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Construccion de un biosensor selectivo a urea con
base en un transductor de POSAI




Los resultados presentados en este trabajo son

originales y parte de ellos se presentaron en el Xl

Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de
Elactroquimica Analitica, celebrado en la ciudad de

Guanajuato, Gto. del 9 al 11 de junio de 1997.

Los resultados que aqui se presentan se obtuvieron

en los experimentos realizados del 1 de enero al 2 de

julio de 1997.
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INTRODUCCION

La urea es uno de los principales productos del catabolismo de las proteinas en
los mamiferos Los grupos a-amino de los aminoacidos provenierntes de las de las
proteinas de la dieta y tisulares se excretan como urea Su formula mimma es
(NH;).CO. se sintetiza en e! higado, pasa al torrente sanguineo y ia filtran los rifones
para eiminarse en ia orina

Cuando la concentracidon de urea en la sangre y la ornna aumenta o disminuye
notabliemente se debe por lo general a un problema en el metabohsmo. a un problema

hepatico. renal de vias urinanas o a una muy mala nutricion cuyo dragnostico debe

ser apoyado por los resultados obtenidos en el laboratorio

Se han cesarrollado diversos metodos para medir 1a concentracion ge urea en
fluidos bioldgicos. de entre estos metodos Ios mas exactos y precisos son aquellos en
ios cuales se uliliza a la enzima ureasa para catalizar |la hidrohsis de 1a urea y se
monitorea la formac:on de alguno de los productos de la hidrolisis o bien el consumo
de algun producto de una reaccicn acoplada Cas: todos estos métodos son costasos
y las técnicas suelen ser elaboradas o requreren de instrumentos que nNo estan al

alcance de todos los laboratorios

Después del auge gque han tenido los electrodos i1on-selectivos, (ISEs).

“"Czaban (1985)". muchos investigadores los han empleado para acoplaries enzimas

inmovilizadas. u otras moléculas biclégicamente activas, con las que se han obtendo

sensores que pueden monitorear a los sustratos de dichas enzimas. por ejemplo. Los



sensores, basados en el uso de un transductor potenciometrico o amperometrico y un

elemento bioselectivo, se conocen como brosensores

Entre estos dispositivos se han desarrollado varios tipos de biosensores

capaces de monitorear urea en fuidos biclogicos pero tenen himitaciones

considerables para poder empiearse enla ensenanza Por gemplo. suelen construirse
usando un electrodo on-selectivo como transauctor potenciomeétrnico estos electrodos

SON caros y muchas veces presentan interferencias quimicas /mpaortantes. sobre todo

de los demas cnes presentes en los flurdos biclogicos en  concentraciones

considerables. lo que ocasiona errores en las celerminaciones ae urea

Alguncs de los biosensores seiectivos a urea reportados en la iiteratura podrian
construirse en los laboratorics ge ensertanza unwersitan’ oera lcs ISEs en que se
basan son caros o los materiales para construirios no son faciles de conseguir

En los cursos de Quimica Analitica Instrumental que se imparten en ia Facultag
de Quimica se estudia a los sensores potenciometricos como son los ISEs asi como
a sus aplhicaciones en el desarroilo de bicsensores y en ei analisis. pero detcrdo a su
alto costo no hay practicas de laboraicrio que itustren su diserio, construccion y
aplicacién al analisis de muestras problema

Es necesarno introducir practicas que mvolucren la construccion y {a aplicacion
de biosensores. pero . Como se podria construir un biosenscr sin gastar en un ISE?
< Qué matenaies podrian usarse en su elaboracitn que se consigan en el pais y no

sean caros”?

<Como tener una enzima de actividad aceptabie pero sin invertir mucho tiempo y

dinero en su purificacion o sin tener que compraria purificada?



En este trabajo se propone el disefio y construccién de un biosensor selectivo a
urea que puedan construrr los alumnos de los cursos de laboratorio de Quimica
analitica Instrumental y pueda usarse en la determinacién del analito, en muestras
probiema, durante las sesiones de practica

Para que la construccion y aplicactdon del biosensor resulte de un costo
accestble se propone utthizar como transductor potenciométrico peliculas de oxidos
sobre acero inoxidable, (POSAIl) pues se na reportado que estas peliculas son

selectivamente sensibles a la actividad de H® en diversos medios de reaccion

“Nomura and Ujihira (1988), Garcia, Pérez y Marquez (1997)" Ademas. hasta

donde se sabe no se ha reportado el uso de PQOSAl como transductores en

biosensores

También se propone emplear un extracto crudo acuoso ce ureasa de soya en
lugar de la enzima purnificada lo que baja aun mas el costo del biosensor

Después de obtener POSAI gue pasaron las pruebas de tiempo de respuesta,
calibracidn con amoruguadores y eficiencia. se elhigié una para armar el biosensor
Este se construyod con tubos de vidrio y de plastico que se consiguen faciimente, se
uso alambre de cobre como conductor y una membrana de dialisis para atrapar
fisicamente a la enzima porgque esta membrana permite e! paso del sustrato

Con el biosensor construido se hicieron curvas de actividad de la enzima pH = f
(t ) con diferentes concentraciones de urea en el medio de reaccion Se determinaron
los incrementos de pH obtermdos a un hempo dado y se trazaron ias curvas de

ApH = f ( Log [urea] ) para distintos ntervalos de concentrac:on Todo

calibracion

esto, primero. sin cambiar la capa de extracto en el biosensor y postenormente



cambiando el extracto entre determinaciones, pues asi se acortan {0s tiempos de

lavado del biosensor
Una vez que se determind el mejor intervalo de concentractdn para trabajar con

muestiras bioldgicas se incluyo ia determinacion de urea en muestras de suero

humano por cuadruplicado con cada nueva curva de calibracion Para cada muestra y

con objeto de comparar los resuitados obtenidos con los dos metodos se reahzo

tambien ia determinacién de urea por cuadruphcado wusando el metodo de la

diacetiimonoxima (DAM)
El trabajo se estructurd de la siguiente forma
En un prrmer capitulo se hace una breve resera del desarrolio de algunos

sensores quimicos. desde los electrodos ion-selectivos hasta su aplbcacién en el

disefo de distintos blosensores se menciona !ambi€én por queé es importante la
cuantuficacidon de urea en sangre y onna. y se describe e! diseno y funcionarmiento de

los biosensores para urea mas comunes reportados en [a hteratura. también se

definen los objetivos y se puntualiza la propuesta de este trabajo

En un segundo capitulo se trata ia parte expernimental La obtencién del extracto

crudo acuoso de ureasa de soya y los ensayos de actividad, la obtencion de las

POSAI y las pruebas que se hicieron para elegir a la mejor de ellas para construir el

biosensor, la construccion del biosensor. las curvas de actividad y calibracién, la

determinacion de urea en muestras de suero y la comparacion con el metodo de la
DAM. -
En el tercer capitulo se discuten los resultados y se presentan las conclusiones

del trabajo asi como las perspectivas del mismao.



Al final hay cuatro anexos, en el primero se muestra un ejemplo del analisis de

regresion lineal que se realizd para obtener la eficiencia de las POSAIl y para las

curvas de calibracion de urea
de la

il se describe espectrofotometnco

En el anexo el método
diacetiimonoxima para la deterrmunacion de urea, su fundamento y los pasos a seguir.
En of anexo Il se rmuestra la manera en que se realizaron Ios calculos para la
prueba de hipdtesis nula que se llevo a cabo para determinar si hay diferencias

estadisticamente significativas entre la media de los resuitados obtermdos usando el
biosensor construido y los obtenidos con et metodo ge la DAM

Por ultimao se incluye ia bibliografia



CAPITULO |
ANTECEDENTES

1. Breve Resena de Bioscnsores

Actualmente se hacen deterrminaciones de muchos anahtos mediante sensores
quimicos, éstos han tenido auge y los investigadores han puesto mucho interés en el
desarrollo de nuevos y mejores senscores desde hace unos vemnte afos, aunque su
produccidn a gran escala y comerciahizacion puede en muchos casos tomar hasta diez

afos

Inicitalmente. los sensores quimicos se clasifican como potenciometricos y

amperometricos En |os sensores potenciomeétricos. una membrana o superficie

sensitiva. actita como una bateria. generando un potencial proporcional al logantmo
de la a<.:nwdad del anaito. éste potencial se mide con respectc a un electrodo de
referencia que se encuentra en contacto con la muestra Como muchas membranas
son malas conductoras las medictones potenciometricas se hacen a un flujo de
corrtente casi nulo E!l flujo de corniente tiende a descargar la bateria y a perturbar el
equilibrio en la interface membrana-muestra

Por otra parte. en los sensores amperometricos se aplica un potenc:al entre el
electrodo de trabajo y el de referencia. esto provoca una transferencia de electrones, y
se presenta una reaccidn redox que causa un flulo de corrniente proporcional a la
concentracidn del anahto

