gréfica tipica; dé da!ibracién _ponderada_ dé H-O- construida por
cronoamperometria a un potencial de 600 mV.

4.8 MONITOREO DE H:0; GENERADO IN SITU.

Una vez que se ha establecido que la respuesta que ofrece el sistema a las adiciones de
peroxido de hidrogeno estandar es adecuada para fines de cuantificacion, es necesario el
evaluar la capacidad que tiene el sistema para detectar el H;0. que se genera in sifu por

la acci6n de glucosa oxidasa (GOD) sobre glucosa estandar.

Para ello es necesario el establecer las nuevas condiciones de trabajo puesto que se
presentan cambios en la composicion del medio de reaccion, de tal manera que se

pueda realizar una adecuada cuantificacion del peroxido de hidrogeno generado in situ.

Las condiciones dptimas de trabajo para la cuantificaciéon del H>O; generado a partir de

Glucosa estandar se muestran en la Tabla 4.6.
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Variable Valor
Tiempo de lectura 55s
GOD (10 mg/mL) 0.5mL

[Glu] 0.02-01M
pH 7.2
Tabla 4.6 Condiciones optimas de trabajo para los ensayos con GOD en un
volumen final de trabajo de 350ulL y a temperatura ambiente.

Una vez que se ha establecido las condiciones 6ptimas de trabajo se realiza el trazado de
la grafica de calibracion y sus consiguientes repeticiones. Los resultados de esta serie de

experimentos se muestran a continuacion.

1 Grafica de calibracién tipica de H,0, generado “in ;
1

| SIU” (50,4 G0y 55y |
40 |

35 I

* |

g 30 v |
= I

- 25 Fy * |
20 y = 14.345x + 2.1896 |

R’ =D.9106 |

15 ; : L

000 002 004 006 008 010 012 |

| el |

Grafica 4.8 Gréfica tipica de calibracién de HO; generado in situ construida por
(Cronoamperometria V=600 mV.)

2
[H:04 M | (@Aem?) | a L ocve |
Promedio

0.020 1.564 0.135 8625 |
0.030 1.744 0.170 9736
0.040 1.920 0.099 5159 |
0.050 2.004 | oo8s | 4460 |
0.060 2.059 | o080 | 3866 |
0.070 2143 009 | 419% |
0.080 2.207 0080 | 3628 |
0.090 2.244 | 0104 | 4647 |
0100 2.359 | 0208 | 8832

Tabla 4.7 Resultados obtenidos de ponderar los datos de las distintas graficas
de calibraciéon de H,O2 generado in situ por accion de GOD.
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Grifica de calibracion ponderada de H,0, ‘
generado "in situ”. {50 pL. GOD) t= 55s. |
30 !
|
25 |
g 20 .l
| =151
' i y = B.9967x + 1.4873
[ : R’ = 0.9495
i 05 v : = . :
i 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 012 |

iG]

Grafica 4.9 Gréfica tipica de calibracion pondera&a de H,O, generado in situ
(Cronoamperometria V=600 mV).

Finalmente en la tabla 4.8 se muestran los resultados obtenidos del tratamiento
estadistico de los resultados obtenidos en el trazado de las curvas de calibracion con

cronoamperometria y voltamperometria

Voltamperometria | Cronoampermetria Cronoampermetria |

Parametro (H:0; estandar) | (H.O; esténdar) | (H;0; generado in situ) |
Pendiente (m) 277.7 | 337.43 8.9967 ;
R’ 0.9909 f 09939 [ 09495 |

Tabla 4.8 Valores de las pendientes (m) y coeficiente de correlacion (R?) de las
gréaficas de calibracion Ip: f(Ch.0.) de H,O, estandar y generado in situ.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El disefio de la celda cumple con criterios que satisfacen la necesidad de tener un equipo
de facil manejo, resistencia y facil reparacién. Las perforaciones en las que se colocan
los electrodos, permiten que estos sean reemplazados en caso de falla o deterioro, o bien

que sean cambiados por algiin otro tipo de electrodo si esto es requerido.

Las perforaciones superiores, permiten que el colocar muestras y reactivos sea un
proceso sencillo y que los lavados que necesite la celda sean rapidos, por lo cual esta

celda puede ser rapidamente reutilizada.

Por el tamafio y volumen que maneja (alrededor de 300 [JL) la celda es ideal en
estudios electroquimicos que requieren de regimenes de difusion pura, puesto que el
equilibrio se alcanza en tiempos muy cortos, lo que permite que los ensayos se realicen

de forma muy rapida.

En los trazados preliminares de la curva de calibracion mediante voltamperometria
empleando el MIMP, establecimos que el sistema de celda y electrodos que empleamos
funcionaba adecuadamente. Aun cuando el valor del coeficiente de correlacién (R?) no
es muy bajo, no se decide continuar con este procedimiento pues el tiempo de ensayo es

muy largo.

