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1. INTRODUCCIÓN. 

1.1 GENERALIDADES. 

la necesidad del seguimiento o control e procesos tan complejos como las 

que se utilizan en la mayoría del área industrial. biotecnológ1ca. biomédica o 

ambiental; ha impulsado el desarrollo de una amplia variedad de técnicas 

analíticas de gran sofisticac16n. aux1l1adas por sistemas informáticos de 

adquisición y tratamiento do señales an<Jlit1cas 

Junto a los grnndes equipos autom<Jt1z<Jdos de an<Jlis1s. se ha impulsado 

otra estrategia en l<J instrumentación analítica So trata del desmrollo do pequeños 

d1spos1t1vos <Jnalillcos que por su s1mpl1c1dild. sens1b1l1d<Jd. f1abil1dad y baio costo. 

son alternativos a los grandes equipos 

Nacidos hace unos veinte <Jños. los sensores qu1m1cos que incorporan 

materiales biológicos en su construcción son conocidos como Biosensorcs. 

basandose Cilsl exclusivamente en enzimas y transducción electroquímica se han 

cornorc1<1l1zado muy recientemente 

los b1osensores son p1en1s claves de lo que ya se conocen como 

b10111strumentac1on anal1t1ca Constituye un campo rnult1d1sc1pl1nano de 

mvesl1g<Jc16n y desarrollo. <Jdem;is de un mercado muy atr;1ct1vo Or1'.¡1nalmente. 

los b1osensores fueron d1se1iados para ser cornpel1t1vos dentro clel rnerca<1o de los 

<1ni'1l1s1s químicos o pruebas clin1c<Js efectu<Jdas fuera del latiordtono. realiz<idas en 

la consult¡¡ medica o por el mismo paciente. como el b1osensor cornurc1al para la 

detección de glucosa en sangre para el control de la d1;ib1!tes 

Sin embargo el i'Hea de la IJ1omed1ca no es la ur11<;;1 en emplear los 

!J11JSt!llSOH'S, el <lrea de la llldustn¡¡ de los al1rnentos tarnb1en <Jernanf1a metodOS 

rap1cJos p;ir.; estimar la caduc1CJad. ademas de la industria de la b1otecnologia en la 

cual es necesario controlar de manera confiable los proc1uctos en medios muy 

complcios [ 1] 



1.2 BIOSENSORES. 

Un biosensor es un instrumento analítico que incorpora un elemento 

biológico de reconocimiento molecular. el cual está intimamente integrado en el 

transductor. Este contacto intimo con el transductor hace posible transformar la 

interacción del anallto con el elemento biológico en una señal que el transductor 

se encarga de captar y traducir. generalmente al dom1n10 eléctrico u óptico. y 

amplificarla. En la figura 1 1 se muestra el funcionamiento de un b1osensor. desde 

que interacciona con el ;1nal1to hasta la obtención de la serial analítica. 

La lntoraccl6n dot anallto do In. toré::;;~1 
material blo16glco puede producir: .\. 

Cambio fH•J o fXJ :.\ 

Sustancia olcctroacttVa ¡· ... · 
Calor ·• 
Luz 
C3mbio do masa :: 

SEÑAL 
ANALiTICA: 

ESI 
pH 

Tormistor 
Absorbancia 

Crislal 
piezoeléctrico 

Figura 1. 1 Rcprcsentac1011 es~uern¿lf1co del tunc1onam1ento ch..> un b1osensor 

Al construir un b1osensor se logra una alta select1v1dad y sens1b1hdad La 

selectividad est<i en función del componente b1olog1co y la sens1b1hdad depende 

del material b1ológ1co <1si corno el transc1uctor 

Ademas de las c<1racterist1cas <1ntenores. se busca que un b1oscnsor 

cumpla con las siguientes espec1hcac1ones 

Respuesta analítica meú1t)lc. 

Amplio intervalo de l111cal1dad. 

Exactitud y prec1s1ón 

Tiempo de vida extensa 
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Tiempo de respuesta corta. 

Respuesta continua. 

Para poder cumplir con los requerimientos necesarios para obtener un 

biosensor "idear es necesano tomar en cuenta el componente biológico. el 

transductor y sobre todo que. la inmovilización del componente biológico sobre el 

transductor sea eficiente. 

1.2.1 Componente biológico. 

Desde que Clark y Lyon [2) 1ntrodu¡eron en 1962 el concepto de electrodo 

de enzima "soluble" En 1971 Upd1ke y H1cks [3) construyeron un d1spos1t1vo de tipo 

amperométrico, basado en el traba¡o de Clark y Lyon, para determinar glucosa. 

empleando la enzima glucosa ox1dasa 1nmov1lizada en un gel A partir de estos 

trabajos pioneros. las enzimas son los elementos de reconoc1m1ento molecular 

más extensamente ut1l1zados en fil construcción de b1osensores. debido a alta 

sensibilidad y selectiv1di!d que prc!sentan 

En un pnnc1p10 las irw"~>l1~¡.ic1oncs se orientaron hacia la utillzac1ón de 

enzimas aisladas Soln sP tralaba de seleccionar enzimas de aft<J act1v1dad. 

estables cJurantc periodos ra;onables. con buena selectividad. que pudieran ser 

utilizadas en medios compat1!Jles con la muestra (pH, fuerza 1ónica. temperatura. 

etc ) y con el tr;rnsductor apropiado Y en esta d1rccc1ón se han desarrollado la 

mayona de esfuer.·os Desafor1un;1damente son muy pocas las enzimas que 

cumplen los reqU1s1tos anteriores 141 

1.2.2 Transductor. 

Un transductor tiene (.Orno función transformar una respuesta fls1coquim1ca 

producida en el proceso de rcconoc1m1ento anallto-receptor en una señal electnca. 

Cuando un ;rnalito interacciona especiflcamente con un receptor biológico hay un 

camlllo en la interfase Si dicho camtllo es generado en fa prox1rmdad del 

3 



transductor podrá ser convertido por éste en una señal eléctrica cuantificable, 

previa su amplificación y procesamiento digital. 

Los diferentes tipos de transductores se dividen en electroquímico. óptico 

(por fibras). termistor y piezoeléctrico. Los transductores mas empleados son los 

de tipo electroquímico. pues demuestran ser simples. sensibles. fiables y de 

respuesta rápida. además precisan de instrumentación de ba¡o costo 

Las técnicas tnslrumentales asociadas a los transductores de tipo 

electroquimico son: ampcromelri<1. polcnc1ometri<1 y la conduct1metria [5]. 

1.2.3 Inmovilización del componente biológico. 

Como se mencionó antenormente. el buen funcionamiento de los 

b1osensores depende en gran medida de la 1nmovihzación del componente 

biológico sobre la superf1c1e del lmnsductor. 

Cuando se 1nmov11tza el componente biológico sobre el transductor. el 

ob¡el1vo que se busca es la rnáx1111<1 prox1m1dad entre estos dos componentes. Las 

técnicas de 1nmov11tzac1ón para mantener en prox1m1clad los dos componentes son 

abund<mtes. s111 embargo. hay que tornar en cuenta que dependen del tipo de 

malen<1I b1olón1co que se Vil <1 empicar (labl;1 1 1) 

La 1nmovtlvac1ón d<' tipo quirrnco. el tnconvcn1cnle que present<1n rLJd1ci1 en 

el tJC.Hnpo que St~ rt~qu1ere para n~alll'tH la 1nrnov11tzac1ón, gcnerahnenle este oscila 

entre 3 y ·l horas En cuanto a los procesos de tipo físico el principal problema es 

ocasionado por el rnalena! b1olog1co. el cual generalmente es soluble en agua. con 

lo cual provoca que el tiempo de vida del b1oscnsor sea de horas. ya que el 

rn;llenal b1ológ1co difunde hacia la solución En ¡¡mbos procesos la 1nmov1l1zac1ón 

es de tipo superf1c1al 
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Tabla 1.1 Fundamentos de las técnicas más empleada en la inmovilización del 
componente biol ico 

T CNICAS. 

Entrecruzamiento Se empica un agente b1func1onal (glutaraldc~11do) que provoca el entrC 
quimico cru1amu:mlo entre este y la protema (l1sina) Esta tecn1ca C5 carai'I 

1ncf1caz ----------- -------------~------- --
Enluce cov¡¡lente Se requiere un tratamiento previo del soportp y esto 1rae consigo una 

pérdida en la nct1v1dad. sui embargo la 1nmov1l1zac16n es definitiva y por lo 

1 ------------_!_anta e.-1:~~~~~~~~~duc1bll~~~----·-· ! r- Atrapam1cnto en una El componente b101091co se 1nrnov1ltza a lrétVt!S de una oclusión en una; 
j rnatru pol11nf'?rica matnl pol1mcr1ca Hah1tualmcntc se deposita el polirnero sobre la i 

supmf1c1e scnsort'I con¡untamente con el mnterial de reconocnn1enlo ! 
molecular Entre los po/lrneros mas empleados se encuentro.in er PVC. ¡ 
polmcr1lam1da y polteslrrenos j ·----------------- -----------------FiSiCOS-- ---------- -·---- -------------·----.-- .. ---·-. 

-----AdSOrC;)n---- ·Es-1~J--~;dS07CI0'1fi.SIC:ii sobr-e·-·eilrililSCfUC!(,f--t-ntrclQS--iJfISOíi)í~ñt(;s mas 

empleados se encuentran la arcilla. la aft)lm11na. el vidrio. ta celulo~a y el 
¡ grafito La desventaja que presPnta es la perrfaja continua de ta l"specie 

h ;-tdsorbida 
Re1cnc1on ¿¡-¡rrivt~s-¿¡¡_;- ·so-e·rnt)lr.·¡;·- \;1añlf!01b1i1íl~l de-dlc-ii·;s;s--q~,t~-- per-n-17te·-¡a-petñlCiih1i;J;;d · d-¿~¡ 

L~:~=-~~~•uia_ ·:~ttc ~u:~~~~lo y productos. pero es 1mp1~rrn<•ab!C" al m.J!crial f)1olog1co ~1n a11er-~1:_; 

Una rnanera de solucionar los inconvenientes mencionados anteriormente 

es por medio de una 1nmov11izac1on en volumen. que se logra mediante la 

lormac1ón de una matriz ri~¡ida Ésta se encuentra compuesta por el componente 

1J1olóy1co. el cual esta inmerso en un composite rígido A su vez este cornpos1te 

est<I const1tu1do por una rns1na. la cu;il pol1rnen1;:i. y polvo de grafito La presencia 

de la resina proporc1oni1 ng1CJc; al sistema. de liil lorma que es posible ampliar el 

!lempo de virla úlll y la 1nlc~¡r1<Jad del b1osensor. 1;1 función del polvo de <¡ratito es 

ser el translluctor. cuanrJo se construyen tJ1osensores dn tipo electroquim1cu Al 

cornpos1lc se le iHJ1c1ona el material b1olog1co y se lla lugar al biocomposite Al 

re<1l1?ar este llpo de inmovtlvac1on se logra may·or l1ernpo de vida del d1spos1t1vo. 

ya q1Je el material tJ1olou1<~0 quí'd.• inmerso en t>I proceso de pol1men7ac1ón [5_6J 

1.3 BIOSENSORES AMPEROMETRtCOS. 

Los b1osensorcs cleclroquim1cos son bastante sencillos por lo general 

Entre estos !)1osensores se incluyen, los b1oscnsores del tipo amperométnco que 

determinan las comentes eléctricas asociadas con los electrones involucrados en 
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los procesos redox. Las reacciones redox catalizadas por enzimas forman la base 

de la mayoría de los biosensores, al determinar el flu¡o de electrones de la 

reacción redox. En condiciones normales. se aplica un voltilje constante entre dos 

electrodos y la comente debida a la reacción de los electrodos se determina. En 

este pnnc1p10 se basa el primer y mas sencillo biosensor que se empleo para la 

determinación de glucosa [7] 

Los biosensores basados en transductores amperométncos van asociados 

a enzimas ox1doreductasas En el electrodo de Clark [2]. el b1ocatal1zador va 

acoplado sobre un electrodo de platino polarizado convenientemente para detectar 

el peróxido de hidrógeno o el cofactor NADH Este tipo de b1osensores presentan 

serias hm1tac1ones, ya que la comente o 1ntens1dad no depende solamente del 

sustrato. sino tamb1en. en el CiJSo de las ox1d;1sas. de la presión parcial de 

oxigeno. Los potenciales requeridos para reducir al oxigeno u oxidar al peróxido 

de hidrógeno o al NADH son bastante extremos. lo que conlleva a la posible 

1nterferenc1a ele <?spcc1es electroacllvas 

Una segunda gener¡¡c1ó11 de IJ1osensores amperometncos radica en la 

1ncorporac1ó11 de un med1;idor qu1m1co con propiedades redox que sustituye la 

función del oxiucno u oxida ¡¡I NAO'. con la venta¡a de que ahora el potencial ele 

traba¡o viene cfeterm111ado por el mediador que. al estar escogido 

convcn1cnhH11cnh~. reduce s1qn1f1cat1v;1n1ente el nün1ero de 1nterferenc1as 

Una terc<?ra ¡¡enerac1on de b1osensores ¡¡mperornótncos explora la 

transferencia directa de electrones entre la enzima y el electrodo Para que esto se 

llevo a cabo t:s nPcesano que la en71r11a se encuentre en contacto directo con el 

transductor, esto Sf~ cons1nue s1 se 1nrnovl11.ta d1rcctan1cnte ta enzima sobre el 

transductor Adern;\s de este requernrncnto. es necesario que la c1nót1c<1 de la 

rcacc1on enz1rnat1ca seil rap1da y f1n;ilmente que la transferencia de electrones 

entre el electrodo y la enzima también sea to suflc1enternente rápida 
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1.4 BIOSENSORES BIENZIMÁTICOS. 