Los sensoras potenciometricos pueden emplearrse en determinaciones directas

© indirectas, cada una de las cuales muestra ventajas y desventajas



En las pruebas directas el sensor se pone en contacto con la muestra sin ciluir, sin
algun tratamiento previo. 10 que es una ventaja para los laboratorios climicos que
atienden emergenc:as. pero tenen la desventaa de que las medictones son sensibles
al coeficiente de actividad y a errores en el potenc:al residual de urién liguida Con la
potenciometria indirecta la muestra se diluye antes de la medicion de Modo Que No s
necesario preocuparse mucho por los potenciaies ge union liguida y los coefictentes
de actividad. porgque sus efectos scn mirumizados per el diluyente La desventaa es
que puede haber errores en la medicion si hay muchos solicos suspendidos en la
muestra. La potenciometria indirecta es popular y ha s:do historicamente la
competigora de ics metecdos de referencia. como |a especirofctometria ce flama

Los primeros sensores potenciometricos que hubo fueron los electrodos ron-
selectivos de vidrio. ( ISEs), { 1509 - 1536 ) y luego el analizador de gases sanguinegs

( 1958°). que puede medir pH. P:c: y Po: "Rechnitz, G.A.(1967)" finales de los

aftos 60 fue construide el primer sensor que iNncorporaba una enzima para mecr la
concentracion dei sustrato de cicha enzima “Ctlark, L.C. and tayons, C. (1962 )"
Uno de los eventos mas mportantes en 13 historia de 10os sensores quimicos fue el
desarrolia del electrodo para K° que uthiza vahnomicina como acarreador neutro (
18969 )."Durst, R.A.{1969)" Antes del gesarrollo de este sensor era posible tener
electrodos de vidrio (ISEs) para el ton sodio gque funcionaban muy bien, pero noc
habia electrodos para el ion potasio. y tenia que determinarse por el método de
espectrofotametria de flama Con el advenimento de un electrodo (on-selectivo para
potasio se penso que podria llegar a reemplazarse la espectrofotometria de flama con

ISEs."Cazban Jhon D. (1985)" En los anfos setenta comenzo a florecer la



instrumentacién basada en microprocasadores con 1o que aumentd la popularidad de
ta potenciometria. En la década de los ochenta ya los ISEs se estaban haciendo

populares y se utiizaban cada vez mas en los iaboratorios clinicos “Czaban Jhon D.

(1985)"
El area de analsis de electroiitos mediante ISEs ya no es un area en

crecirmiento ahora es mas imponante desarrollar el drea de anahisis de metabolitos,

donde los biosensores basados en entimas estan temendo auge

En términos generales un biosensor puede pensarse como un dispositivo que

nNcorpora  una  sustancia bicactiva ( enzimas o sistemas  multienzimaticos.
componentes membranales, citocromos. hormonas. anticuerpos, microorganismos,
puesta en

etc. ) que reconoce especificamente a una especie de interés (anahito)
intimo contacto con un sistema transcuctor ( Dispositive basado en el uso de un

sistema para reconocer algun on y que es capaz de transformar esa informacion

quimica en una senal eléctrnica, por eemplo un ISE ) Debido a que los materiales
biologicamente sensitivos son los responsables de reconocer al analto. también
regulan la especificidad y sensibihdad del sensor "Frew, Jane E. And Allen H.

(1987)".
El concepto principal en el diserio de biosensores que incorporan enzimas ha

sido usar una membrana para aislar y transformar el anaiito deseado en especies que
puedan monitorearse potenciomeétrica o amperométricamente. Por o general las
membranas son composites multicapa que contienen una © mMas enzimas

inmowvihizadas Cuando estos composites se ponen en contacto con el sustrato de la

enzima, es decir. con el analito. este llega a la membrana para transformarse por la



accion de la enzima de modo que los productos puedan ser detectados por el sensor

potenciométrico o© amperomaétrico Como las enzimas se deben encontrar

inmovilizagdas pueden reutilizarse, con I0 que se abaten los costos. este concepto es

versatil y puede ser aplicado para gran cantdad de analitos

Otro concepto que se esta desarrollando es el uso de la Iisis mediada por
complemento para inmunosensores con detectores electroquimicos. esta técnica es
atractiva porque tiene una alta sens:bilidad ya que conileva un efecto amplficador

debido a que por cada celula lisada muchos marcadores se liberan dentro de la

muestra “Czaban (1985)"

Existe tamb:ién el concepto de sensores por bioafinidad "“Thompson and Krull

{(1984)". en los que por eiemplio. un electrodo sens,ble a oxigeno se pone en contacto

con una membrana en la que ha sido inmoviltzado el acido 4-Midroxifernilazo-benzdico
(HABA)', el HABA esta conjugado con una proteina hgada a avdina. la cual a su vez
esta marcada con catalasa La biotina (anahto) iene mayor afinidad con la aviaina que
con ei HABA de mocdo que cuando la biotina se agrega al sistema. desplaza al HABA
reduciendo la enzima al electrodo. entonces. sI se agiciona perdxido reacciona con ia

catalasa formando O La adicién de peroxido puede usarse para monitorear la

cantidad de enzima que gueda en la membrana. lo que se relaciona con la cantidad

de biotina presente Al aumentar la concentracidn ce biotina la cornente en el

electrodo de oxigeno dismunuye E! analito no necesita estar marcado. es posible la

regeneracion de! electrodo y la sensibiidad aumenta gracias a la amphificacion

enzimatica Este lipo de ensayo se aphca a la determinacidn de moléculas pequenas

como hormonas y drogas



también biosenscres basados en ceéiulas, sobre todo aquellos que

Hay
incorporan microorganismos y usan como transductores sensores electroquimicos las
células se fijan entre la membrana sensiiva (transductor) y la membrana que los
retiene en contacto con el cuerpo del sensor. por lo general una membrana de dialisis
o micropore Su principio de operacion es semejante al de los biosensores basados en
enzimas, tienen ia ventaja de poder regenerarse st se guardan en e! medio de cultivo
adecuado, lo cual aurmenta su ttempo de vida Las desventgjas que presentan son
que pueden ser poco seleclivos y que requieren de 3 a 4 horas para recobrar sus
condiciones originales entre una y otra determnacion "Montalvo J.G.(1970)".

Un concepto mas gue se esta desarrollando es el de los transistores de efecto
de campo quimicamente sensitivos (CHEMFETs). sobre todo para determinaciones
in vivo. "Czaban (1985)"

Hay moléculas que tendrian que cuantficarse en concentracicnes de 10" My
actuaimente Ics sensores mas sens.bles logran monitorear bien concentraciones de
10° M. de moao Gque aun queda trabajo por hacer pues la incorporacidn de unoc © Mmas
pasos de amplficac:on puede ayudar ancrementar la sensibihdad

La mimaturnizacién es otra considerac:on importante para los nuevos disefios,
especialmente s» se intenta realizar determinaciones n vive Hay ISEs de estado
sélido que miden de uno a dos mm de diametro y podrian hacerse mas pequenos

Los microelectrodos con diametro de mucrametros podrian probarse en el drea

de biosensores

10



Algunos electrodos microvoltameétricos se han empleado para medirr cambios de
compuestos electroactives en el cerebro de algunos mamiferos y se consideran

ideales para este upo de electroanalisis in vivo "Rechnitz (1982)".

2. Importancia de la Urea Como Analito en Fluidos Bioldgicos

En los mamiferas. los grupos « - amino de los amincacidos denivados de la
dieta o de la degradac:dn de las proteinas tisulares se excretan coMmo urea, que se
sintetiza en el higado, pasa a la sangre y se elimina en la cnna

La concentracidon de urea en el suero varia bastante en los iNndividuos sancs y
esta influenciada por factores como la ingesta cietética de proteinas y el estado de
hidratacién. ta disminucion o el aumento ce la excrecion de urea y de su
concentracion en la sangre y en la onna indica gue existe algun problema metabdlico,
un mal funcionamento hepatico. renal o una muy mala nutncien

La accién de los glucocorticoides y las nhormenas tirordeas hiende a incrementar
los niveles de urea en la sangre Los androgenocs y la hormona de! crecimiento
reducen la formacion de urea por su efecto anabdlico

E) aumento en los niveles séricos de urea que se observa en muchos casos de
hemorragia gastrointestinal masiva se exphca por el incremento notable de la
absorcion de aminoacidos despueées de la digestidon de las proteinas de la sangre y por
fa hipovolemia debida a |la hemarrag:a