Estos experimentos, permitieron establecer las condiciones de trabajo necesanas para el
manejo de las soluciones de peroxido de hidrogeno (H20:), el intervalo de
concentraciones dentro de los cuales se construiria nuestra curva de calibracion, el tipo
de electrodo de trabajo que usariamos y en gran medida permiti6 establecer la celda a
emplear para los experimentos posteriores; adicionalmente sirvié para comparar el
funcionamiento del MIMP (equipo que se desarrollé en nuestro laboratorio) con el del

equipo comercial (Potenciostato/Galvanostato PGP201).

En lo que respecta a los resultados obtenidos en los ensayos realizados en el
potenciostato/galvanostato  PGP201, particularmente en donde se empleé la
voltamperometria como técnica de trabajo, se logré mejorar la correlacion entre los

diferentes puntos de la curva de calibracion.
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Esto en gran medida se debe a que el mecanismo mediante el cual el potenciostato
impone y regula el potencial aplicado, es mejor que el empleado en el MIMP;
adicionalmente el programa Voltamaster 1.0 registra de manera continua el valor de
corriente para cada valor de potencial, mientras que en el MIMP, el registro de los
valores de la intensidad de corriente se realiza de manera manual en intervalos discretos

v bien definidos.

Sin embargo, aunque se logra mejorar el coeficiente de correlacion en la curva de
calibracion de H,0; estandar, la dispersion de los datos es muy alta, llegando a tener
valores del coeficiente de variacién (CV) por encima del 25% (Tabla 4.4); esta
dispersién en los datos obtenidos tiene dos fuentes principales de error, la primera esta
asociada al electrodo, ya que se observd, que con el tiempo y el uso del mismo su
superficie se va deteriorando, lo que ocasiona que la reproducibilidad de los eventos sea
baja; la segunda fuente de error, esta ligada a la técnica misma, ya que hay un valor de
corriente residual mayor en esta técnica electroquimica y aun cuando se mejora la
linealidad de la técnica la dispersién de los resultados es un parametro que debe

mejorarse.

Utilizando a la cronoamperometria como técnica de monitoreo se logra una mejora
sustancial en la reproducibilidad de los experimentos, sin perder la linealidad del
método, (Tabla 4.5), puesto que el valor de corriente residual asociado a cada evento se
ve disminuido de manera importante. Esto se debe a que la muestra analizada esta
sometida desde un principio a un mismo valor de potencial y el fenémeno de transporte
de carga v masa obedecen en todo momento al campo eléctrico generado como
consecuencia de la imposicion de una diferencia de potencial constante, lo cual se

refleja en valores de CV alrededor del 10%.

Con los resultados anteriores se ha establecido que el sistema de monitoreo disefiado si
es capaz de detectar al HO; que se agrega al medio, mediante la adicion de alicuotas de
disoluciones estandar de peroxido de hidrogeno; pero es de hacerse notar que en el
momento de realizar los correspondientes experimentos en donde generamos al
peroxido “in situ”, hay cambios importantes en la composicion del medio y estas

modificaciones impactan directamente en el comportamiento del sistema (Tabla 4.8).
I ——
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La reduccion en la magnitud del valor de la pendiente en estos experimentos, se debe
principalmente a la presencia de la enzima glucosa oxidasa (GOD), pues esta se vuelve
un elemento mas de resistencia a la conduccién de la corriente eléctrica a través de la
disolucién, motivo por el cual se da este abatimiento de la capacidad para detectar la
respuesta a la perturbacién impuesta por parte del sistema de electrodos usados.

Aun cuando la diferencia entre las pendientes es considerable, entre los experimentos
donde se mide el H,O, generado “in situ” y los que no requieren de la enzima, el
comportamiento lineal del método no se ve afectado de manera importante, se nota una
mejora en cuanto a la reproducibilidad en estos experimentos (Tabla 4.7), lo cual
impacta directamente sobre los valores de CV que se obtuvieron para estos ensayos, los
cuales estan alrededor de 5%.

La diferencia entre los valores de CV para los diferentes ensayos, se debe posiblemente
a la reduccion de la descomposicion del peroxido durante la preparacion de las
muestras; mientras que en los ensayos donde no se incluye a GOD como reactivo, se
agregaban alicuotas de disoluciones provenientes de un “stock” de H>0;; es en este
punto donde se presume que la descomposicion de peroxido que ocurre durante el
ensayo es mayor, debido a la manipulacion de estas disoluciones de peroxido, misma
que no ocurre en el otro caso, donde lo que se agrega son alicuotas de disoluciones de

glucosa estandar a un medio que contiene a la enzima.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como se ha comentado anteriormente, se ha logrado disefiar, construir y caracterizar
una microcelda electroanalitica, dirigida a la cuantificaciéon de glucosa mediante el

empleo de la enzima GOD.