Cuando no se dispone de una enzima adecuada, para la detección 

satisfactoria de un anahto. el empleo de más enzimas que estén relacionadas y 

que siguen una secuencia determinada. pueden convertir un sustrato en un 

producto susceptible de ser detectado por el sensor interno del b1osensor La 

enzima adicional presente en una preparación b1enz1m;]t1ca puede servir para 

eliminar interferencias o para amplificar la señal por c1cla¡e del sustrato 14] 

Cuando se habla de dos enzimas 1nmov1l1zadas en el mismo compos1te. se 

dice que el func1on¡¡miento de este b1osensor es relativamente simple Después de 

ser ad1c1onado el sustrato especifico para una de las enzimas. y se lleva a cabo la 

reacción enz1málica. el producto de dicha reacción sera el sustrato para la 

segunda enzima Uno de los problemas que presentan los tJ1osensores 

bienz1mát1cos cs. la necesidad de que el tiempo que tarda en d1fund1r tiac1n el 

seno de la solución el producto de la primera reacción en¿11nat1ca sea mayor que 

el tiempo que necesita la segunda enDma para transformarlo Aun as1. el estudio 

de los b1osensores b1enz1rn;\t1cos en los ult1111os arios se tia 1ncrementaclo. debido 

a la pos1b1l1dnd de aumentar la scns1b1hdad cuando se empica mas ele una enzima 

Esto incremento en la scns11J1hdad se ha asociado a una mayor ef1c1encia en las 

reacciones enzimáticas 

1.5 APLICACIONES. 

Actualmente el campo de la aplicación para Jos b1oscnsores. está 

pnnc1palmcnte enfocado al arca clinica Sin embargo existe un dcsplazarrncnto 

progresivo hacia la medicina veterinaria. industria b1otecnoló¡¡1ca y proceso de 

alimentos. seguuniento y control de parametros amll1entales y ;1gricultura Se 

supone que Ja ulih<.ac1ón del b1oscnsor en el campo de la defensa n1Jf1tar es 

importante aunque poco divulgado 15] 
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La cuantificación rápida y eficaz de la JI-O-glucosa es de gran interés en 

diferentes áreas de investigación El área de la biomed1cina se ha enfocado al 

monitoreo de esto hidrato de carbono presente en sangre sobre todo en 

situaciones criticas o de cuidados intensivos y durante procesos quirúrgicos. En la 

industria de los alimentos. crece el interés de los bromatólogos por conocer las 

cantidades de cada uno de los azúcares presentes en muchos de los productos de 

interés; sin embargo. hay que considerar que la composición de muchos 

alimentos es extremadamente comple¡a, por lo que se necesitan análisis más 

precisos [8) 

Por ello el ob¡etivo pnmord1;il de la presente invest1g;ic1ón es la cuantificación 

de la JI-O-glucosa empleando una técnica sencilla, rápida, económica y sobre todo 

confiable. 

1.6 OBJETIVOS. 

Para ello sCJ plantearon los siguientes ob1elivos particulares· 

"' Elaboración de un biosensor amperométnco bienz1mát1co basado en un 

b1ocompos1te de glucosa oxidasa-perox1dasa-grafito-epox1 

"' Establecer la cond1c1ones óptunas a las cuales se llevara a cabo la 

experimentación con los b1osensores b1enz1rn<1t1cos 

"' Desarrollar una tócnica sensible que perrrnl;i la cuantificación de la 11-D­

glucosa en diferentes muestras comerciales 

_, Realizar una comparación entw la tocmc..'l analillc<i propuosta y una técnica 

trad1c1onal cst;iblec1da (cspectrofotomctria UVN1s) 
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2. ASPECTOS TEÓRICOS. 

2.1 INTRODUCCIÓN. 

Como se mencionó anteriormente. el presente trabajo tiene como finalidad 

la construcción de un biosensor de glucosa oxidasa-peroxidasa-grafito-resma. asi 

como su evaluación en el laboratorio. y su posterior aplicación en muestras 

comerciales 

Para ello. primeramente se requiere comprender el funcionamiento general 

del biosensor b1enzimático de glucosa oxidasa-peroxidasa. y algunos de los 

aspectos generales de las enzimas y sustrato; asi como algunos fundamentos de 

la técnica a emplear 

2.2 FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL BIOSENSOR DE GOD-HRP. 

El bíosensor b1enz1má1ico reportado por Jonsson-Pellersson 191 hace uso de 

las enzimas glucosa ox1dasa (GODJ y perox1dasa de rabano (HRP) En este 

articulo inrnov1l1zan químicamente las ennrnas GOD y HRP sobre una barra de 

grafito ultrapuro empleando glutaraldchicJo y albumina de suero bovino Corno 

electrolito soporte ut1l1?;111 una ::;olucion de fosfatos O 1 M a pH de 6 O El tiempo de 

vida reportado p;ira estos t>1os<>nsnrus es dP 40 oías. posteriormente se pierde el 

50% de la respuesta m1c1;1I 

Con !Jase en c•ste articulo. si! coostrurra un brosensor b1enz1málico 

ut1l1zando una 1nrnov1lr?ac1on <?rl volunH,n. ('S decrr ernplc¡¡ncJo una resina a la cual 

se le incorpora el polvo de qrafito \' las cn11mas GOD y HRP Con este trpo do 

confíguracrón se busca qu•? el trompo de vrcJa de este l>1osensor sea mayor con 

respecto al reportado por Jonsson-Pettersson 

El func1onam1ento teorrco (Je un l>rosensor ampcrometrico de GOD-HRP­

grafito-resrna de matriz rígida. se esquematiza en la figura 2 1 
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HRP ;J~----'I 
H,O X Protohcm•n~ J , 1 ELECTRODO 

11-Dt•)GLUCOSAX ::: X"~ ¡ ""~""'"· 
"'CIDO GLUCÓNICO.A E rADH 1 O, 2H" 

Figura 2.1 Func1onam1ento teórico del biosensor b1enz1máhco de GOD-HRP. 

Después de ser adicionada la ji-O-glucosa al medio de trabajo, la enzima 

glucosa oxidasa (GOD) reacciona, produciendo ácido glucónico y peróxido de 

hidrógeno Posteriormente la enzima perox1dasa (HRP) transforma el peróxido de 

hidrógeno a agua y la enzuna se oxida Aplicando un potencial de -300 mV se 

regenera la enzima a su forma activa En el presente estudio la señal analitica 

corresrionde a la regeneración de la enzima HRP a su forma activa (reducida), la 

cual es directamente proporcional a la concentración de JI-O-glucosa adicionada 

15.10J. 

2.3 PROPIEDADES DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA. 

La enzima glucosa ox1dasa (GOD) se presenta en cristales blancos 

amorfos. con una actividad de 125 un1dades/mg de proteína Con un peso 

molecular de 1 50.000 Daltons. Posee un punto 1soelcctnco cercano a 4 2 111 J 

2.3. 1 Actividad enzimática 

La enzima glucosa o<idasa catahza la reacción entre la fl-0-gtucosa y el 

oxigeno molecular formando ácido glucómco y peróxido de hidrógeno. la enzima 

se obtiene principalmente de Pemcrl/fum notaturn. Pet11c1//rum Amagasak1ense y 

Aspcrg1//us nrger El numero clave de eslil enzima (E.C) es 1 1 3 4. el primer dígito 
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corresponde el grupo al que pertenece la enzima. en este caso a las 

oxidorreductasas, el segundo a la subclase de enzima. el tercero a la sub­

subclase y el cuarto es para la enzima en específico. Una unidad de enzima oxida 

un ~1mol de (\-O-Glucosa a ácido glucónico y H 202 por minuto a un pH de 5.5 a 

35ºC. 

2.3.2 Estructura do la enzima. 

La estructura quim1ca de esta enzima es de carácter proteico globular. es 

decir, posee una estructura cuaternaria como se muestra en la figura 22. El sitio 

activo de la enzima corresponc1c al 9rupo flav1n-adenin-dinucleotido en su forma 

oxidada (FAD). 

Figura 2.2 A la i~~qlrn·rda ~.,. n11J1·•.:•.1 1,1 t.>'.,!ructur.J tr1cjirnen~1onal eje la glucos.a oiodasa A 

la dPrf~c!1.11.1 t~·;~ructur,1 Oel s1t10 activo (FAO) {12} 

2.3.3 Funcionamiento de la enzima. 

En presencia Lle Ja ji-O-glucosa que es el sustrato especifico para la enzima 

GOD. el grupo FAD se reduce a FADH 2• y por medio de el oxigeno se regenera el 

s1t10 activo a su forma original y asi pueda transformar más JI-O-glucosa Esta 
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reacción es de tipo redox, produciéndose H202. A continuación se muestran las 

reacciones qulmicas que se llevan a cabo. 

Reacción global 

11-D-glucosa --º-º-º·-• Acodo glucónoco + H,O, 

Reacciones parciales 

p-D-glucosa + FAD
0

, -·----·· • Ac1do glucónoco + FAD,.., 

FAD, ... +o, ---- ··• FADº. + H,o, 

La determinación de l'·D-glucosa mediante biosensores de lipo 

amperométrico. es posible realizarla por tres caminos: 

(a) El Hi02 producto de la reacción enzimática se cuant1f1ca 

amperomótricamente a través de su oxidación sobre la superf1c1e del b1osensor a 

un potencial anódico (E). el cual normalmente oscila entre 800 ;1 1200 mV vs 

Ag/AgCI (5): 

Existiendo una relación lineal entre la comente producida y la concentración 

de ¡1-0-glucosn. permitiendo nsi la dcterinonac1ón analit1ca ele ésta 

(b) Otr;::i altern;::illva para la deterrnonac1ón de 11-D-glucosa es seguir el 

decremento del oxigeno en el medio de d1soluc1ón a medida en que se lleva a 

cabo la ox1dac1ón de la ¡1-D-glucosa. pma ello se debe contar con una celda 

electroquirrnca sellada de tal forma que el oxigeno del medio ambiente no 

111terf1era en 1;1 <lí~t<!rrn1nac1ón. para llevar a cabo el segu1m1ento es necesarro 

apltc;ir un potencial f1¡0 catódico extremo ( -700 rnV vs Ag!AgCI) muro de reducción 

dela9ua 

(c) Ut1lt;ar un electrodo selectivo a oxigeno. conocido como electrodo de 

Clmk Los 111convenientes de éste radican principalmente en la 1nterferenc1a del 

oxigeno <!el mecl10 nmb1ente 
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(d) Emplear una segunda enzima cuyo sustrato sea el peróxido de 

hidrógeno formado en la reacción enzimática de fl-0-glucosa con la GOD. Siendo 

este el objetivo de la presente tesis. 