Al aumentar el catabolismo de las proteinas también aumenta el Nnivel sérico de

urea, como en 10s casos de fiebre. estrés y quemaduras

11



Cuando la causa del aumento de Ios miveles séncos de urea es una

enfermaedad renal con disminucién de la filtracién glomerular suele haber

deshidratacion y edema. o que provoca reduccion de ia perfusidon renal, incremento

efecto antianabohco general de los

del catabolismo de proteinas y del

glucocorticoides Se puede presentar uremia con acigosis geseqguihbric

hidroelectrotitico, nauseas, vomito, anemia, alteracitones neurcopsiquidlricas y coma
E! aumento de ios niveles de urea varia en magnitud y supera generalmente los 100

mg/dl ( 16 67 mM ) segun se indica en |a hteratura “Barnard J. H. (1984)"

En ocasiones el aumento de los niveles de urea en sangre se debe a una

obstruccién dei tracto urinano, lo que provoca que la urea se reabsorba en ia

circulacién A veces los niveles séricos de urea aumentan por perforacion del tracto

urninano inferior, 1o que ocasiona extravasacidén de arna al nterior de los tepdos

blandos
En casos normales de ingesta de proteinas. hidratacidn, perfusién renal e

tracto wurinano inferior, los nmiveles séricos de urea aumentaran

integrigdad del
notablemente hasta que la filtracidn haya dismmnuido por lo menos un 50%

La aismmucion sigrificativa de 1os niveles sériccs de urea solo se observa en
algunas aiteraciones, ademas de una mala nutricidn, la ingesta alta de liquidos o Ia
administracion excesiva de liquidos por via intravenosa en presencia de funcion renal
normal resuitaran en una disminucion de Ios Nniveles sércos de urea. puesto que se
reabsorbera en los tubos renales una cantidad relaivamente pequena de urea
La tendencia hacia una disminucion del.mvel serco de urea en el embarazo es

probablemente el resultado de un aurmento de la filtracién glomerular Por otra parte,

12



ia enfermedad hepatica grave puede provocar reduccion de la sintesis de urea debido
a la menor actividad de su ciclo

Existen diversos métodos para determinar la concentraciéon de urea en sangre.
suero, plasma y orina pero son caros y requieren de aigun tratamiento previo de ia
muestra. los que mas se usan en ios laborateros se encuentran en Jos hibros de texto
“Henry (1994), Bauer (1386)".

Hay trabajos que muestran la construccion de biosensores selectivos a urea.
basados en el uso del electrodo de vidno o de un electrodo setectivo al ion amon:o. al
amoniaco o al didxido de carbono, para detectar cambios en [a concentracion de los
productos de la mdrolisis de la urea por accién de la ureasa, solo que existe la
limitacién de que esos electrodos ton-selectivos son Muy caros o los matenales para

construirios no son faciles de obtener

3. Descripcién De Los Biosensores Mas Comunes Para Determinar Urea.

J G Montalvo disend un sensor para ureasa en el que hacia pasar
continuamente una capa de disolucion de urea en contacto con una membrana de
dialisis que la separaba de una capa de ureasa en solucidon y de un ISE para
NH."."Montalvo (1970)" La urea aifunde a traves de |1a membrana de dialisis. es
hidrotizada por la wureasa Yy el on amonio resultante se monitoréa
potenciometricasmente con el ISE

Se han hecho biosensores selectivos a urea empleando como transductor un
electrodo de vidrio para detectar los cambios en el pH generados cuando 1a urea es

hidrolizada por la ureasa "Guilbault (1976)" Se coloca sobre el buibo de vidrio una

13
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pasta formada con la enzima y se cubre con una membrana de diadlisis. fiiandola con

un anillo elastico, el sensor se acondiciona en el medio de reaccidén para que salga el

la membrana, y postenormente se sumerge en |a

aire atrapado entre el vidrio y

muestra. la urea pasa a través de la membrana y es hidrohizada por la ureasa. el
medio se alcalimniza y el cambic de pH es monitoreado por el electrodo de vidrio, el

cambio de pH es proporcionai a ta concentracion de urea en ia muestra

En 1994 se construyd un biosensor selectivo a urea usando como transductor
un ISE para amonio hecho con nonactina como acarreador de :ones. en una matnz de

PVC sobre un composite conductor de grafilo y resina epoxica “"Martinez-Favregas

and Alegret (1994)" En contacto con este transcuctor colocarcn una capa de ureasa

y la cubneron con una membrana de diahsis fija con un anllo elastico La wurea en

solucién pasa a traves de la membrana de dialisis. @s hidrolirada por la ureasa y el

amonto producido se monitorea con el ISE

Se han reporniago electrodos en los cuales ia enzima se ha inmowvihzado

atrapandola fisicamente en gel de polacrilamida “"Mosbach, Nilsson and Akeriund
lo que la hace estabie durante mas tempo También se han reportado

(1973)",

sensores en Ilos gque la enzima se fija formando el polimero gue la contiene

directamente saobre la superficie del transductor (electrodos de vidrio para H™ o para

amoniaco) "Guilbault (1976)”. lo Que hace a estos biosensores mas eficientes y

durables, pero aumenta mucho el costo Por eemplo. se construy® un biosensor

selectivo a urea para el cual se polimenzd ureasa directamente sobre ia superficie de

un electrodo selectivo para amoriaco gaseoso Onon “Anfalt, Granelli and Jagner

7 y 8 haciendo

(1973)" Se producia suficiente amontaco s: el pH se mantenia entre

14



posible la determinacién de urea aun en presencia de cantidades considerables de
sodio y potasio, que interfieren cuando se usa un electrodo selectivo para el ion
amonio.

En disolucidn acuosa usualmente se pierde con rapidez la actividad catalitica,
haciendo problematico y costoso el uso de reactivaos enzimaticos A veces la enzima
solubihzada puede ser oxidada por el O; del arre o su estructura terciana es destruida
en la interface arre-agua Las enzimas también son sensibles al calor y al ataque de
microorgarusmos Muchas de estas dificultades pueden eliminarse o minimizarse con
la inmovilizacion Al fiarse en un soporte nerte las enzimas pueden permanecer
insolubles con o que retertenen su actividad catalitica Una enzima rnmowviizada
puede ser estable por semanas y hasta por varios meses Mas aun. el tempo de vida
y la veiocidad de decaimiento de ia actividad se vuelven mas predecibles Otra ventaja
de usar el derivado enzimatico insoluble es la facilidad con que puede separarse del
medio de reaccion para reutiizarse Se han desarrollado diversos meétodos para
inmovilizar enzimas con objeto de usarias en analisis guinuco Los soportes que se

han usado para inmovilizarias han sido desde esferas de acero inoxidabie hasta

algunas proteinas "Gray, Keyes and Watson (1977)" Los métodos generales para

inmovwvilizar enzimas se encuentran en Methods in Enzimology *“Mosbach (1976)"

q. Propuesta del Trabajo de Esta Investigacion

En este tabajo se propone construir un biosensor selectivo a urea de bajo costo
por medio de un transductor de POSAI ( no reportado en la literatura ) y extractos

crudos de ureasa de frijdl de soya.

15



4.1 Objetivos

4.1.1 Utilizar Como transductores peliculas de Oxidos sobre acero inoxidable, (
POSAI ). para monitorear los cambios de pH generados por la hidréhisis de urea
debida a la accion de {a ureasa proveniente de un extracto crudo acucso de soya,
pues se ha reportado que dichas peliculas son seiectivamente sensibles a la actividaa
delon H” en distintos medias ” Garcia et al. (1997), Nomura et al. (1988)".

4.1.2 Utihizar el extracto crudo acucso de soya en lugar de ureasa purificada debido a
su bajo costo

4.1.3 Emplear materiales baratos y hechos en el pais

4.1.4 Aplicar el biosensor construido al analists de muestras bioldégicas y comparar
los resultados que se obtengan con otro método que se use rutinaramente en la

clinica

16



CAPITULO I

PARTE EXPERIMENTAL: DESARROLLO Y RESULTADOS
1. Obtencién y control del extracto crudo acuoso de ureasa

1.1 Extraccién

Se obtuvo harina finamente molida en un mornero de porcelana, a partir de frioi

de soya, pues la harina ~omercial generalmente recibe tratamientos que desactivan la

ureasa
En un vaso de precipitados de 100 mL se colccaron 10 g de harina y 50 mL de

agua destilada, la mezcla se mantuvo en bafo Maria a una temperatura de 28 °C. y en
agitacidn con un agitador magnetico Lynagperg. durante S minutos. postenormente se
dejé reposar y se paso a través de una maya de nylon para separar las particulas mas

grandes. después se centrfugd a 3500 rpm en una centrifuga Roro Um II de

Instrumenta S A gurante 10 minutos para separar la mayor cantidad posible de

sohdos EJ scobrenadante se guardd en refrigeracion  La parte basica del método de

extraccion fue tomada de “Methods in Enzimology”™ "Summer (1955)".