El disefio presentado cumple con caracteristicas innovadoras y atractivas, tales como el
tamaiio, la disposicién de los electrodos al interior de la celda v el hecho de estar
fabricada con materiales de bajo costo (por destacar algunas), las cuales hacen de esta
microcelda un instrumento potencialmente aplicable dentro de los laboratorios de
ensefianza de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Se ha podido utilizar esta celda para cuantificar glucosa, aprovechando al peroxido de
hidrogeno (producto de la degradacién enzimatica de esa aldohexosa mediada por la

accion de GOD), mediante el trazado de curvas de calibracion.

De la misma manera se ha visto que la cronoamperometria es una técnica
electroquimica que bien puede emplearse para la cuantificacion de glucosa de manera

rapida y sencilla, y que bien puede contemplarse como técnica alterna a la polarografia.

A futuro, se pretende continuar con este trabajo v construir mas celdas para en una
primera etapa emplearse en el laboratorio de Quimica Analitica Instrumental I; de
manera alterna se pretende realizar los estudios pertinentes para estandarizar este
método, aplicarlo a la cuantificacion de glucosa en muestras séricas y proponerlo como
una técnica de cuantificaciéon de glucosa para su uso dentro del laboratorio clinico, para
posteriormente aplicarlo dentro de los cursos practicos de Analisis Clinicos I v II que se

imparten en la Facultad de Quimica de la UNAM.
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ANEXO 1

MIMP

En el laboratorio de Quimica Microanalitica de la Facultad de Quimica de la UNAM, se
ha iniciado un proyecto de disefio, caracterizacion y puesta a punto de instrumentacién

analitica de bajo costo como alternativa docente y en investigacion.

El Micropolarografo de Minima Instrumentacion o MIMP (del inglés Minimal
Instrumentation Micro Polarograph), es un instrumento miniaturizado, el cual puede
ser empleado en técnicas de analisis electroquimico como la voltamperometria y la

polarografia.

El circuito eléctrico que emplea el MIMP es simple y facil de reproducir (Fig A.1.1), no
requiere de material costoso, por lo cual se vuelve un instrumento de facil manufactura

v muy util en el trabajo del laboratorio de quimica analitica.

500 chmm
e~ ~
ll-llhh}

mV

Fig A.1.1 Circuito eléctrico mejorado y adaptado con el que opera un MIMP.
ER= Electrodo de referencia ET= Electrodo de trabajo EA= Electrodo

auxiliar (Adaptado de Lafleur R., Myland J., Oldham K_, *Analytical microelectrode
voltammetry with minimal instrumentation”, Electroanalysis, Vdl. 2, 1990, pp 223-228).
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En nuestro laboratorio se han disefiado algunos de estos equipos v se puede utilizar para

realizar diversos estudios. A continuacion se presentan uno de los prototipos de estos
MIMP.

Fig A 1.2 EL MIMP (a la derecha) puede conectarse a dos multimetros (uno para medir el E,,, y
el otro para la i) y asi se tiene un equipo completo para realizar electroanalisis.

Fig A.1.3 MIMP-compacto (disefiado por el Ing. Enrique Rangel de Disefio Servicio Consultoria
para el Laboratorio DSC-ELECTRONICS@MAIL.COM, para el Laboratorio de
Microelectroquimica Analitica de la Facuitad de Quimica de la UNAM
http://mx.geocities.com/electroquimika)

Por su tamafio puede ser facilmente transportado v realizar analisis eleciroquimico en

trabajo de campo, en el laboratorio de ensefianza, de investigacion, etc.

A
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ANEXO 2

Celda “Sputnik”™.

Dentro del laboratorio de Microelectroquimica Analitica de la Facultad de Quimica de
UNAM, se han desarrollado muchas celdas para el trabajo analitico, para el presente
trabajo la celda “Sputnik™ (Fig A.2.1) fue la celda que se empleo para desarrollar el

mismo.

Esta celda consta de dos piezas, una base de acrilico v un pozo de placa Elisa (usado en

el laboratorio de inmunologia)

Fig A.2.1 Fotografia de la celda modelo “Sputnik” (constrida en el laboratorio de
Microelectroquimica Analitica de la Facultad de Quimica de la UNAM).

Fig A.2.2 Celda “Sputnik” conectada al MIMP-compacto.

Los electrodos son incrustados en perforaciones realizadas en la base de acrilico:
mientras que en la base del pozo de ELISA se realizan perforaciones por las cuales se

depositan las muestras o se lava el mismo pozo.

Los resultados obtenidos en esta celda demuestran que se cumplen las condiciones de

estado estacionario como en las celdas de volimenes convencionales.
e —————— N
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