2.3.4 Especificidad. 

La gran mayoría de las enzimas tiene la capacidad de catalizar reacciones 

especificas. es decir. su intervalo de acción se limita a un determinado tipo de 

sustrato que debe reunir ciertas caracteristicas para que pueda ser u!llizado como 

tal. La glucosa ox1dasa presenta una especificidad absoluta pues tiene corno único 

sustrato a la JI-O-glucosa (11]; sin embargo, la presencia de otros re-ductores. 

como el ;icido ascórbico. el glutalión o la catalasa pueden descomponer el 

peróxido de hidrógeno. interfiriendo en el análisis [8) 

2.4 PROPIEDADES DE LA ENZIMA PEROXIDASA. 

Las peroxidasas son enzimas que catal1zan la descomposición del peróxido 

de hidrógeno. La enzima perox1dasa del ri'1bano picante (EC 1.1 11 7) tiene un 

peso molecul<Jr de 40x 103 g/mol Es una proteina globular constitwda de una 

cadenn stmc1lla de pol1pépt1dos, dos iones de Ca~· y ocho cadenas de 

carbol11Clratos neutros [5] Los potcnc1;iles redox medidos a pH = 7 fm diferentes 

perox1das<Js están situados entre los -O 109 V de la obtenida del nabo y los -0.27V 

de la obtenid<i del r;1bano picante [8] 

2.4.1 Estructura de la enzima. 

La enzima perox1dasa de rábano (HRP) es una molécula que contiene ocho 

grupos de oligosacáridos situados en la superficie y unidos a residuos de 

asparrag1nL1 a través de enlLICt~s ghcos1larnina. y la estructura terciana de esa 

proteína monoménca mantenida por cuatro puentes de d1sulfuro [8] El bajo peso 

molecular de la proteina, aunado a su conformación estructural, da como resultado 
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que el sitio activo redox. es el complejo hierro-protoporfirina IX o también llamado 

"protohemin IX", no se ubique en el centro de la proteina. siendo posible entonces 

la transferencia electrónica entre el electrodo y el grupo protohem1n IX sea rápida. 

en comparación a otras enzimas oxidasas. donde el sitio activo se localiza en el 

centro de la proteína. En la figura 2.4 se muestra la estructura de HRP así como 

del sitio activo. 

Figura 2.4 A Ja 1~~qU1CH1.1 sr.• 111uestra la estructura lr1dm1Cns10ni1f de la enz1111a HRP. y a la 
derecha l;:i estructuril or¡¡:inic..• de el srho activo PROTOHEMIN IX 113) 

2.4.2 Funcionamiento de la enzima. 

En presencia del peróxido de hidrógeno el sitio activo de la enzrma HRP 

(protohem1n IX) se oxida y el sustrato se reduce a <lgua Posteriormente. aplicando 

un potencial adecuado el grupo protohem1n IX se regenera a su forma activa 

(reducido). En la naturale7a la regeneración de la enzuna a su forma activa. 

reducida. es mediante el fenal o lenoles sust1tu1dos (4-clorotenol. 2.4 d1clorofenol. 
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pirocatecol, 2-cresol, 2-toluidina) [13]. En la figura 2.5 se esquematiza el 

funcionamiento de la enzima HRP. 

.IJ 

e ··" \ !/ 
iJ----.J 

Figura 2.5 Func1on.:in11cnto de la enª'una pero-.1dasa de rábano en la naturaleza AH; 
representa al fenol o fenoles sustoluodos (13 J 

En la reacción enzimatoca entre la Hf~P y el peroxicJo de hidrógeno se 

transfieren dos electrones Dicha transferencia ocurre en dos pasos consecutivos. 

El primero involucra la reducc1on del perox1do de h1drogeno a agua con la 

formación del compuesto-1 l 13] 

H 10 1 + 2H' + HRPQfo ------ • 2H10 +COMPUESTO-! 

el compuesto-1 cede un electrón para dar lugar al compuesto-11 

COMPUESTO-! -------• COMPUESTO-U • e · 
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y finalmente, a partir del compuesto 11 se obtiene la HRP oxidada. En esta reacción 

se transfiere el segundo electrón. 

COMPUESTO·ll --- HRP0 , + o· 

El compuesto 1 y 11 son intermediarios inestables de la reacción redox. Se 

sabe que el hierro del grupo protohemin IX en el compuesto 11 tiene una valencia 

de 4• (14). 

2.5 PROPIEDADES DE LA fl·D-GLUCOSA. 

La [l-D-glucosa es un monosacándo que en su estado puro se presenta en 

forma de cristales incoloros o polvo blanco granular. es inodoro, de sabor dulce, 

con un punto de fusión de 146 ºC. es soluble en agua. ligeramente soluble en 

alcohol y tiene una rotación óptica D= 52.5 (151 Su estructura se muestra en la 

figura 2.6. 

CH20H 

H OH 
Figura 2.6 Proyecc1on dn Hawort de la ji-O-glucosa (11). 
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2.6 AMPEROMETRIA 

La arnperornetria es propiamente la medición de la corriente eléctrica 

generada por un proceso de excitación-respuesta. esta respuesta ( i ) esta en 

función do la concentración de la solución estándar, para llevar a cabo esta 

determinación os nocosano aplicar un potencial fijo (E) La arnperornetria es muy 

sensible y puocle emplearse para detectar respuestas a concentraciones de 1 O 5 M 

o menores La comente esta gobernarJa por las velocidades de los procesos. tales 

corno la transferencia de masa del oxidante desde ol seno de la solución a la 

superficie del electrodo y la transferencia do electrones en la superficie del 

electrodo ( 11 J 

Una caracteristica de la instrumentación arnporometnca moderna es el 

control potonciost.1tico del potencial del electrodo de trabajo acompañado por la 

rned1c1on do la comente en ese electrodo En un sistema de tres electrodos. ol de 

referencia se s1lúa muy próximo al de traba¡o (indicador) El electrodo auxiliar 

(contraelectrodo) es el tercer en la celda electroquirrnca La función del 

potenc1ostato es observar el potencial cJel electrodo de trab<iJO (corno ánodo o 

cátodo) respecto al electrodo de ref1!renc1a (es decir. percibe el potencial del 

electrodo de tratJa¡o puesto que el potencial del de referencia es constante) El par 

de electrodos refcrenc1;i-tra1Ja¡o se conecta a traves de un circuito por el cual no 

circula n1119tm.i comente. l;i 1111ped;rnc1a rlc entrada es superior a 1 O'' O S1 el 

volta¡e del par de PIPctrodos ref1'renc1a.tralla¡o es menor que la rampa do comente 

directa (CD) proporcionada al arnplif1cador. la retroalimentac1on al ,,mpllficador a 

partir del ciclo de control del ampl1f1cacJor operacional. proporcionará un voltaje 

correctivo que cam1J1a el potencial aplicado entre el par de electrodos lo suficiente 

para compensar la rns1stenc1a de la celda y el electrohto soporte [ 11) 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS. 

3.1 INTRODUCCIÓN. 

Para desarrollar una técnica analítica con los biosensores amperométricos 

bienzimálicos de GOD-HRP. es primordial elegir el potencial al cual se van a 

realizar las med1c1ones de intensidad correspondientes a las concentraciones de 

fl-0-glucosa estándar. y principalmente tener bien establecidas las condiciones 

óptimas paril la experimentación (como son: concentración de el electrolito 

soporte. pH, temperatura de experimentación. concentración del sustrato. etc ) 

En este capitulo se presentan los matenales. equipos y sustancias a 

emplear. así como. una breve expl1cac1ón de las condiciones generales que 

permitieron la construcción de los b1osensores b1enz1mat1cos de GOD-HRP. y su 

evaluación. para posteriormente aplicarlos en muestras comerciales 

3.2 MATERIALES. 

REACTIVOS. 

' Enzima Glucosa Ox1dasa. Worthmgton biochemical corporalton. con número 

de lote: 57A847. 125u/mg de proteína 

' Enzima Peroxidasa de rábano Worthington b1ochem1cal corporat1on con 

número de referencia 5GP7 41. GG 7u/mg de proteína 

.. Polvo de qrafito. Aldnch Chemical Tamaño de partícula entre 0.5 a 1.2 

rrncras 

' Resma EpoTek H77 (part<' A monórnero, parte 8 endurecedor) 

' ¡1-D-Glucosa Merck 

' Fosfato de potasio monobas1co (KH,PO,J Merck 

.. Fosfato de potasio d1b;\s1co (K2HPO,J Baker 

' Cloruro de sodio (NaCI) Monterrey. 
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EQUIPO. 

• Balanza analitica. Mettler Toledo AB204. 

• pH-metro. Metller Delta 340. 

' Agitador magnético. 

' Unidad amperométrica Bass LC-4C . 

.- Electrodo de AglAgCI. Radiometer. 

" Electrodo de platino. 

- Biosensores de GOD-HRP. 

MATERIAL DE VIDRIO. 

' Celda electroquímica de tres electrodos. 

" Vasos de prec1p1tados. 

" Matraces Volumótncos 

" Pipetas Volumétricas 

" Microp1peta. 

3.3 CONSTRUCCIÓN DE LOS BIOSENSORES. 

En un biosensor de matn? rig1da el componente b1ológ1co {en este caso las 

enzimas GOD y HRP). se encuentran inmersas en un compos1te (es la unión del 

transductor y el aglomerante). que en este caso son el polvo de grafito y la resina 

epóxica respectivanwnte Estos proporcionan la suhc1ente rigidez (<JI terminar el 

proceso de curado) perm1t1cndo ampliar el ll<'mpo de vida ut1I y la integridad del 

b1osensor. ya que la crv1ma queda atrapad.:i en el proceso de pollmenzac1ón 

Los bioscnsores estan const1tu1dos principalmente de dos partes 

fundamentales· a) el cuerpo y 11) !!1 tJ1ocnmpos11t~ 

Al cuerpo del b1oscnsor. qu!! f'Sta conlorrnado por un tubo cilindnco de PVC 

de G mm de d1ametro in!t)rno y Hl mrn de longitud. se le introduce una conexión 

tipo macho. a la que previamente se le ha sold.:ido un disco de cobre de 2 mm de 

diámetro, quedando cm el extremo opuesto un cavidad de 3 mm de profundidad 
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(Ver figura 3.1 ). En la cavidad del cuerpo se introduce el biocomposite (composite 

más las enzimas GOD y HRP) presionando para no dejar aire en su interior. 

[}==-J íl / Disco de cobre 

Conexión tipo macho 

fi7 biocomposite 

Tubo de PVC 

Figura 3.1 Esquemahzac1ón de la c-..onstrucc16n del b1osensor. 

Finalmente se introducen los b1osensores a la estufa con una temperatura 

aproximada de 40 "C durante 5 cJias. llempo en el cual se da el proceso de curado. 

A cont1nuac1ón se procede a pulir la super11c1e del biosensor de matriz rigida con 

papel de lija del número 500 hasta obtener una superficie especular. 

3.3.1 Preparación del biocomposite. 

El compos1lc conductor se encuentra 1ntcgra(Jo en su misma fase el 

malenal conductor (polvo de gr;1l1to). y el soporte (el agloniPrante empleado lue la 

resina comercial E pote¡.. H 71). poslenorrnente se le ad1c1ona el material b1ológ1co 

(las enzimas HRP y GOD) para dar lugar al biocomposite El cual presenta una 

super11c1e forn1alla por gr;inos comluctores (c¡raf1to). rodeadas eje zonas aislantes 

(polímero) y el mallmal li1oloq1co se encuentr.1 ociu1do entre estos A continuación 

se describe la preparac1on del b1ocornpos1te 

1) 281 .8 mg de resma epóx1ca (parte A) se mezclan con 42.3 rng de un agente 

endurecedor (parte U) 
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2) Posteriormente se adiciona a la pasta anterior 75.9 mg de polvo de grafito. 

y se mezcla perfectamente la pasta. A esto se le conoce como compos1te 

3) Una vez uniforme la pasta, se le integrara el componente b1ológ1co (las 

enzimas HRP y GOD), mezclando hasta homogeneizar perfectamente El 

contenido de las enzimas que se les ha ad1c1onado a cada b1osensor se 

encuentra descrito en la tabla 3.1. así como la etiqueta que se les ha 

designado. 