Ensayo de la actividad de ureasa en la hanna de soya v en el extracto

1.2
a) En una ceida de 25 mL se colocaron 10 mL de KNO; 005 F y 100 mg de

harina recientemente obtenida a partir ce fryol de soya Se hizo primero una adicion
de 100 ulL de urea RA al 0166 M y se mantuvo en agitacidn con un agitador
magnético Lidberg Los cambios de pH generados por |3 accidén de la enzima se

monitorearon con un potenciometro Sargent Welch modeio SLX de escala expandida y
17



un electrodo combinado de vidrio Corning, modeio 476561 Posteriormente se repitid
1a prueba con 10 adiciones de 10 uL de urea 0 166 M. cada una. Los resultados
obtenidos se muestran en !a figura 1, en eésta se observa como el pH aumenta con la
adicidn de 100 ut de urea en el primer ensayo y luego codmo aumenta gradualmente

con cada adicidn de urea hasta alcanzar practicamente el mismo pH que en el primer

ensayo.
pH
88 -~ . -
ae - P R el ¥ ¥ k)
x > coa®C

Tea - x vog

B . 200

: goa

N aoa

3 .

! .

; R

; B

. i

i i

H i

! |

i

: [ . S DG |
10 15 20 25 30 ¢

minutos

FIGURA 1 monitorec de ia actrvidad dé ureasa en 100 mg de Ranna de 3
en 10 mL de KNO5 0 05 F con un electrodo combinado de wvidrno pH = f (1)
X =100 uL deurea o 158 M. O = age 10 en 10 ut de urea 0 166 M

Ambos ensayos se repitieron usando el POSAIL y un electrodo de calomel
saturado marca Fisher Accumet modelo 13-620-52 como referencia, los resultados se
muestran en la figura'2. Esto mostré que el POSAI puede monitorear los cambios de

pH generados por la hidrdlisis de la urea catalizada por )a ureasa de soya.

18



ureasa
i) (NH2);CO + H.,.O —>

(NH.):C O

e e
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H
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]
i i
i minutos
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Aonitorea de (a actividad de ureasa en 100 my de Narina de soya en

TTEIGURA 2
10 mL g8 KNOy O CS F con ef sensor ds POSA!
W = ge 10 en 10 ul de urea 0 156 M

* = 100 ull de urea 9 166 AL

Como control. en una celda de 25 mL se colocaron 10 mL de medio de reaccion
y 100 mg. de harina. se mic:o ei pH cada nmunuto durante 15 mnutos y se encontrd que
perrmnanecia constante También se hizo un ensayo en el que en una celda de 25 mi
sa colocaron 10 mL de medio de reaccion y 100 uL de urea, se mucid el pH durante 15
minutos y se encontro que permanecid constante
b) £En cada uno de 12 tubos de ensayo se€ colocd un mL de medio de reaccion, una
gota de fenolftaleina y 100 uL de disolucién de urea O 166 M E! primer tubo sirvid de
control, a los siguientes se les adicioné 5. 10, 20, 30, 40. 50. 60, 70, 80. SO, y 100 ulL
de extractc crudo acuoso de ureasa de soya respectivamente Se comprobd la

alcalinizacién del medio por el vire del indicador y se encontré que después de 2
Esto fue

minutos el indicador habia virado en todos los tubos menos en el control
19



considerado como una prueba de que habia actividad de ureasa en e! extracto.
2, Construccién del sensor de POSAI

2.1 Oxidacron del acero
Un trozo de barra cilindrica de acero inoxidable tipo 316 de mm de diametro se

cortad en tramos de 6 mm Cuatro de los trozos resultantes se pulieron
mecanicamente por una de sus caras hasia grado de espejo. se lavaron y

desengrasarcn con alcohol y acetona. posteriormente se sumergieron en una

disolucion de oxido de cromo (V1) 2 5 M en acido sulfurico 5 M en barso Maria a 70 °C .,
micialmente de 10 a 30 minutos como se reporta en 1a literatura *Nomura and Ujihira

(1988)". pero no se obtuwvieron capas de &xigdos sobre e! acero uniformes a la

exploracion visual. y al probarias se encontro que nunca pudieron calibrarse con

amortiguadores. por lo que se decidig alargar el tiempo cde oxigdacion y repetir las
pruebas A un ttempo de 2 horas se obtuvieron las mejores POSAI

Después ce 2 horas de reaccién, los trozos de acero oxidados se enjuagaron y
se montaron cada uno en un tubo de plastico con diametro interior de 6 mm se
conectaron a conductores de cobre mecdiante una gota de mercuriopara tener io que
se llamd sensores de POSA/ y se calibraron con amortiguadores de pH = 4, pH =7 y
pH = 10 pero se obtuvieron lecturas inestakbles asi como tiempos de respueasta de
hasta 10 minutos Los senscres de POSAI se dejaron reposar en agua destilada toda

ia noche y al parecer eso sirvié para estabdizar la capa de oxidos formada, ya que

cuando se repitieron las pruebas de calibracion al dia siguiente se tuwvieron lecturas
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estables y fue posible calibrar 10s sensores de POSAI con los amortiguadores, en esta
ocasién se obtuvieron tiempos de respuesta de entre 5 y 15 segundos al cambiar el

sensor de un amortiguador a otro

2,2 Curvas de Monitoreo det pH y Calhbracion con los sensores de POSAI

2.2,1 Curvas de monitorec del pH

Se realizaron curvas de monitoreo acido - base con los sensores de POSAL
obteridos para corroborar su utihdad y conocer su eficiencia

Cada sensor se calibré con amortiguador de fosfatos pH = 70 = 02 y con
amortiguador de boratos pH = 10 = O 2 antes de realizar con cada uno 3 monitoreocs
de 300 ul de HNO, 0 1 F en 5 mlL ce agua destilada. haciendo adiciones de 40 en 40
ul de NaOH O 1520 M Durante cada monitoreo se tomaron lecturas del pH y el
potencial después de cada adic:on de sosa

Las graficas tipicas de pH = f ( Vol de NaOH agregado) obtenidas para las

curvas de monitoreo se muestran en tas figuras 3y 4
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FIGURA 4 Curva de monitorec ce una
NaOH 0.1520 M en 5 mL de agua destilada Sensor B-3 .
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2.2.2 Determinacién de la eficiencia de las POSA/

También se trazaron las graficas de E = f (pH) para dichos monitoreos y se
hicieron los calculos estadisticos necesarios para tener las curvas corregidas por

regresion lineal asi como para obtener el valor de la eficiencia y la ecuaciéon que
representa a cada recta En el anexo | se muestra un eemplo de los anadlisis de
regresion ineal obternidos mediante e! programa EXCEL 5 de Microsoft Office que se

aempled con este fin
Las graficas tipicas de E = f (pH) se muestran en las figuras Sy 6

- pH

i
j
i
i
I
{
|
|
|
!
|
|
!

U

"TFIGURA § Monntorea de una vaioracion da 300 ulL de HNOs O 1F con
NaOH 0 1520 M en 5 mL de agua destilada sensorB-2 E =f(pH)
Ecuacitn ge larecta E = (294 9620 71) - (42 0310 10 XpH) r=09999
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TTRIGURA 6 Monitoreo de Una valoracion ge 300 ul de HNO, 0 1 F con’
NaOH 0 1SZ0M en S ML de agua destiiads sensor B-3 E 3 f( pH )

Ecuacidn de larecta £ = (411 77=0 81) - (58 33:0 14) (pH) + =0 99%9

Se sabe que los cloruros pueden afectar a las POSA| cuando estan presentes

en el medio de reaccion “Nomura et al. (1988)”, en ics fluidos bioldgrcos, en el suero
en particular. hay una concentracion de cloruros 0 15 M al igual que de on Na“,
también hay una concentracion de K 0 005 M “Martinez-Fabregas et al. (1994)"

Debido a esto. con el POSAI que mostrd mejor eficiencia se repitieron las valoraciones

acido-base pero ahora en un medio con NaCl 015 F y KCl 0005 F

La curva tipica E = F(pH) se muestra en la figura 7
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FIGURA 7. Monitorec da una valoracion de 300 L de HNO; 0 1 F con
MNaOH O 1520 M en 5 mi de medio salino Sensor B-3 £ = ! (pH)
Ecuacion delarecta E =( 417 9720 93) - (59 50:0 13) (pH) r = 009699

Finalmente, se eligid para construir el biosensor el POSAI B-3. gue tuvo

durante las valoraciones acido-base a 24° C ( temperatura promedio) en agua

destilada, una eficienc:a

B =989.28 %

La ecuacién que representa a larecta E= f (pH) es

E=(41177 +081)-(5831+014)(pH)