Tabla 3.1 Contenido de enzima adicionada a cada uno de los b1osensores elaborados. y 
la etiqueta que se les ha designado. 

3.4 CONDICIONES ÓPTIMAS DE EXPERIMENTACIÓN. 

3.4.1 pH do trabajo. 

La mayoría de las enzimas se ven afectadas en su actividad con las 

variaciones de pH en el medio Cuando el medio se torna muy ácido o básico 

afectan los enlaces 1ór11cos que contribuyen a las estructuras terciana y 

cu11ternana. con lo que se altera la conformación de la proteína y su act1v1dad 

catalítica de los grupos que forman el centro activo. modificando su capacidad de 

urnón con el sustrato l\1uchas enzimas se desactivan. y por lo comun se 

desnaturah?an de m;irwra 1rrevers1ble l 11.16] 

Por esta ra?án es 1rnportantc conocer el pH al cual la en?irna presenta su 

n1axn11a act1v1dad. siendo uno de los factores a controlar en una expenmcntac1on 

La n1ayoria efe lil en.l1n1as presentan la tTiayor act1v1da<J cnz11natica en un intervalo 

de pH entre 5 y 8: s1r1 embargo. cada en?lma tiene un pH óptimo dependiendo de 

su naturaleza La enzima glucosa óx1dasa presenta un pH óptimo reporlado de 

5.6. y la perox1dasa de rabano presenta un pH óptimo de 6Ol17) 
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Para el trabajo de experimentación no solo se tomó en cuenta los pH de las 

enzimas, sino también las condiciones que favorecen a la resina que forma parte 

del composite. Estudios anteriores (5) indican que a pH inferiores de 6.0 y 

superiores de 8.0 se lamina la resina Epotek H77. es decir. se forman escamas en 

la superficie que se encuentra en contacto con el medio. Tomando en 

consideración lo anterior. se decidió que el pH del electrol1to soporte sea de 6.0. 

3.4.2 Concentración del elcctrolito soporte. 

Como se mencionó anteriormente, el pH es un factor relevante en la 

actividad enzimática; sin embargo. el pH óptimo de traba¡o también depende de la 

naturaleza y de la fuern1 1ónica del buffer (18]. Por ello. la selección del buffer 

depende del pH óp!lmo al que se va a traba¡ar. que en nuestro caso es un pH de 

60 

El electrohto soporte es de gr<rn importancia para los estudios realizados 

con biosensores, ya que se encontrara en contacto con la superf1c1e del b1osensor 

durante todo el proceso de an;ihsis. y por lo tanto debe de garantizar la estabilidad 

de los componentes del biocornposite (esencialmente las en1imas presentes¡, y 

facilitando la señ¡1I ;:malitica En la bibl109rafia se reporta 117.19-201 que el bulfer 

de fosfatos (!S 1<lcal para trilba¡ar con enzim¡¡s, ya que es inertr! a estas 

sustancias. y que a una concentración entri! O 03 y O 2~;r,1 no se ""'n afectacJas las 

en11mas (tanto GOD como HRP), sin embar90. en 1;1 ma-,.orJ<1 cJe los estudios 

relacionados con ervunas y tJiosensores 15.11.181 í!!port;in el uso de buffer <Je 

fosfatos 0.1 M. con una concentr;1c1ón ele cloruro ele sm110 o pot;1sio entre O 5 a 

O 1 M Por ello, se clecidio emplear como electrolito soporte un;1 solucion de 

fosfatos O 1M. Con esta conCt.~nlración se ase9ura un buen ;11nort1guamiento en el 

pH Aclem(1s se adiciona NaCI de O 11.1 con la finalidad <le cJisrrnnuir la resistencia 

del medio (11 ). La preparación del buffer de fosfatos O 1 M en NaCI O 1 M a pH de 

6 O, se realizó como se indica en el anexo A·8 1 1 
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3.4.3 Determinación del potencial de trabajo. 

Los biosensores estudiados en el presente proyecto son del tipo 

amperométrico, esto significa, que para su funcionamiento es necesario aplicar un 

potencial adecuado al cual se medirá la comente generada. A un potencial 

óptimo, la señal obtenida empleando la enzima peroxid<1sa (HRP). después de 

adicionado el sustrato. es asoc1adil a la regenernción de fil enzima a su forma 

activa. es decir reducida (5]. 

Por lo ilntenor. es importante conocer paril cada tipo de enzima. el 

potencial ilf cual se pueda se¡¡uir adecuadamente la serial analit1ca. Para 

determinar el potencial de traba¡o se emplean técnicas elcctroquim1cas. como son 

la voltamperometria cicl1ca y lineal Esta técnica se ut1hza principalmente para 

caracterizar las propiedades redox eje los compuestos. y par;¡ estudiar los 

mecanismos de las reacciones redox A cont1nuac1on se muestra el 

vollamperograma cicl1co que se realizó para un b1osensor de HRP 

''•·" 

[/mV 

Figura 3.2 Voltamperometria cicl1ca par;1 la pero>idasa (HRP) Se empleó como 
electrolito soporte: buffer de fosfatos O 11.1 con NaCt O lM a pH de 6 O (linea continua) Los 

simbolos corresponden al b1osensor 
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Como puede observarse, en la parte superior del gráfico no presenta 

ningún pico de reducción en el intervalo de potenciales de O a -800mV. y tan solo 

se encuentra una linea continua horizontal. ésta experimentación se realizó con un 

sensor de grafito-cpoxy (sin enzima); y el pico que se observa esta ubicado en un 

potencial de -301.5 mV vs Ag/AgCI. éste se realizó con un b1osensor HRP 

corresponde a l<J enzima peroxidasa. Por lo tanto las arnperometrias se realizarán 

a un potencial de reducción de -300mV 

3.4.4 Determinación de la temperatura de trabajo. 

La velocidad de reacción de las enzimas se ve incrementada con la 

temporatura. pero sólo en el interv.ilo en que la enzima es estable y retiene su 

capacidad catalítica: en casos extremos cuando se incrementa en exceso la 

temperatura. se favorece la desnaturalización de la enzima y consecuentemente 

esta enzima p1md<~ su capac1cJad catalizadora Por ello cada enzima tiene un 

intervalo óptimo de temperatum en el cual se logra la mayor act1v1dad La mayoria 

de la enzimas l1encn un intervalo óptimo de temperatura entre 30 y 45 ºC. y se 

1nacllvan a mas de :,:i "C f 15! 

Tomando en cons1dcrac1on que tenernos que conocer la temperatura a la 

cual la act1v1dad de las <•11?1ni;1s presentes en los b1osensores de matriz rig1da sea 

mayor. se proced10 a reah.1¡11 curvas cJc calibración por triplicado. las cuales se 

construyeron hacit!nclo ad1c1ones continuas de O 2 111L de glucosa estandar a un 

sistema cJe 2'.) mL ch~ buffe1 a un potencial constante de --300 mV para las dos 

senes de tllosensorcs GOD-t tHP construidos. c;:imtllando 1;1 temperatura del buffer 

de fosfatos desd!' 30 ''C a ·M ''C Posteriormente se graf1ca para obtener la 

pendiente de cada curva <1c cal1brac1on a las diferentes temperaturas traba¡adas. 

los result.-idos obtenidos se muestra en la figura 3 3 
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Figura 3.3. Variación de la pendiente por efeclo de la temperaluras oblenidas para 
el biosensor bienzimálico de (HRP-GOD) Se empleó como electrol1to soporte buffer de 
fosfalos O. 1 M con NaCI 0.1 M a pH de 6 O 

De acuerdo a los resultados mostrados en la figura 3 3 se llega a la 

conclusión que a partir de 40°C no existe variación de la sens1b1hdad con la 

temperatura. además de que se obtiene el valor más alto Por lo cual todos los 

experirnonlos se llevarán a cabo a una temperatura de 42ºC 

3.5 RESUMEN DE LA EVALUACIÓN DE LAS CONDICIONES ÓPTIMAS DE 

TRABAJO PARA EL BIOSENSOR AMPEROMÉTRICO DE GOD-HRP. 

Las cond1c1ones óptimas de cxpenrncnlac1on. ot1t.,111CJi1s <1•; 1,1 1nvest1c¡ac1on 

descrita anteriormente. se resumen en la labia 3 2 

Tabla 3.2 Cond1c1oncs expc111nentales de traba10 par;1 el b1osensor amperornelnco 
de GOD·HRP 
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3.6 CARACTERIZACIÓN DEL BIOSENSOR. 

3.6.1 Intervalo de linealidad. 

Al evaluar la linealidad se demuestra la capacidad del sistema para 

asegurar que la respuesta analitica es proporcional a la concentración del analito 

en estudio dentro de un intervalo determinado de concentraciones. 

El esludio de linealidad para las dos senes de b1osensores construidos se 

llevan a cabo por el método de ad1c1ones continuas En 25 ml de electrolito 

soporte con agitación constante y moderada. se sumergen los tres electrodos· 

referencia (Ag/AgCI). aux1l1ar (platino) y el biosensor (GOD-HRP). a continuación 

se le aplica un potencial f1¡0 de ·300mV empleando una unidad amperométnca. 

Una vez que se obtiene una sei\al estable que se utilizara como linea base. se 

realizan ad1c1ones de O 2 mL de ll·D·glucosa est;indar O 1111. cada 30 segundos. 

registrando cada uno de los valores dí! corriente medida despuos de cada ad1c1ón. 

hasta que el sistema se sature y la lectura que registre el amperímetro no se 

mod1f1que Antcs de empicar el IJ1osf'nsor se lirnp1a la superf1c1e con un papel de 

li¡a del No 500 humedcc1do Todo~ los experimentos se efectúan a las 

cond1c1ones óptimas mostradas en la tabla 3 2 

La representación qral1ca por tnpl1cado entre la comente obtenida y los 

valores de concentrac1ón de :»-D-~¡luc:osa ad1c1onatfos. para cada uno de Jos 

b10sensores. nos d;ira el 1ntt>rv;tlo de l11wal1d;HJ del sistema Los parametros 

est<Jdist1cos que se tomaron en cuns11lerac1on fueron pendiente. intercepto. 

coeficiente de correl;1c1on y un dnal1s1s de variarva para la regresión lineal simple 

(ANADEVA). que se llevo a cat>o como Jo md1ca en arHJ\O A-9 2 1. y en el cual se 

planteo como h1potes1s nula la taita cJ<' relac1on lineal entre la concentración de fl­

D·glucosa y l<i 1ntens1d;HJ obten1d;1 El l1m1te superior y o!I limite inferior do la 

respuest<i !mea! se determinan qr;if1G1mcnte La scns1b1!1d<id corresponde a la 

pendiente de ta curva de calibración 
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3.6.2 Roproducibllldad. 

La reproducibilidad es el grado de concordancia entre determinaciones 

repetidas cuando se han introducido variaciones en las condiciones de trabajo. De 

esta manera se puede evaluar la reproducibilidad enlre analistas. equipo. 

laboratorios. dlas. etc. 

En el presente estudio el interés fundamental es evaluar la serial de las dos 

series de biosensores durante el tiempo de experimentación La evaluación de la 

reproducibilidad de la señal analit1ca se d1v1d16 en 3 categorias 

a) la supertic1e de los cuatro biosensores 

b) el tiempo de experimentación (en dias y meses) 

c) la conslrucc16n de los biosensores 

Al evaluar la reproducibilidad de la supertic1c de los b1osensores se 

procedió prnneramenlc a realizar curvas de calibración por lripl1cado puliendo la 

superticic del b1osensor con papel del li¡a del No 500; poslenorrncnle se realizaron 

por lriplic;ido nuevas curvas de cal1brac1ón p<ira el rrnsmo b1osensor pero esta vez 

no se pulió la supcrf1c1e. solamenle se llmr10 la supert1c1e lavilndol¡¡ con agua 

desl1lada. Esle í!Slud10 se re;1l1?0 para cada uno de los t11osensores construidos 

(R1. R2. N1 y N2) 

La reprocJuc1lnl1dad enlre el tiempo de lralla¡o (cJ1as y m.:ses) se obtuvo 

realizando las curvas de cal11lrac1ón por triplicado para los cu;ttrn h1osc11sores 

durante Jos tres nwses que duro la experimcnlac1on (l1c111p1l c11! uso de Jos 

b1osensores) En el caso de la reproduc1l11l1d;HJ de la construcc1on cJe los 

b1osensores. se pretende comparar las 111lcns1dadcs registradas "nlrt! 1"1 b1osensor 

R1 con la serial dPI IJ1osensor f~2. que tienen el nusrno contenido de! e1virna. pero 

fueron conslru1cJos por separado Se rcall¿a el mismo tralam1entu para los 

b1osensores <Je la serie .. N .. 