Coeficiente de correlacidn hneal de la recta: r = 0.9999

Los célculos para obtener la eficiencta ( ) del electrodo se muestran en el anexo il.
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2.2.3 Curvas de calibracién de urea con la enzima en el medio de reaccién usando el

POSAI elegido. ( B-3)

El POSAI se calibrd con amortiguadores pH = 7 y pH = 10, luego se colocd en
10 mL de medio de reaccion junto con el electrodo de calomel saturado, se dejd
transcurrir aproximadamente 2 minutos hasta que el pH se estabilizd, después se
agregaron 50 mg de harnina de soya recién obterida y una gota de fenolftaleina. se
wvolvid a dejar estabihzar el pH y se agrego Urea 0 186 F ( 61 ulL ) para tener una
concentracion en el medio de 1X10° F Se toma la lectura de pH cada minuto Hasta
que se mantuvo estable. lo que ocurrio aproximadamente en 15 minutos

Se repitic el ensayo con diferentes concentraciones de urea en el medio
Tomando las lecturas de pH a los 15 minutos para cada ensayo se trazaron ias
graficas de
ApH = f ( Log [ urea ] ) es decir, las curvas de calbraciéon

La curva tipica de ApH = { ( Log | urea ] ) se muestra a continuacidn Figura 8.
Aqui se observa gque conforme el incremento de pH se hace mayor se pierde la
linealidad. lo cual se podria atribuir a que la enzima se desactiva por incremento del

pH.
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Construccion del Biosensor

3.1 Montaje
El trozo de eleg:do acero oxidado, POSAI se sujetd con resina epdxica dentro

de un tubo de plastico de 6§ mm de diametro intenor y 10 mm. de longitud, dejando 2
mm. fuera la cara pulida y oxidada

Este comunto se coloco dentro de un tubo de vidrio de 6 mm. de diametro
internor y 8 cm de longitud. dejando una poza de 2 mm. entre |a cara oxidada del acero
y el extremo del tubo de vigdno. se fijo con pitastihna epdéxica para sellar cualquier
posible hueco por donde pudrera entrar liquido al cuerpo del sensor y se dejd secar
hasta el dia siguiente

En 1a poza que quedaba en el tubo de plastico donde fue fijlado inicialmente el
acero oxidado. POSAI se colocd una gota de mercuno de aproximadamente 0.5 mL
para que sirviera de contacto eléctrico con el conductor, un alambre de cobre, y se
selld con plastiina epdxica el extremo supertor del tubo de vidrio para que no saliera
el mercurio NI se moviera el alambre

En la poza que quedo entre la cara del POSAIl y el extremo inferior del tubo de
vidrio se colocaron 150 ul del extracto acucso de ureasa. se cubneron con un
cuadrito de membrana de diahsis Spectrapor 1 de 1 cm? este se empujo sobre la cara
del POSAI con un anillo de plastico de 6 mm de diametro exterior y 2 mm de longitud,
hasta tener una capa de extracto enzimatico lo mas delgada posible. con lo que quedé

armadoe el biosensaor
En las figuras 9 a 12 se muestran esquemas de los pasos del montaje deil

biosensor.
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FIGURA 10 Sensor de POSAS armado

POSAl Qentro del tubo de DIANCO Que s& sncuentra
dentro de un tubo g8 vidra y esta canectaco al
canducior de cobte mediante una gota de mercurio

29



anifio de 1 1
pléstico L are OE

2 cuineis

axtracto I
n. @ = POSAL
tuba da
plasticao -
siamtwe de [ tubo de
coten i wino

FIGURA 11 Montae Jel piosensor
Et extracto enzimatico se coloce centro de ia poza.
se Cubno CONn una Membrana ge 2ialisis Que se
8juBtd 81 1UBO de ¥1ANO TON LN aniio de piattico

sruilo e Mmembrane da
subatic /) hiliare
axtyecto
B . | poSAs
W i Loy T
tubo de -
pibstico
alambro de tubo de
cobwe hasiaded

FIGURA 12 Biosersor armado
Al @empujar @i anilo de BIASLCO $0Dre la Membrana

de giaiisis s obtene una capa deigada de extracto
dentro de ta poza

Para comprobar que el extracto enzimatico permanecia dentro del sensor se

dejé en 1 mlL de medio salino. en refrigeracion, durante la noche y al dia siguiente se

agregd al medio 50 ul de urea 0166 F y una gota de fenolftaleina ai 1 % para

corroborar que no ocurriera alcalinizacion del medio
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Se encontrd que en ocasiones, si el anillo plastico no estaba bien colocado, el

extracto salia de! sensor, de alli que es imporante que dicho anillo ajuste muy bien

32 Curvas de Actividad pH = F (t) para diferentes concentraciones de urea en el

medio

Se intentd abarcar un intervalo de concentraciones de urea en el medio de
reaccion desde 107 F hasta 10 F pero se encontré que el biosensor construido No es

capaz de detectar concentraciones menores a 10™ F y pierde la hneahidad de la

respuesta con concentraciones supenores a 3 x 10° F Las curvas tipicas

correspondientes a este ensayo 5@ muestran en las figuras 13 y 14

6 a 10 12

mifutos
TFIGURAT 13 Cuwas se actividaa pH = 1t ) para un intervaio de :oncomncaon.s
de urea de 10*Ma10' M
+ 102"Mm ® 10 M X 10-2'"m At103T0m
® 1070 < 10“‘M A 107" m o100 Mm
*® 10" o 10 m -
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TFIGURA 147 CUrva de caiibfacion de urea en LR iNtervalo de concent:
10*“Ma 10" M sin cambiar extracto entimatico “oH = 1 Log (urea] )

Se fue reduciendo el intervalo de concentraciones ensayado para las curvas de
actividad pH = f ( t ) y curvas de calibracion ApH = f ( Log {urea] ) hasta uno que
abarca de 10°% M hasta 102 '® M. pues los valores de urea que podran encontrarse al
diluir la muestra de suero en el medio de reaccion pertenecen a 2se intervailo

Luego se trazaron las curvas pH = f ( t ) correspondientes Estas curvas se
realizaron sin cambiar el extracto enziMatico entre un ensayo y otro pero el tiempo de
lavado del sensor para que recuperara el pH imcial entre ensayos fue de 10 a 90
minutos, se neces:td Mayor tiempo cuanto mayor pH se alcanzaba durante el ensayo
En las figuras 15 a 17 se muestran ejemplos de las curvas de actividad pH = f ( t)

correspondientes a estos ensayos
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Curvas de Calibracion Sin Renoyvac:on del Extracto Enzimatico
f(t) aproximadamente a los 10

3.3

Como se ve en la curvas de actvidad pH

minutos se alcanza un estado estacionario en el cambio de pH respecto al hempo. de

modo que tomando los incrementos de pH correspondientes a 10 minutos de reaccion.
se trazaron las correspondientes graficas de ApH = f ( Log [ urea ] ). es decir, curvas
de calbracién de urea

Las curvas tipicas obtenidas se muestran en las figuras 18 a 20
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urvas de Calibracion con Renovacidén del Extracto Enzimatico

3.4
Pasteriormente sa encontrd que si se cambiaba el extracto enzimatico entre

ensayos el tiempo raquendo para estabiizar el pH irucial era menor, en promedio 5

minutos, por lo que se decidid repetis las curvas de calibracidon cambiando la capa de

extracto antre ensayos
Una tipica curva de actividad pH = f ( t ) se muestra en la figura 21.

i s e : . .
. !
H : x *
as < . x
>

} H x a0

{ A
,‘l LI > s ®

i x - - -

; v s
X 75 - a -
II : x a4 »
H a =
{ 7+ w o= - * v = *
| H PO
i A
{ 65 -
|
i
{ 6 e e . . . e e o e
: [} 2 4 [ 8 0 12 14 16

minutos

GURA 271 Curvas ge actividag pH = t{ ¢ ) con e sensor POSAS B8-3
CTambiando el extracto enziMatco antrs ensaycs para las siguientes
1018 m

concaniraciones de urea
® 10> ® 10w v 10 ¥ M -

Se hicieron 20 curvas de cahbracidn cambiando el extracto enzimatico entre
determinaciones, algunas de las cuales se muestran en las figuras 22 a 25 Estas

curvas sirvieron también para realizar los ensayos en muestras de suero
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4.0 Determinacion de Urea en Muestras de Suero Humano.
Después de hacer los ensayos necesarios para obtener la curva de calibracion

correspondiente al traba;o del dia se coloco el brosensor en 5 mL de medioc salino y

se dejo estabihizar el pH 1nicial. luego se agrego una alicuota de suero humano de 125

dependiendo gel volumen aisponible de muestra y se tomo la

ul, 150 uL 6 250 ub
Se probs con

tiempao total de 15 minutos

lectura de pH cada minuto hasta un
volumenes de muestra diferentes en 1as primeras determinaciones y se vio que es
suficiente una alicuota de 150 ul para que [a determinacidn se lleve a cabo bien y

para que los valores obtenidos de urea en el medio de reaccion se encuentren dentro

del intervalo de concentraciones de las curvas de cahbracidon. Cada muestra de suero
se ensayd 4 veces el mismo dia
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Los ApH obtenidos para un tempo de 10 minutos se interpolaron en la curva de
calibracién correspondiente para obtener la concentracién de urea en el medio de
reaccion. Teniendo en cuenta la dilucidn de la muestra en el medio se hicieron los

calculos correspondientes para lener el valor de la concentracidon de urea en suero

para cada determnacion
5. Comparacion del Método Electroquimico con el Método
Espectrofotométrico Habitual de la Diacetilmonoxima.
Uno de los meétodos mas frecuentemente usados en los laboratorios clinicos
para determinar urea es el de la Diacetiimonrnoxima ( DAM ) debido a que no es tan
CcOStoso como {0s metodos espectrofotometricos que utihzan ureasa purificaday U V.,
aunque no es tan especifico come estos Los valores de referenc:a reportados en la

fiteratura para este metado sOnN mayores que los reportados para metodos mds

especificos como el metodo espgectrofotomeétrico de U V gque emplea ureasa purnficada
y glutamato-deshidarogenasa
Valores de referencia

Método espectrofotomeétrnico enzimatico 18 a 6 1 mmot / iitro

Método deila DAM 2 9 a 94 mmol/ htro “Kapian, Lawrence A. {1984)"
Cada muestra de suero se ensayo por cuadruplicado siguiendo este metodo y
usando un espectrofotometro Spectronic 20 de Bauch & Lomb Se encontrd que los

resultados obtenidos por ambos metodos ( electroquimico y espectrofctomeétrico de la

DAM) no muestran diferencias que sean climcamente significativas
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Los resultados obtenidos por ambos métodos se muestran en 1a tabla 1

Con objeto de saber si los resuitados oblemdos con ambos métodos no

muestran diferencias estadisticamente significativas se aplhicd una prueba de
significacion (Hipdtes:s Nula) para determinar si el promedio de los resultados

obtenidos con ambos metodos es el mismo. con un grado de s:gnificacidn del S %
Los resultados de dicha prueba muestran gque s: hay diferencias estadisticamente

significativas. s decir. no se obtiene el mismo resultado con los dos Métodos . lo cual

puede ser debido a que el método de la DAM es menos especifico y por io tanto hay

errores sistematicos
Se utlilizd este método para comparar resultados porque era el que estaba al

alcance de las posibilidades del laboratorio

El principio y la descripcidn del método de la DAM se tratan en el anexo ill
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{34

TABLA #1

Resultados obtenidos para ias muestras de suero con el biosensor construido y con el
método de la dia:.2tilmonoxima ( DAM )

[urea) [urea]
" ; alicuo  volum  en absor  absor en {urea)
nu:‘em nuzwro DoH tade ende suero Dbancia bancia suero  promedio  desviacién
e e P suero medio (mM ) patron muestra (mM ) muestra estandar
musstra  curva {mL) (mL) sensor DAM  (mM)
5a 12 1110250 9516 046 044 9565 biosensor biosensor
Sb 12 110 0250 9346 046 0435 9456 952 014
5¢ 12 112 0250 9689 046 044 9565 DAM DAM

5d 12 111 0250
7a 14 091 0250
7b 14 080 0250
7c 14 092 0250
7d 14 091 0250
11a 18 055 0125
1o 18 055 0125
iic 18 054 0125
11d 18 056 0125
12a 19 057 0150
12b 19 055 0150
12¢ 19 057 0150
12d 19 05 0150
13a 20 087 0150
13b 20 088 0150
13c 20 088 0150
13d 20 086 0150

9516 046 043 9348 948 0104
9007 0425 044 10353 biosensor biosensor
8931 0425 0435 10235 908 0062
9083 0425 444 10353 DAM DAM
9007 0425 444 10353 1032 0059
5328 048 029 6041 biosensor biosensor
5328 048 029 6041 533 0059
5255 048 030 625 DAM DAM
5401 048 030 625 615 012
3291 047 019 4043 biosensor biosensor
3155 047 0185 3936 324 0 065
329t 047 019 4043 DAM DAM
3225 047 0195 4149 404 0087
8318 0455 046 10109 biosensor biosensor
8397 0455 046 10109 834 0076
8397 0455 0465 10219  DAM DAM
8233 0455 046 10109 10140 0 055

e vl onlon oy o en o v v 0
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cAPITULO 1l

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con base en las graficas de 10s ensayos de la actividad de ureasa en la harmna
de soya. se puede decir que el sensor de acero oxidado, POSAI, es capaz de
monitorear los cambios de pH debidos a ia hidrohisis de urea catalizada por la ureasa

de una manera muy semejante a como lo hace el electrodo de vidrio

Cuando se tratd de oxidar el acero tipo 316 en las condiciones reportadas en la
literatura se obtuvieron los resultados esperados, las POSAI no lograron calibrarse
con amortiguadores y no se formo bien la pelicula de éxidos a simple vista

No se contd con la tecnologia necesaria para medir el grosor de la pelicula de
oxidos formada a caca tempo de oxidac:én y asi tener una del grosor recomendado
en la iteratura como optimo Debido a esto se decidid usar las que pudieron calibrarse
mas faciimente y presentaron tiempos de respuesta menores

Se encontré que después de haber reposado en agua las peliculas de oxidos
respondieron mas facilmente a los cambios de pH y las lecturas se hicieron estables
por completo Probabiemente eslc se debe a que e! equiibrio entre la POSALl y el
medio acuoso se establece lentamente

Postertormente se comprobd que las peliculas de éxidos pudieran morutorear

valoraciones acido-base en agua deshlada, aunque no todas las POSAI obterudas o

hicieron con la misma efictencia, las eficiencias que maostraron no siempre fueron



superiores al S0 %, de modo que el trabajo se continud con las que presentaron mayor

eficiencia.
Después de realizar valoraciones acido-base en presenci:a de los jones CH . Na’

y K para comprobar que la eficiencia no era dismunwida i la respuesta del sensor era

alterada por la presencia de estos ones en el medio. se puede proponer a las

peliculas de &dxidos sobre acero noxtdable como transductores para biosensores. ya

que pueden monitorear satisfactortamente 10s cambios de pH en fluidos biologicos y

medios semejantes
Se demostro tambien que las POSA! pudierorn monitorear los cambios de pH
media de reaccidon con diferentes

respecto al hempo. colocando la enzima en e!

concentraciones de urea se pudieron trazar curvas de calibracion ApH = f (Logfureal),

aunque al alcanzar un cierto pH { mayor a 8 5) ya no puede continuar la reaccion,

pues !la enzima se desaciiva en esas conarciones. asi que el intervalo de

concentraciones de urea No puede ser muy amplio
Se probd la actividad de ureasa en el extracto crudo acuoso de soya usando

pequenrtas cantidades del mismo( 5 - 100 microiitros ) contra concentraciones de urea
relativamente grandes( 1 5 x 107 F) Se encontro que bastata una pequeria cantidad
de extracto (a partir de 10 microlitros ) para catahizar la hiarohsis de la urea al maximo.

antes de desactivarse por el .ncremento cdel pH de modo que a falta de la enzima

purificada este extracto puede ser un buen susttuto

sensor se tratdo de cubrir un intervalo de

Con el extractd enzimatico en el

concentraciones de urea desde 107 hasta 10* F. pero las curvas de actividad
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pH =f(t) mostraron que No era posible pues a concentraciones superiores a 3 x 10

F las curvas se van encimando y se pierde la inealidad de la respuesta. ademas,
10* F el sensor no

cuando la concentracion de urea en el medio era menor a
mostraba ningun cambio de pH, de modo que se establecid trabajar con mntervalos de
concentracién de urea desde 1 5 x 10™ hasta 107 F

Primero se trabajd sin cambiar la capa de extracto enzunatico en el sensor, pero
los tiempos de lavado entre una y otra deterrminacién para que el sensor regresara al
pH inicial en el medio de reaccidn eran muy largos a veces superiores a una hora, lo
que hacia e! trabajo muy lento o cual impediria realizarlo durante las sesiones ae
practicas en ios cursos de Quimica Analitica Iinstrumental