Expennwntalmente se s1gu16 el rnisnio proccd1m1e1110 con el cual se 

elaboraron las curvas de c<1librac1ón para la l1nealidad del sistema Los parametros 

estadisl1cos que se lomaron en consideración fueron a11al1s1s de varianza 

b1factonal (ANADEVA) enlre superi1c1e de los b1oscnsores y las dos senes de 



biosensores, análisis de varianza bifactorial (ANADEVA) entre los meses de 

experimentación y las dos series de biosensores. 

Las ANADEVAS bifactoriales se construyeron como se indica en el anexo 

A-8.2.2 Además de las representaciones gráficas entre la corriente medida y el 

tiempo en días con lim1les de confianza del 99%, se presenta un diagrama de 

barras que muestra el comportarrnento de las pendientes de las curvas de 

calibración para los cu;itro b1osensores durante los tres meses de 

experimentación 

3.6.3 Estudio de interferencias. 

El estudio de l;is especies 1nlerferentes esta en función de la naturaleza de 

las enzimas presentes en el b1osensor y de la aplicación que se le de a éste. Para 

el estudio de 111terferenc1as es necesnrio definir perfectamente el tipo de muestm 

en las cual se desea emplear el b1osensor. y los componentes presentes en la 

formulación En nuestro caso. se ha decidido emplear sueros orales e 

mtravenosos que contienen principalmente ji-O-glucosa. cloruro de sodio y potasio 

y, en algunos casos. citratos corno lo muestra la tabla 3.3 

Tabla 3.3 lnforrn.:ic1on del contennjo de sustilnc1.:-1s reportadas en los rnarbeles de 
los diferentes sueros 91ucos;:n105 que se van a en1plcar en la ap11c.:ic1ón de los 
b1osensores ele GOD-HHP 

¡Sü"Er-ios- ·ct)rl1t:~n.-(;~) i -c,)ñh;¡;·tl1Ú ¡.;~ ·¡ Conffm1tiO~de ·¡-·co,1ten1C:I(> clf.;--·y¡ AQ-lja · cbPl 
1 de¡\ D N;:.CI (gr~m,05) KCJ (qratnosJ j C11rato JP sodio {rnl. I ! 
! q!uco~ • .t J ; (gramos) / . j 

t 

(9rarno~~) 1 ¡ 1 1 
scc;o-Vi<1~1 or.tl' . )o 3 ~) ·--·-t --,- ~ . - ---- -- ··:r9 -r 1000 ··1 

¡r'~d .. 1~y1e~ - J ' . o :i!;_ ~~ -¡ _ -o1s --~ j ---¿¡·2~ -1 --HJÜ j 

~~~~;: l~~ ~;~ _L~~J~~~~:_ L~~-.~--_1_;~1 
·t~1as sus1anc1;1s no ~e encuentran presentes en <..:ti sue-ro 
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Con ol fin de ostablocor si ol citrato do sodio es una sustancia interferento 

se olaboraron placebos cargados. Para lo cual se preparó una solución que 

contenga fl-D-glucosa estándar 0.1M y citrato de sodio dihidratado 8.9X10 1 M 

(que es la concentración de c1lratos que corresponde al contenido en la muestra 

de suoros). Para asegurar que una concentración mayor no interfiera se elaboró 

un segundo placebo carnada con una concenlrac1ón de citratos 1 .3 x 10·2 M e igual 

concentración de JI-O-glucosa (tabla 3 4) 

Tabla 3.4 Conlen1do de eslanclarcs para la preparación de placebos cargados que 
se emplearan en el cslud10 de 1n1crfcrenc1as En todos los casos los sistemas se llev¡iron 
a un volumen de aforo de 50 ml con solución buffer. 

·------¡~Ji-O-GLUCOSA ESTÁNDAR. J CITRATO ÓE SóoiQ."-~J ------------··· .. -·1--- --- ----------------·----------- ---·· ------------·-·-·--- - ... J 
Placebo cargado A. 900.8 mg 132.2 mg ~ 

-?Taccbocar9ilcio"Ef~ -- -- - 9óo ¡¡·n,9-- - ____ J ________ 198Tfii9 ·-·-- j 
--------.. ···~- --.. ~-.. --~~----·-~---L.---~----·«··-· .. "·--- ··--- -·· 

Posteriormente se rcaliz<1ron curvas de calibración por tnpl1cado. para cada 

uno de los b1osensores. y se re<1l1zó ad1c1onando 0.2 ml de placebo cargado. 

c;icla 30 scnundos y rcg1str;mdo la 111tens1dad obtenida La experimentación se 

realizó a las condiciones experimentales óptimas. 
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Capítulo IV . 



4. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

4.1 LINEALIDAD. 

Una vez cstilblecidas las condiciones óptimas de trabajo (resumidas en Ja 

tabla 3.2). se procedió a elaborar las curvas de calibración por triplicado para cada 

biosensor. puliendo la superficie de cada b1osensor antes de cada curva. Al 

graficar Jos valores obtenidos de intensidad (¡1A) en función de la concentración de 

Jl·D·glucosa estándar (Molar). Los resultados obtenidos se muestran en Ja figura 

4.1. 

i ,,, 
I.. . . . . . . . · .. 

(a) 

. .. . : . . : . 
.::==· .. .. 

·~¡--··· 
·~ 

. ... L 

(b) 

. --.~-==1 . . . : .. . ' 

1 
1 __ J 

Figura 4.1 Respuesta promedio para los b•osensores GOD-HRP. puhendo la 
supcrf1c1e de fas b1osensores (a) curvas de callbrac1ón para el b1osensor con 1 5~~) de 
GOD y 1 0% de HRP • b1osensor R1 y• b1osensor R2 (b) curvas de c.:1hbrac1on para el 
b1osensor con O 5% de GOD y O 5% de HRP A t>oost'nsor N1 ;·e b1osensor N2 

Como puede obserwirsc no existe un comportL1m1ento l111eal en tmlo el 

intervalo de concl!nlrac1ón de 11-D-ulucos;i en el cual se llevo ;1 c;1tio el estucJro Sin 

cmbilrgo. se observa íllle en los ~Jr<1l1cos anteriores t::i.1ste un seqn1ento en los 

cu<lles se vuc~lve lm1~al t~I con1portarn1ento ch~ las curv;1s Por lo que al ltn11t;u el 

intervalo de concentrac1on de 11-D-uluco,;a de 56X10 'a 16X10' M, se obltenen 

Jos gr<ificos que a continuac1on se muestran en la figura 4 2 
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(a) (b) 

l •w 

1 ... ... 

Figura 4.2 Curvas de calibración realizadas para los b1osensores GOD-HRP. en 
un intervalo de concentración de ji-O-glucosa de O 0056 a O 016M. puliendo la superficie 
de los biosensores (a) curvas de calibración para el b1osensor con 1 5% de GOD y 1 0% 
de HRP • b1osensor R1 y • b1osensor R2 (b) curvas de cal1brac1on para el b1osensor 
con O 5% de GOD y O 5% de HRP .6. b1osensor N1 y e biosensor N2 

En ambos gráficos se aprecia que ex1slc una rclac1on l1nealtdad entre la 

comente y la concentración t1c ji-O-glucosa cst<indar A partlf de estas curvas se 

determina que el intervalo de l1nealidad se ut:Jtca entre O 005GM el limite inferior y 

O 01GM el l11111te superior, y la sens1hllHlad de la respuesta ot1ten1da (la pendiente 

de la curva de calibración) se ,,,1cuentra entre 33 2304 !' 33 727711A M' 

Al someter los valores de las curvas d<> c11lhracion a una regresión lineal se 

obtuvieron los parametros eslad1sticos qlw se rlllH:stran en la !atila.¡ 1 
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Los coeficientes de correlación (R2) calculados para los diferentes 

biosensores van de 0.9970 a 0.9976; lo cual indica que aproximadamente el 

99. 7% de la variación total en las intensidades experimentales es explicada por la 

ecuación de la regresión lineal obtenida 

Para poder corroborar estadísticamente el comportamiento lineal que 

siguen las curvas en el intervalo de linealidad establecido, se dec1d1ó someter los 

valores experimentales a un an<ihs1s de varianza para la regresión lineal simple 

(ANADEVA) p;1ra cada uno de los b1osensores. y verificar s1 el O 3% de la 

variación total que no es explicada por la ecuación de la regresión lineal. es 

s1gnif1callva. En la tatila 4 2 se resumen los resultados obtenidos mediante la 

construcción de las ANADEVAS. para las dos senes de b1osensores construidos 

Tabla 4.2 Hesumen de lcis ANAOEVAS para la regres1on lineal sin1ple, realizadas 
para cada uno de los b1osensores de GOD-HRP Las curvas de cahbrac1ón se 
construyeron a las cond1c1or1cs e:..pcnn1entales establecid.:::1~. 

BIOSENSOFfES 
········R¡-·· 

··-···--- --·---·-R.2· ··--- . 

N1 

N2 

- -- ·-- --· 

FcALCULADA 

. 2.18.l.3!')1'7 

231'5 9693 

2366 2·126 
2ofi 1470 

Como puede obserw11se el valor obtenido de tablas al 99% de confianza es 

mucho menor que los valou>s calculados. por lo quo. en todos los c;isos se 

recha.1'.a la ti1pótcs1s nula (ver anexo A-9 2 1 J y. por lo tanto. se concluye que 

estadist1ca111ente las dos variables (concpntracion d(' ji-O-glucosa cstandar e 

111tcns1dad) Pstim rt,lac1on;1das l1ncalnwntP en el intervalo de linealidad 

selecc1onado. con lH1d conf1ah1f1dad {1t~I 9~V:,. A.si rn1~r110. con esta pruc~ba se 

v0nf1e<1 que el O:!'~;, ¡Jp la variac1on !ot;1I no explicada por 1;1 ecuac1on olJJemda. no 

es s19111f1cativa; por J,) que es acep!alJlt' la Pcu;1c1ón de l;i re9res1on lineal obtemda, 

pues demuestra que existe proxurnda¡J del ajuste de la ecuación de regresión 

hne;1I a los valores de 1nlens1d¡1¡j obtenidos experimentalmente 
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4.2 REPRODUCIBILIDAD. 

El eslud10 de reproducibilidad de la señal del biosensor. se realizó 

construyendo curvas de calibración por triplicado, puliendo y sin pulir la superficie 

de dichos biosensores. para cada una de las senes construidas. en el intervalo de 

linealidad seleccionado y con las condiciones experimentales establecidas (ver 

labia 3.2). Los gral1cos obtenidos experimentalmente, se promedian y se resumen 

en la figura 4.3. 

i 1 .• 
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:: L:.~·-· 

'~l·-
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' 
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Figura 4.J Curvas de cal1brac1on promedio en un 1nrervalo de conccnrrac1ón de 11-
D-glucosa de O 005G a O 016t.I. realizad.is para 1;1 reproduc1b1ildad de la ser'lal (a) 
B1oscnsor R1: • pulot•ndo la 5uperf1c1e y s111 pul" la superf1c1e (b) B1oscnsor R2: • 
puliendo la supcrf1c1e y · · sin pulir 1;1 su¡wrf1c1e (e) B•osensor N1 ¿ puliendo la superf1c1c 
y L::.. sin puhr la super11cu.! (d) B1o!:sensor N2 e fhJ!1endo la super11CJe y O sin puhr la 
supcrf1c1e 

Al hacer la comparación entre las curvas obtenidas puliendo y sin pulir la 

superf1c1e del b1osensor. pueden ser d1lewnc1ad;1~ una de la otra en forma visual 
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Sin embargo, ambas curvas son paralelas entre si y sus pendientes son muy 

similares, además de tener un coeficiente de variación menor al 2%, como lo 

muestra la tabla 4.3. 

Tabla 4.3 Pendientes promedio (¡1AM ') obtenidas de las curvas de calibración 
empleando las dos senes de b1osensores GOD·HRP Con un conlerndo de enzima de 
1 5% GOD y 1 0% HRP. para la sene "R"y, O 5% GOD y O 5% HRP. para la sene "N" 

A partir de la información de la tabla 4.3 se procedió a realizar la prueba 

esladistica de ANADEVA bifactorial. los resultados obtenidos se muestran en la 

tabla 4.4. 

Tabla 4.4 ANADEVA b1laclorial para las pendientes obtenidas de las curvas de 
callbrac1ón realizadas para cada uno de los b1osensores de GOD-HRP 

D<' acuer<jo con los re'>ullddos d"I anahs1s cJe vanan.7a b1tacto11:il reportados 

en la tabla 4 4. la F t;11Jlas es mayor que la F calculada por lo que se acepta la 

h1pótcs1s nula (vPr ane•o A-8 ;> ?¡ demostrando que no existen d1terenc1;is 

estilcl1st1c;1s Pntr<~ l.is rwnd1ente-; <l<' l;1s dos senes de h1osensores construulos y 

sus supert1c1es ¡pulidas y sin pulir) Stn embargo. al ser paralelas l<is curvas dH 

c<1hbrac1ón. sus 1ntens1dades muestran c1er1a d1ferenc1a una de la otra Para 

corroborar que est;i ¡J1fcrenc1a es despreciable se procedió a efectuar un¡¡ 



ANADEVA para las diferentes intensidades obtenidas a una concentración de fl-0-

glucosa de 0.0104M en el sistema. 

Tabla 4.5 ANADEVA b1factonal para las intensidades obtenidas a una 
concentración de fl-D·glucosa de O 0104M en el sistema, para los cuatro biosensores de 
GOD-HRP construidos 

•F V= factor variable, G L- grados c~e 11tH.Hlatl S C'- ~um.t de cu.1dr.uJos. M C= cu;Jdrado medio 

De acuerdo a los resultados reµortados en lil tabla 4 5. los valores de las F 

calculadas que se obtuvieron son menores ¡¡ las reportadas en tablas. por lo que 

se determina. con una conf1an.'.a del <J'J''.,., que cstadist1carnente no hay d1ferenc1as 

entre las intensidades repor1adas a una concentración de glucosa f1¡a obtenadas 

con los 4 biosensores construidos (R1. f~2. N1 y N2) Por lo tanto. se asume que 

la respuesta del b1osensor es 1ndepend1entc de la superficie con la que se traba¡e. 

es decir. que san 11nportar s1 st! pule la superf1c1e o s1 no se pule la supert1c1c (1el 

b1osensor los d;ttos otJIPnHios dP 1ntnns1dad tendr:.in un¡1 des .11ac1on t;u1 pPqucña 

que se pueden considerar quP son reproduc1l>les La mforrnac•ón anterior nos lleva 

a concluir que cx1s1t• rcpr()(fuc1bli1d:1<1 pn J;l serial oblt>r11da expcnmcnlalrncnle. 

mdepend1enterm:nlP (jd t11os.,nsor 1·nn l'I qut! se lraba¡c o (le lil supcrf1c1e que se 

m<ine¡e 

Las dos series de lllosensores elatiora,lhis con dift~renlc contenido de 

enzima ( 1 5% de GOD y 1 0° ,, de t mP para la sene ·w y. O 5% de GOD y O 5% 

de HRP par<J la serie ··N· ;. "e "mplearon conllnuamenlt~ por un pemxlo de 3 

meses. realizándose t1asta 1 ·l curvas de c<ihbrac1ón por ses1on El estudio de 

tiempo do uso de los b1osensorcs. que se obtuvo al grafacar Ja intensidad 

promedio. a una concentración de glucosa fa¡a y. el taempo de expenmentac1ón se 

muestran en la figura ·I 4 
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Figura 4.4 Tiempo de respuesta de los b1osensores GOD·HRP las inlens1<iades 
fueron obtenidas a una concentración h¡a de glucosa de O 0104M en el sistema y. se 
pulió la super11c1e ele los b1osensores (a) • 810,,enso• R1, (b) • B•osensor R2, (e) 4 
81osensor N1 y (d) • B1osen,;or N2. las lineas continuas represent,,n los lirnoles d1• 
confianza al 99~·~. ~·la fme.i thscontmua e~ el valor nled10 

Como puede observarse las 1ntcns1daclcs promedio rec¡1stradas difieren 

ligeramente de el valor medio. sm embargo. estos v;ilores se encuentran dentro de 
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los intervalos de confianza al 99%. Con respecto a las pendientes promedio 

obtenidas por mes, presentan una ligera variación entre ellas. como lo muestra la 

figura 4.5. 

~ 
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33 

! ),' 
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Figura 4.5 Diagrama de barras que muestran las pendientes promedio obtenidas 
de las curvas de cal1brilc1ón reaifzildas paril los b1oscnsores GOD-HRP (con un 
conlcnrdo de enznnil de 1.5% GOD y 1 0% HRP. pilrn la serre ·R"y . O 5% GOD y O 5% 
HRP, pilra la sene "N"). puliendo la superf1c1e 

Par¿J poder corroborar que la d1ferenc1a entre las pendientes promedio por 

mes. para cada uno <fe los tJ1osensores. es poco s1gn1f1cat1va se elaboró un 

análisis de varian?il al 99%. fil cual se muestra en la labia 4 G 

Tabla 4.6 ANADEVA brfactorral para las pendientes obtenidas p;11il los cuatro 
b1osenso1es de GOD·HRP construtclos <furanle los 3 meses de expenmenlac1011 
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Estadisticamente se demostró que. no es relevante la variación que existe 

enlre las pendientes reportadas duranle los tres meses de experrmentac1ón. y 

tampoco existe dilerencra signilrcatrva entre las señales analit1cas reportadas de 

los diferentes biosensores construidos. 

De acuerdo a los resultados reportados anteriormente se demuestra la 

reproducibrlidLJd existente en la respuesta de los cuatro biosensores durante los 

tres meses de uso 

4.3 Estudio de interferencias. 