Se encontréo que si se lavaba el sensor con agua y se cambiaba la capa de

extracto enzimatico entre ias determmnaciones el ttempo requerido para que el sensor
se estabilizara en el pH inicial es de unos 10 minutos en promedio. 10 que representa

una ventaja
Existia la preocupacidn de si se perdia o No extracto enzimatbco durante las

determinaciones © durante los lavados Con este fin se realizaron ensayos para
los cuales mostraron que en ocasicnes el

coemprobar que la enzima no se perdia,
anilio de plastico que sostenia a la membrana de dialisis Nno quedaba bien colocado y

si podia perderse enzima Es necesario tener en cuenta que el anlio de plastico no
estaba adaptado exactamente al tubo de vidrno porque no fue conado o moldeado con
instrumentos de precision ce modo que st No entraba en la posicidn correcta podia

quedar flojo o podia romper a la membrana de dialisis. asi que este paso del armado

del sensor es muy importante
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Las curvas de calibracidn que se obluvieron al cambiar la capa de extracto
enzimatico mostraron por 1o general un coeficiente de correlacién rmayor, tal vez

debido a que no se alcanzaba a desactivar la enzima por los incrementos de pH

durante !os ensayos
Al trabajar con muestras de suero humano se encontro que al repetir ef ensayo

para la misma muestra varas veces se obtienen resuitados semejantes. su desviacion

estandar es pequeia, es decir, que el meétodo presenta una buena precision

la ceterminacion de urea con el

Al comparar los resultados cbtermdos en

biosensor construido para cada muestra de suero, con !os resuitados obtenidos para

las mismas muestras usando el metcdo especirofotomeétrico de la diacethimonoxima,

metode espectrofotomeétrico

se encontré que Ios resultados obtermigos con ei

generalmente eran mas altos que los obtenidas con el biosensor RProbablemente esto
se debe a que el metodo espectrofotometrico no es muy espectfico, por (o que hay
errores sistematicos involucragos en las determinaciones

En conclusion

Es posible proponer el uso de las peliculas de Oxidos sobre acero inoxidabile,
POSAI, como transductores para biosensores

Se logrd obtener un biosensor selectivo a urea econdmico. que incluso puede

construirse facimente durante las sesiones de practicas de Quimica Analitica

Instrumental
La metodologia que se utiizd para reahizar las determminaciones en suero

humano se podria aplicar en una practhica de laboratoro
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Es posible miniaturizar el sensor usando una POSALI formada sobre un alambre
de acero en lugar de una barra, aGn cuando habria que emplear otra forma de
inmovilizar a la enzima

Podria probarse el uso de enzima purificada comercial en lugar del extracto
para ver s: es posibie abarcar un intervalo de concentraciones mayor

Si se desea usar éste metodo en el laboratonio clinico. se recomienda hacer
determinaciones en sueros control para conocer ta exactitud del método o comparar
resultados con los que se obtuvieran mediante el método espectrofotométrico

enzimatico
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ANEXO |

EJEMPLO DE REGRESION LINEAL Obtenxia con o programa EXCEL 5 de Mcrosolt Office
Valoraciones acido-base para probar et sensor POSAL 8-3
2* Valoracion de 300 mL de HNO3 0.1 F con NaOH 0 1520 M en 5 mL de agua destilada
S valoract

300 - Ee[411,770.31) (88,3310, 14}{pH)

|

{ 250 . may

| 00 -
| 150

| 100 ¢+
PR

H o - .
i =g 2 “
! -t00 -

Sts0 -

€ (m¥}

REGRESION LINEAL
RESUMEN

¢ =0.9998

Estadisticas de Ia regresion

Lecturas obtemdas

Coeficiente de correlacion multiple

0 999976506

Coeficiente de deterrminacion R*2

R*2 ajustado

Error tipico
Observaciones
ANALISIS DE VARIANZA

0999953013
0 99984714
1.190553858
10

Suma de cuadrados

Gragos de hbertad
1

Regresion 241319 5607

Residuos 8 11 33934787

Total 9 2413309
Coeficientes Error tipico

intercepcion
Vanabie X 1

ANALISIS DE LOS RESIDUALES

Observacion

411 7730153
-58 31473696

Pronéstico para Y

0805173924
0141328941

Residuos

253 1569308

-0 156930789

20ENGNAUN|+

2525737834
248.4917518
240 910838

230 8973307
190.1770149
85 21048838
-72 239130142
-111.8933228
-136 3855121

-0 5737823419
1 508248168
0089163972
-0 997330746
-0.177014877
-0 210488357
2239301423
-0 106677448
-1 614487926
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Interpretacién y uso de los datos proporcionados por el programa.
Correlacion
Se usa para estimar s los datos expernmentales se ajustan bien a una linea

recta.
El coeficiente de correlacion multiple junto con la grafica de calibracién son

suficientes para asegurar que hay una relacion hineal
coeficiente de correlacidon son menores a8 090 es

Cuando los valores del
sigruficativo,

necesano usar una prueba para
considerando el numero de pares de valores usados en su calculo, en ese caso el

metodo mas simple es calcular un valor de t que se compara con el tabulado al nivel

saber si aicho coeficiente es

de significacion deseado usando una prueba de t de dos colas y ( n - 2 ) gradas de
libertad. La hipotes:s nula en este caso es que no existe correlacidn entre X y Y
S el valor de t calcutado es mayor que el tabulado se concluye que s! existe

una correlacion significativa

Regresion,
Supocniendo que existe una relacion hneal entre la senal analitica (Y )} y Ia
" a traves de [cs puntcs de la

concentracién ( X ). se puede calcutar la "mejor recta
grafica de calibracion. cada uno de ios cuales esta sujeto a un error experimental

Suponiendo que los errores se encuentren sobre Y
Es necesario buscar la recta que rmirumice las desviaciones en aireccion de Y,

entre los puntos experimentales y la linea calculaga Estas desviaciones se conocen

como residuos de Y Unas seran positivas y otras negativas
Se mintenta munumizar la surma de los cuadrados de 10s residuos con base en el

principio de que la linea debe pasar por el “centro de gravedad” de los puntos ( X.Y)
Se obtiene también el error tipico para la pendiente y Ia ordenada al ornigen
Con esto se puede obtlener el limite de confianza para la pendiente y la

ordenada al origen
Para Ia pendiente ( variable X1 ) Limite de confianza = Coeficiente » error tipico
Para ia ordenada al origen Limite de confianza = Coeficiente = error tipico

“Miller and Miller {1993)"
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ANEXO Il
Calculos para obtener la eficiencia del sensor de POSAI

Fundamento vy Aplicacion

El cambio en milivoitios que presenta el sensor a la variacidn uritaria de pH

durante la caiibracion con amortiguadores © durante una valoracion Aacido-base,
Qe dicho sensor Para caracterizar la

corresponde a la pendiente experimental

desviacion de la respuesta del sensor en relacion a la respuesta tedrica de Nernst |,
representada por el electrodo de hidrégeno. se utihiza el coeficiente ﬂ * Ultra lon,
manual del usuario®, el cual se define como

P=100X(PIN)
Donde N es ia pendiente tedrica de Nernst que presenta el electrodo de hidréogeno a

la temperatura de trabajo y cuyos valores se incican en la tabla A.

{ T°C T mV / pH r T°C I mV 7/ pH J
L o ! 54.2 J 30 ] 60.1 I
[ 10 j 55.2 I 40 [ 62.1 l
L 20 [ 57.8 I 60 l 66.1 I
’ 25 [ 59.2 ’ 100 ] 74.0 J

Tabia A. Pendientes tedricas de Nernst a diferentes temperaturas para el

electrodo de hidrogeno
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La pendiente expenmental ( P ) para el sensor se puede obtener a partir de los
datos de pH y mV registrados durante una valoracién acido-base, trazando la grafica
de E = f( pH )y haciendo !os calculos necesarios Para tener un valor de pendiente
experimental mas cercano al real se puede realizar el analisis de regresion hneal
correspondiente y tomar el valor que se obtenga para la pendiente

Es recomendable que los datos que se manejen tengan una correlacién de
0 9999 o mayor

Para cbtener el valor de la pendiente teorica de Nernst a la temperatura de
trabajo se pueden graficar los valores de la tabla A, y postenormente interpolar en ia
grafica el valor de la temperatura de trabajo

Una vez obternides ambos valores de pendiente, N y P solo es necesario
sustituirlos en la ecuacidn 3 = 100X (p/N)

Para fines practicos no es recomendable usar un electrodo cuya eficiencia es

menor al S0 %
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ANEXQ il

Método Espectrofotométrico de la Diacetilmonoxima Para Determinar Urea

en Fluidos Bioldgicos

Fundamento
La diacetimonoxima ( HyCCOCNOHCH, ) se hidrohza en presencia de acido,

produciendo un derivado de diacetilo que es inestable Este compuesto de diacello
la urea para producir un derivado colorndo de la diazina que se

reacciona con
intensifica por la

adiciéon de

cuantfica por espectrofotometria. el color se

tiosemicarbaxida
La hidroxitamina liberadga. que acompana a la formacion del diacetilo interfiere

en la cuantificacion y suele elimmnarse por medio de agentes oxidantes tales como el
sulfato férrico amoniacal o el cloruro ferrico

H:0O

Al H;CCOCNOHCH; —> H,CCOCOCH; + H,NOH
He

e

B. H;NCONH; + HisCCOCOCH; —> H;CCN?CH, + 2H20
o]
amarillo

* Kaplan, Lawrence A, (1984)"
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Reactivos necesarios

Todos los reactivos empleados deben ser grado R.A.