Como ya se habia mencionado con anterroridLJd, para el estudio de 

interferencias es necesario tener en conocirrnento el trpo de muestras la cual se va 

a aplicar los biosensores. En nuestro caso. los drfercntes tipos de sueros 

seleccionados contmnen prrnc1palrnente ji-O-glucosa. cloruro de sodro y potasio; y 

en algunos casos citrato de sodro De estas sustancias presentes en los sueros. 

los cloruros tanto de sodio como de potasio se encuentran presentes en el 

eleclrohto soporte. por lo que estan integrados en las cond1crones óptimas de 

trabLJJO El citrato de so<l10 no esta reportado en la b1bl1ogmlia como una sustancia 

elcctroact1va qw.! puclllHa causar 1r1terforcnc1a en 1;1 respuesta del b1oscnsor. s111 

ernbarc¡o, no St! salle acerca de su cornportarrnento en la superf1c1e del h1osensor 

GOD-Hl~P. que pudiera mod1f1car la sd\¡11 analillca Para poder venl1car que no 

111terfiera el citrato de sodio con el estudio. Sf! elaboraron placebos c<1r9ados. es 

decir. sueros elabora<fos con glucosa estándar y citrato de sodio <11h1dralatlo (a las 

concentraciones proporcionales a l;::is del suero original). posteriormente se 

realizaron curvas de cal1brac1ón a las cond1c1ones experrment;::iles optrmas Los 

rcsultacJos se muestran en la tabla 4 7 
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Tabla 4.7 Eslud10 de inlerferenc1a realizado para el c1lralo de sodio. empleando 
placebos cargados El placebo cargado (A) conhene 132.2 mg de c1lralo. y el placebo 
cargado (B) conliene 198.3 mg de c11ralos Las intensidades que se muestran son a una 
concenlración f1¡a de glucosa esltmdar de 0.01014M empleando ras dos senes de 
biosensores GOD-HRP. Con un conlenido de enzima de 1.5% GOD y 1 0% HRP. para la 
sene "R"y ;0.5% GOD y O 5% HRP, para la sene "N" 

BIOSENSORES Intensidad r Intensidad- Intensidad l 
glucosa estándar. ¡ placebo (A). placebo (B). 

--~---------- ------0.56--·---------054----- -- - 655 --1 

=~=::==--:-~ --=-==-~::=--==- --=-:--==~~::-=-~-_-._ 1t_~---=--~-~o~:_5:_--6:.,_-._-___ :_=_--_-__ -_¡-J1 
N2 0.58 ---~r---~513---

De acuerdo a los resullados moslrados en la tabla anterior no se observa 

una diferencia entre las intensidades obtenidas en los diferentes s1slemas. 

Además la ANADEVA b1lactorial de la tabla 4 8, demuestra que estadisticamente 

no existe una d1lcrenc1a s1gml1cativa entre las intensidades oblen1das con la ¡1-D­

glucosa estánd;ir. y las que se obtuvieron con los placebos con un contenido de (I­

D-glucosa y c1tralos 

Tabla 4.8 ANADEVA b1facloriar para el estudio de ir1ferfcrcnci;1 oblen1das para los 
cualro b1oscnsores de GOD-HRP consrru1dos fF_V ______ _ 

Placebo 

Biosensor 

plac-b1.os-ensor 

Error 1 

----- -· -- __ J 

Por lo lanlo concluirnos que el citrato de sodio no es una sustancia 

intcrfcrente en la respuesta de los tJ1osensorcs de GOD-HRP y. por lo tanto. su 

presencia no afectará en los estudios que se realicen con los sueros glucosados 
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Capítulo V 



5. APLICACIONES. 

5.1 INTRODUCCIÓN. 

Los únicos monosacáridos que se presentan substancialmente en forma 

libre en los animales y plantas son Ja ¡l-D-glucosa y Ja O-fructuosa, habiéndose 

detectado a veces algunos otros en las plantas en cantidades muy pequeñas El 

ol1gosacándo más abundante en los te¡idos de las plantas es la sacarosa. y debido 

a su elevada solubilidad y a su dulzura es un ingrediente importante para la 

industria de los alimentos Los monosac;'mdos y los ol1gosacandos influyen en la 

dulzura de los alimentos, las beb1d;1s. conservas. asi como en las propiedades de 

los productos de repostería. éstos representan una fuente importante de energía. 

por esta razón su determinac1on precisa en los alimentos va siendo cada vez más 

importante. 

Para analizar los monosac;ir1dos todavía se utilizan métodos existentes 

desde hace mucho !tempo que se !Jasan en le empleo del reactivo de Fehling para 

la valoración de los azúcares reductores totales. o por medio de la rotación óptica, 

aunque la presencia de otros azúcares reductores desconocidos puede inducir a 

errores De forma creciente. se han ido 1ntrocJuc1endo técntcas instrumentales 

como la crornatograf1a de gases y la cromatoc1rafia ltqu1da de alta eficacia. así 

corno el anilltsts en11r11;ll1co. parttcularrnenh! para el control de calidad de 

tndustrras ded1cacfas a la r11anufar,tura dt~ .-11tn1f~ntos Los anal1s1s con enL1n1as son 

particularmente utdes p;ir ;1 cu;mt1!1c;H componentes 1111nontanos. como por 

e1emplo la lactosa en la mant,,qu1lla l os analts1s con en:1mas también son 

particularmente úllles par;1 c.ilcular l;1s cant1dados cfo ;uucares 1ndrvteJuales 

presentes en una me.rcla. por e¡ernplo 9lucos;1, sacarosa y fructuosa presentes 

frcc:uentcrnentf~ en lo~; producto~ corno miel y alDunos ¡arat.ies fBJ 
Como puede apreciarse. un:i de las prmc1pales apl1cac1ones para el uso de 

b1osensores arnperornetncos enz1mat1cos es el analls1s de los Jltmentos Existen 

numerosas publ1cac1ones [ 1. 4. 5. 11 y 18J que l1escnben el anahs1s de diferentes 

muestras de 1ntems. as1 como el tipo de enzima uhhzada y la configuración del 
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biosensor que se empleo. Sin embargo no es el único campo importante de 

investigación para los biosensores, también se encuentra la b1omed1c1na En los 

centros sanitarios ambulatorios los biosensores se emplean para pruebas 

diagnósticas y el control de ciertas enfermedades (E¡. Diabetes Melhlus) 

Debemos de recordar que la glucosa es el azúcar que se encuentra 

normalmente en la sangre; por lo tanto. desde el punto de vista médico es 

importante como fuente de energi;¡, que puede administrarse por vía intravenosa. 

a pacientes incapaces de ser alimentados por vía bucal [21] En la practica 

hospitalaria se empica en la ;¡dmin1strac1ón al paciente de soluciones de glucosa 

inyectable, debido ;¡ que la glucosa proporciona un nutriente fac1lmente 

metabolizado. Durante los periodos de in;¡n1c1ón lils inyecciones intravenos;¡s de 

soluciones isotórncils de glucosa proporc1on;¡n líquidos y carboh1dratos. asi 

mismo. son empleados en problemas de gastroentcnt1s [22] 

5.2 ASPECTOS GENERALES DE LOS SUEROS GLUCOSADOS. 

La solución de glucosa inyectable es una solución incolora. clara. con un pH 

de 3.5 a 6.5 deterrrnnada en una fracc1on de la solución clilu1da en agua a una 

concentración de no m;1s de 5%, cfo glucosa Los sueros glucos<Jdos orales vienen 

en dos presentaciones 

a) Como un polvo amorlo con un contenido del 2% de il·D-glucosa. 90 mEq /L 

de sodio. 20 rnEq /l. <le potasio y 30 mEq 1 L de citratos Éste se disuelve en 

un litro de a~1u.:1 tierv1í1a part1 S(!f adnunistral1o 

b) Como una soluc1on que contu?m!n d•~I 2 al 5':o de ll·D-glucosa. 75 rnEq /l 

de sodio. 20 mEq iL de potasio y :10 mEq 1 L de citratos La solución puede 

ser transparente n colornla iH1e111¡1s en algunos casos se adiciona un 

sabonzant<~ 

La 11-0-glucosa generalmente es administrada por vía intravenosa. sobre 

todo cuancJo se requiere de 1;1 protección del n1cpdo perrmt1endo la regeneración 

hepat1ca en c<iso c1e cJaño cJel órgano. por formación de glucógeno. asi como para 

suplementar una dieta rica en carbohldratos. tal como sucede en las 
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enfermedades infecciosas. insuficiencia renal (uremia); sin embargo, las 

soluciones orales han reemplazado a las soluciones intravenosas en el tratamiento 

de la deshidratación causada por diarreas. especialmente en lactantes y niños 

(23). 

La fl-0-glucosa en una proporción adecuada permite una me¡or absorción 

de sodio y a su vez agun. así como una fuente nea en cnloríns El citrato que 

contienen algunas soluciones hidrat<1ntes permite la corrección temprana de la 

acidosis rnetaból1ca en niiios deshidratados por diarrea y disminuye lél frecuencia y 

gravedad de los vómitos 122} 

La JI-O-glucosa es un alimento natural y en pequeñas proporciones provoca 

muy pocos fenomenos indeseables; sin embargo. en exceso por via intravenosa 

puede producir h1pern;1trcm1a. edema o convulsiones. y por vía oral si se ingiere 

25% o mils resulta 1mtantc para lil rnucosa gastrica. provocando nauseas y vómito 

122 y 23} 

La f<1rmacopea reporta que el contenido de JI-O-glucosa en sueros 

glucosados no debe ser menor del 95% y no mas del 105% con respecto a lo 

1nd1cado en el marbete 

5.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS. 

Como se habia mcnc1onaclo (!fl el capitulo anterior. las muestras que 

emplearemos para la aplicación clt: los cuatro tHosensores. son 5 diferentes sueros 

glucosados. tres ele ellos son soluciones reh1dratantes orales y los dos restantes 

son sueros intravenosos Los p1oductos estudiados son incoloros y no tienen 

sabor por Ja ad1c1on de un saborininte 

En los estudios ;1ntm1on~s de reproduc1b1l1d;id se conclu:¡.·o que las señales 

anaht1c~1s obll,n1d;1s experunentalmente son cstadisticamentc 1~¡uales para los 

cuatro b1osensorcs de GOD·HRP construidos Con base en lo ;111lm1or se dcc1d1ó 

realizar el estudio de aplicación solamente para el b1osensor de GOD-Hf~P .. Rr 
Para clcler1111nar el conten1Llo tlc giucosa en las muestras de los sueros 

elegidos al alar. se efectuó adicionando 2 6 mL del sumo problema en los 25 mL. 



del electrolito soporte, y la intensidad que registra el amperimetro se interpola en 

la curva de calibración estándar obtenida para el biosensor GOD-HRP "R2" que se 

muestra en la figura 5.2 gráfica (a) Este estudio se realiza por triplicado para cada 

suero, y las condiciones experimentales óptimas son las mismas a las cuales se 

evaluaron las dos series de biosensores de GOD-HRP anteriormente. 

Las intensidades obtenidas con los sueros glucosados con un contenido de 

glucosa de 5g son superioros a los intervalos de linealidad de la curva de 

calibración estandar, por ello se procedió a realizar d1luc1ones en cada uno de los 

sueros empicando buffer de fosfatos 0.1 M en NaCI 0.1 M a pH de 6 O Los sueros 

anteriormente mencionados son: dextrabbott al 5%, dextrabbott 5% solución 

isotónica y Electrol1t .. ", como puede observarse en la información reportada en el 

capitulo 3 (tabl<i 3 3) 

Con el fin de tener un método de comparación se adqu1nó un kit comercial 

de la casa S1gma-Aldnch (635) especifico pnra fl-D-glucosa (ver anexo A-8 3) 

Los rosultados obtenidos por ambos métodos se resumen en la tabla 5. 

Tabla 5.1 Resultados obtenidos cxpcruncntalmentc en la cuanl1f1cacion de glucosa 
en 5 marcas de sueros gtucos;idos. cmplc;indo el b1oscnsor de GOD·HRP ·Rr y 
empicando ;idcm;'1s un melado allernallvo cspectrofotométnco 

r·=:~:~-:-:~::~ll~ 
¡: Pcd1a1yte" 

oe·xlrabbolt 5'!'o 

/ oéxtí;lt)boll 
~ ~·~·;isoln salma 1sot 

l._.. Eieciro1ii,.. 

¡ 

¡ 
1 

L._ 50 

• [1 con1en1do l'S en nr•Hnoc;; ck· l\·D·~llucosa t 100 ml de suero cornerc1al 

Para poder corroborar esli!clist1camentc que los resultados obtenidos 

empleando el b1osensor b1enz1mát1co son equivalentes estadist1camente a los 

obtenidos por el mt!lodo espectrofotometria UVN1s. se construyo una ANADEVA 

Con la cual se 1:ompariln los resultados obtenidos por ambos métodos para los 

sueros glucosac1os con un contenido de 2g fl-0-glucosa / 1 OOml de suero ("vida 
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oral" y Pedialyte'"). Además se realizó otra ANAOEVA que comparara los dos 

métodos y los sueros glucosados con un contenido de 5g fl-D-glucosa/100ml 

(Oextrabbotl 5%. Dextrabbott 5% solución salina isotónica y Electrol1t '') El 

resumen de las dos ANAOEVAS se muestra en la tabla 5.2 

Tabla 5.2 Resumen de los resultados obtenidos de las dos ANADEVAS 
b1factonales que comparan los dos métodos de cuant1f1cac1ón para Ja JI-O-glucosa y las 
dos concentraciones de glucosa de Jas 5 marcas de sueros glucosacJos que se emplearon 
expernnentalmenle 

Con la tabla anterior se comprueba que los resultados de la cuant1f1cac1ón 

de ji-O-glucosa en los diferentes sueros obtenidos empleando el b1osensor de 

GOD-HRP son estadist1camenle semejantes a los obtenidos con el Kit de glucosa 

de la casa S1gma-Aldrich. Por lo tanto, en base a los resultados estadist1cos se 

puede decir que la cuanhficac1ón de fl ·O-glucosa por medio de los b1osensores 

b1enzm1<'.lhcos es confiable. 
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6. CONCLUSIONES. 

Después de analizar los resultados obtenidos en el presente trabajo se llegó 

a las siguientes conclusiones: 

•:• Es posible l;i construcción de un biosensor amperométrico b1enzimático 

basado en GOD-HRP-epoxi-graf1to 

•:• El buen funcionamiento del b1osensor es posible en un buffer de fosfato 

0.1 M en NaCI O 1 M a un pH de 6, con un intervalo de temperatura entre 38 

y 40ºC. sm que se vea afectada la señal. y con un potencial f1¡0 de -300mV. 

•:• El intervalo de lineal1dild para el b1osensor de GOD-HRP se encuentra entre 