Diacetilmonoxima

-

Tiosemicarbazida
Cloruro de sodio

Acido sulfurico concentrado
Acido fosforico al 85 % en agua
Cloruro férrico

Urea

N O o a w N

Preparacidon de reactjvos

1 Disolucion de diacetdmonoxima
Se disuelven 01 gramos de diacetiimonoxima, 002 gramos de

tiosemicarbazida y 0.9 gramos de cloruro de sodio en 50 mL de agua destilada y se

Hlevan a un volumen finai de 100 mL

2. Mezcla oxidante:

Se afaden cuigadosamente 6§ mlL de 3cido sulifunco concentrado y 1 mbL de
acido fosférico al 85 % a unos B0 mL de agua destilada Luego de mezclar se
adiciona 0.01 gramos de cloruro férrico y se lieva a un volumen final de 100 mL.



3. Disolucién patrén de urea:
En un matrdz aforado de 200 mL se disuelven 0 1202 gramos de urea en unos

100 miL de agua destilada, se agita hasta disolucidén completa y so lleva al aforo. Esta

disolucidn corresponde a una concentracion 10 mM de urea

Procedwmiento
Lo mas adecuado es realizar la determinacidn directa en suero pero s: se ha

abtenido un filtrado ibre de proteinas con otros fines, se puede utilizar
En 3 tubos de ensayo ( blanco. patrén y problema ) se colocan 3 mL de los reactivos
1y2

Al tubo denommnado blanco se le agregan 50 microlitros ge agua destilada.

Al tubo denominado patrén se le agregan 50 microlitros de disoluciéon patron de
urea de concentracién 10 mM

tubo genocminado problema se le agregan 50 microlitros de suero recién

Al

obtenido
St se va a usar filtrado hbre de proteinas Ia disolucion patron de urea se diluye

110 y en cada uno de los tubos respectivamente se pipetean 05 mbL de agua
destilada, 0 5 mL de disolucidn patron diwida y 0 S mL de filtrago iibre de proteinas
tubos se calientan en un bafo de agua a ebulhcidn durante 15 minutos. se

Los
enfrian y el patréon y id muestra se leen contra el blanco a 520 nm
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Calculos
Debido a que los patrones y muestras Se tratan de forrma semejante, tenemos

que:
Absorbanc:a de ta myestra x Concentracidn = Concentracién
del patrén de la muestra

Absorbancia del patrén

Se recomienda usar al musmo ttempo una disolucion patrén de concentracion 20 mM y
una 10 mM | luego se emplea para ios calculos el patrén cuya absorbancia esté mas
proxima a la de ia muestra “Bauer J. (1986); Kaplan, Lawrens A. (1984)"

Valores de referencia 29a9%4 mM



ANEXO vV

Prueba de significacién para saber si los promedios de dos conjuntos de

mediciones son iguales.

Esta aproximacion permite saber s ias diferencias entre los resultados son

significativas © s: se pueden justficar por vanaciones aleatonas

Teniendo dos medias muestrales ( cada conjunto de datos obtenido por un
meétodo analitico distinto ). tomamos como hipétesis nula que ambos metodos dan el
mismo resultado. y necesitamos comprobar que la diferencia de los promedios difiere

de cero significativamente “Miller and Mitler (1993)"°

S las dos muestras tenen desviaciones estandar que nNo sean

significativamente diferentes es posible calcular una esumacidn conunta de la

desviacion estandar a partir de las dos desviaciones estandar ndiwwiduales, calculadas
como

=(v-X
N = \J-_-—~ — N = nuamero de ensayos.
n-1

Para lo cual se usa ia ecuacién

N o= [(nl ~0)8F - (- l)S::) 1{n, ~n, =2)

Entonces t esta dado por:

-
sJ0 T -1t

Donde t tiene n,+ n; - 2 grados de hibertad.
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Tomando como ejemplio los datos obtenidos con la curva de calibracién # 18 y

los obtenidos para la misma muestra con el método de DAM. tenemos que

{ urea ]} suero con el [ urea ] sueroc por el
biosensor ( MM) meétodo DAM
ensayo # 1 5.328 6 041
ensayo # 2 5328 6 041
ensayo # 3 5255 6 25
ensayo # 4 5 401 525
PROMEDIO 5328 6 1455
Desviacion estandar 0 05960425 0 120666

Para el conjunto de datos
S?=905575x 10, S =00951655
t =6 074 en unintervalo de confianza del 35%
t tabulado para 6 grados de hibertad = 2 45
Como el t calculado es mayor que el tabulado en el intervalo de confianza
elegido, se rechaza la hipotesis nula; es decir los dos conjuntos de datos no tienen el

mismo promedio y por lo tanto es muy posible que alguno de los métodos presente
errores sistematicos.

58




ESTA TESIS §g
BiBLIOGRAFIASALIR BE LA uidlﬁégfi“

1. Anfalt. T.. Granelli A, and Jagner D. 1973 Anal Lett. 6. 969
interpretacion Ed Reverté

2 Bawuer, J 1986, Analis:s_Clinicos Meétodos o

Pags. 532 - 533

3. Clark, L C andlyons, C 1962 Ann N Y Acad Sci
Sensors in a Clinical Chemistry

102 29

4 Czaban, Jhon D. 1985 -Electrochemcal

Yesterday, Today, Tomorrow™ Analytical Chenustry 587. 2, 345A - 356A
S5 Durst, R A, de (1969). " lon Selective Electrodes” Speciai Pubhication 314, Nationtla

Buereau of Standards, Washington D C 1959

& Frew, Jane E. and Allen Hil HO 1987 “Electrochemical Biosensors” Analytical

Chemistry. 59, 15, 933A - 944A

7. Garcia, F., Perez. JJ y Marquez. S 1797  -Peliculas de Oxidos Sobre Acero

Inoxidable 316 (POSAI 316) Camo Electrodo Indicador de pH en Medio No Acuoso”
Rev. Soc. Quim Mex 41, 3-7
8. Gray, DN, Keyes, M H. and Watson, B 1977 “Inmobilized Enzymes in Analytical

Chemistry™. Analytical Chermistry. 49, 12, 1067A-1078A

8. Guilbault, GG 1976 “"Enzyme Electrodes and Solid Surface Fluorescence

Methods” Methods in Enzimology 44. 579-618

Diagnéstico y_tratamiento clinicos por_el laboratorio

10 Henry, John Bernard. 1994

Ediciones Cientificas y Técnicas, S. A Salvat 9* De. . Pags. 145-147

11 Kaplan, Lawrence A. Clinicali Chemistry Theory, analysis and correlation. 1984.

The C.V. Mosby Company.

59



12.Martinez-Favregas, E. and Alegret, S 1994. " A Practical Approach To Chemical
Sensors Through Potentiometric Transducers ° Journal of Chemical Education.
71, 3. A67-AT70

13.Miller, JC. y Miller, JN 1893 Estadistica para Quimica Analitca 2% Ediciéon

Addison-Waesley Iberoamericana

14 Montalvo, J G 1970 Anal Biochem 38. 359

15 Mosbach, K. Nilsson H and Akerlund A 1973 Bsoctim Siophys Acta 320, 529

16 Mosbach, K. 1976 Methods in Enzimology 44, 620

17 Nomura Kiyosh) and Uphira Yusuke 1988 - Response of Oxide Films on Stamnless
Steel as a pH Sensor * Analytical Chenustry 60, 23, 2564 - 2567

A8 .Rechnitz, G A (1967) Chem Eng News June 12, 1967. p 146

39 Rechrnitz, G.A. 1882 - Bicanalysis with Potentometric Membrene Electrodes *
Analytical Chemistry. 54, 11, 1194A - 1200A

20 Summer, J.B. 1955 " Urease - Methods in Enzimology 2, 378-37

21. Thompson Michael and Krull, Uirich J (1984) " Biosensors and Bioprobes” Trends
in Anal Chem. 1984, 3,7,173-178

22.Uitra lon. Electrodo Combinado de Vidrio _Manual del Usuarno

60



	Portada

	Índice

	Introducción

	Capítulo I. Antecedentes

	Capítulo II. Parte Experimental: Desarrollo y Resultados

	Capítulo III. Discusión y Conclusiones

	Anexo

	Bibliografía