0.0056M y O 016M. 

•:• La sensibilidad de la respuesta obtenida para el b1osensor de GOD-HRP se 

encuentra en un intervalo de 33 2304 y 33 7277pAM ' 

•:• Se llegó a la conclus1on que el proceso de pulir la superf1c1e o de¡arla sin 

pulir, estadisl1camentc no afecta la respuesta del b1osensor 

•:• Se demostró que la respuesta del b1oscnsor GOD-HRP no tubo cambios 

significativos. dumnte los tres meses de experimentación 

•:• El citrato de sodio no provoca 1nterferf!nc1a en la señal analit1ca obtenida 

con el tllosensor de GOD-HRP. cuando se ullhza en la cuant1ficac1ón de fl­

D-glucosa en suero comerciales 

•:• Se observo que el b1osensor de GOD-HRP da una señal analihca 

cuant1ftcable en presencia de los sueros glucosados. sin ser necesano el 

lratam1ento de la muestra 

... Fueron cornparndos los resultatlos obtenidos con los b1osensores. y los 

obte111dos por medio de espcctrofolornetria UV!Vis, y no se encontró 

diferencia estadisllca s1g111f1cat1va 
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Capítulo VIII 



B. ANEXOS. 

A·8.1 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES. 

A-8.1.1 BUFFER DE FOSFATOS 0.1M, NaCI 0.1M pH = 6.0. 

1. Una vez calibrada la balanza analit1ca. se procede a pesar 1.04 g. de 

K 2HPO, (polvo). 12.92 g de KH;.PO, (cristales) y 5.87g de NaCI (cristales) 

2. Posteriormente se disuelven los cristales y el polvo en agua des1onizada y 

se vierten en un matraz volumétrico de 1 Lt .. llevando hasta el volumen de 

aforo con agua des1onizada. 

3. Por último se a¡usta a pH de 6 O con NaOH 

4. Se etiqueta y se conserva en refrigeración. 

A-8.1.2 ll·D·GLUCOSA ESTÁNDAR. 

1. Una vez calibrada la balanza analítica, se procede a pesar 1.8 g de ll·D­

glucosa estandar 

2. Posteriormente se disuelven el polvo en buffer de fosfatos 0.1 M pH 6 O y se 

vierten en un matraz volumétrico de 100 mL., llevando hasta el volumen de 

aforo con el mismo buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.0. 

3. Se etiqueta y se conserva en refrigeración. 
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A-8.2. ESTUDIOS ESTADISTICOS. 

A-8.2.1 ANÁLISIS DE VARIANZA PARA LA REGRESIÓN LINEAL SIMPLE 

(ANADEVA) [24]. 

Una vez que se ha obtenido la regresión lineal, debe evaluarse para determlfwr 

s1 describe adecuadamente la relación entre las dos variables y si puede ut1l1zarse 

convenientemente con fines de predicción y estimación. 

Prueba do hipótesis. 

Ha: "X" y ·y· no están relacionadas 

linealmente. 

HA: "X" y ·y· están relacionadas 

linealmente. 

Suma do cuadrados. 

SC1ot.11= (81 2+812+ ... 8/) - (~82/N) 

sc ... p1.c.>d•=(A1 2+A/+ ... A,/) - (mA2/N) 

N = número de datos 

Variable "X" Variable "Y" 

A1 81 

A2 82 

A3 83 

--Suma de A.(~A) Suma de 8.0:8) 

Pendiente A.(mA) · PenCiienie8(ñ18) 
- - -

Tabla ANADEVA para la regresión lineal simple. 
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A-8.2.2 ANÁLISIS DE VARIANZA BIFACTORIAL (ANADEVA) [25]. 

Se puede emplear la ANADEVA b1factorial s1 cada tratamiento tiene dos 

medidas asociadas con él y son válidas las siguientes condiciones 

a) Las muestras ab de n medidas son aleatorias e independientes 

b) Las muestras ab provienen de poblaciones normales 

c) Las poblaciones de las que proceden la muestras tienen varianzas iguales. 

Prueba do hipótesis: 

Para el factor T: 

Ho: No hay diferencia entre las medias t de los diferentes niveles del factor T 

HA: Al menos dos medias de los niveles del factor T difieren. 

Para el factor V: 

Ho: No hay diferencw entre las medias v de los diferentes niveles del factor V 

HA: Al menos dos medias do los niveles del factor V difieren. 

Para la interacción do los factores A y V: 

H0 : Las variables T y V no interactúan para afectar la variable de respuesta. 

HA: Las variables T y V interactúan para afectar la variable de respuesta 

FACTOR DE ESTUDIO 
uvu 

a= número de T.(Ej 2) 
b= número de V.(Ej 2) 
r= número de X por cada factor(EJ 3) 

FACTOR DE ESTUDIO "T" 
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ANADEVA. 

Factor de 
Varianza 

(FV). 

Factor (T) 

Grados 
de 

Libertad 
(GL). 
a-1 

Suma de 1 Cuadrado Medio'FExPERIMENTAL· F.cRmcA 
Cuadrados (CM). DE TABLAS 

(SC). 

--¡:·¡:e -- ·-·s-C-TiGLT !---CM f¡- ----
CM error 

Factor (V). b-1 --¡¡-:Fe- -- ---se V/GLV ____ --c:M_V_/ ___ ----

Interacción · (a-l)(b-1) 
(T-M) 
Error exp- (í."1) (ab) 

~OTAC ___ ~-_-rc~_--J 

FC= O::V= LTf I abr 
1 =[(H1/+(LT2)'')/br 

11 = [(LV1)"+ (LV2)2
) / ar 

CM.error 
111 - 1 - 11 -sc:ITTter1Gl.rn!er-- · CM.ínter. / 

+ FC CM.error 
·¡\/~-1-11·------ -sc-.errONGL~error -------·--- ----

···-¡·---- ---------- ---··------·-·- ·---
1 

111= [(LX11)2 + (LX21)2 + (LX12) ... + (LX22) 2) Ir 
IV= (L(X 11 )2 + L(X21 )2 + L(X 12 )2 + L(X22 )2

) 

A-8.3 FUNDAMENTO.DEL KIT DE GLUCOSA 635 DE SIGMA-ALDRICH. 

Método: colorimétnco. 

Principio: 

10oºc 
O·Toluid1na + fl- D-Glucosa ··-------- ... 

Ac1do 

Procedimiento 

Comple10 azul verdoso. 

Volumen de mues_!!"TI~.§lum!:.n dc-reachvol.J:.<ing1tud de ond_a_r-_--:T:-::':--ª-m~po __ =:J_-1 
100 pi ___ 1_ _______ 5 mi ____ J__ 640 nm 13 min. _J 
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A-8.4 ARTÍCULO 
GLUCOSE DETERMINATION IN COMMERCIAL SERUMS BY 

MEANS OF AN 
AMPEROMETRIC BIENZYMATIC SENSOR WITH A RIGID MATRIX 

Rivera B, Moralcs-Pércz Aº. 
Universidad Ni1c1onill Autónoma de México. Facultad de Estudios Superiores 
Cuautitlán Campo 1. Sección de Quim1ca Analítica. Av Primero de Mayo sin. 
Cuaut1tlán lzc;:¡i11. Estado de México CP 54750 Mex1co. Tel (525)6232013. Fax 
(525)8682491 Emi11I mpa@servidorunam.mx 

ABSTRACT 
The object1ve of !he present work consists on the construct1on 

and optim1zat1on of an amperometric bienzimatic b1osensor of type far 
the quantification of glucose in commercial serums. The b1osensor 1s 
based on the combined immobilization of the enzymes glucose oxidase 
(GOD) and horseradish peroxidase (HRP) in a b1ocompos1te of rrg1d 
matrix. The response 1s linear between 5.6 rnM to 16 mM Far the 
studies of the lifet1me. 1! was determinecl experimentally that 1n a penad 
of 3 months, the s1gnal of !he bienz1mat1c b1osensor 1s under !he 
confidence lim1ts of 99%. Finally, it was possiblc to quan11fy glucose 1n 
a series of commerc1al serums usrng th1s approach and a good 
correlation was observed when our method Wéls compared w1th a 
reference one. 

Kcywords 81osensors. Glucose quant1fication. HorseracJ1sh perornJase. 9lucose 
oxidase. graph1te-epoxy b1ocompos1te 

INTRODUCTION 
Bienzymatic sensors with immobilized biolog1c materral 1n one 

biocompos1tc are rather simple: when the spec1f1c substratc for one of 
the enzymes 1s added. the enzymatic reaclion takcs place and the 
product of th1s rcact1on 1s the substrate lar the second en,'yrnc In the 
las! few years, the study of b1enzymat1c b1oscnsors has 1ncreased due 
to the tac! tt1at usrng more !han one enzyme 1ncrcases the sens1t1v1ty 
( 1-9). Th1s rncreasecl sens1!1vity 1s ussoc1ated to a greater eff1c1cncy in 

enzymat1c react1ons. In b1enzymatic b1osensors. !tic seconcl ervymc 1s 
respons1ble lar thc analyt1cal s1gnal~ thcrcfore. tt1e second crvyme 
determines the detection l11111ts 110-11 f. 

Electncal commurncat1on between rcclox ccnters of enzymes and 
common electrodes is essent1al m ampcrometrrc b1osensors As to 
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most redox enzymes with high molecular weight, direct electrical 
communication between redox centers of enzymes and electrode 
interfaces is prevented by the thick insulating protein shell surrounding 
the active site. A kinetic barrier for electron transfer results from 
distance of the redox active sitc from !he electrodc surface. However. 
use of an electron transfer mediator offers an effect1ve means to 
establish electrical commun1cations between redox protrnn and 
electrodes. Though direct electncal communications betwecn redox 
proteins with low molecular weight such as perox1dases (cytochrome c 
peroxidase, horseradish, m1croperox1dase. lactoperox1dase and fungal 
peroxidase) and common olectrodes are observad, generally, 1t 1s a 
slow process. In contras!. electron transfer v1a mediator 1s rnore 
effective in the bioelectrocatalyt1c reduction of t1ydrogen perox1dc at 
peroxidases-based biosensors and h1gh sonsit1v1ty to subrn1crornolar 
H 20 7 is observed [6]. However. the use of chem1cal med1ators 
(ferrocene and its derivativos [12], quinones [13], Meldola blue [14). 
methylene bluo [15). phenazine methosulfate [ 1G)) 1s restricted to 
superficial immob1l1zation; usually us1ng glutaraldet1yde and albumin 
from bovine serum. Th1s causes the biosensors to havo a l1ie of about 
30 days at the most. One way of solving this problem 1s to 1rnmobil1ze 
!he biological material in a rigid matnx biocompos1tc [ 17-22]. By using 
this teclinique. the effective l1fe of the b1osensor 1s cons1dcrably 
1ncreased [23) and maximum prox1mity is acl1ievod bctwcen !he active 
sito of the enzyme and the eleclrode (graph1te). 

Tt10 obJect1ve of this study 1s to incorporate the enzymcs glucosa 
oxidase (GOD) and horserad1sh perox1dase (HRP) 1n a b1ocompos1te of 
rigid matrix for thc quantificat1on of glucose in commcrc1al scrums. The 
proposed biosensor is shown in figure 1. 

"" J ··:::"-
º''O'"""" X [íAO J' /~ "·º - i ... ,.,""""""'"'~ 

GOO 1 

º~'' lactonoAlll ( r AD+-\ "-- º· :"t<" 

'- . , lll ClJhY.>l 

\ ''')' )--
_ _./ 

Figure 1 Mechanism of b1enzyme based b1osensor fOl" glucose. 
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Glucose detection is based in the amperometric response 
resulting from the electrochemical regeneration of the prosthetic group 
of the HRP to its active form (protoheme reduced (protohemewd)). 

EXPERIMENTAL 
Apparatus 

All expenments were carried out al controlled temperature using 
a thermostat-oquipped bath (Lauda). LC-4C amperometric unit 
(Bioanalyt1cal Systoms) was used. 

Reactives 
The biocomposite was prepared with graph1te powder (Aldrich) 

with a particle size of less !han 50 pm. epox1c commorc1al res1n (Epo­
Tek H77) and onzymes GOD (E.C 1.1.3.4 obta1nod frorn Aspcrg!llus 
niger) and HRP (EC 1.11.1. 7, obtained frorn féJ(Jish) both from 
Worthington 81ochemical Co. The Glucose solut1on (Morck) was mado 
fresh daily. The support electrolyte used was NaH . .PO., and Na1HP0.1 

(Sigma) adjust1ng the pH with HCI or NaOH solul1ons (Sigma). All 
reactives were analytic grado and de1ornzed water was a used 
(18!1ohms). 

Electrodes 
A Calomel Saturaled Electrodo (SCE) was used as reforence, a 

plalinum wire as an auxiliary olectrode (both from Tacussel), and the 
working electrode was the bienzyrnalic biosensor. Ali potentials are 
reported for SCE. 

Biocomp:::isite 
A biosonsor for glucose was constructed as follows 13.5 m;¡ ot 

GOD, 8.5 mg of HRP, 151.9 mg of graphile powder and G50.3 mg of 
epoxy res1n Epo-Tek H77 are perfectly homogenrze<J The rnsult1ng 
paste is introduced rn the body of the biosensor. buill as descrrbed by 
Ces podes et al [ 19). The b1ocompos1te 1s curod al 323 K for G days 
Then 11 1s pol1slled unir! a m1rror-like f1n1st1 1s atta1ned 

RESUL TS ANO DISCUSSION 
Working potential 

From prcv1ous studms [22J 1t was determrned th<it the potent1al at 
which the protoheme group frorn tho HRP enzyme 1s regenerated to 1ts 
active form (reduced) 1s -300 rnV, when 11 1s 1rnrnob1l1zed rn a 



biocomposite of rigid matrix. Therefore, !he amperometric studies were 
conducted at this potential value. 

Temperature 
Temperature is one of the factors that most affect enzymes. lt 

has been reported [24) that the maximum enzymat1c activity for the 
enzymes GOD and HRP in solution is at 31 O ºK. Therefore, the studies 
were conducted between 298 ºK and 321ºK. A calibration curve was 
run for each temperature. The resulls are shown 1n figure 2. 

l 4'··[•04 

"' l 30E•04 

~ ]~•04 
¡, 
~ l20f•04 

l l1~·0• 

l 1Df •O• 

j 

--------. ______________________________ J 

Figure 2 Effect of the ternperature in the response of thc b1osensor Support 
Electrolytc:Phosphate solul1on O. 1 M pH=6 5 

As it can be observed, the sensitiv1ty increases w1th temperature. 
After 313°K the response of the b1osensor 1s no longer depending on 
the changes in the ternpemture. Hence. the expenments were camed 
out at 315ºK. 

pH and Temperature 
Enzymatic act1vity is strongly relatccl to pH. Thercfore, pH 1s a 

variable that needs to be efflc1cntly controllcc1 so that. w1th1n the 
limitalions brought about by 1mmob1llz1n9 the enzyme in !he 
biocomposite. maximum act1v1ty 1s ach1eved. However. the pH w1ll not 
only affect the response of the enzymo. but also !he res111 that w1ll be 
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used to obtain !he biocomposite of rigid matrix. Therefore, the pH 
selected has to conform to two requirements: a) the response of the 
biosensor has to be tt1e maximum poss1ble and b) that !he 
biocomposite won't be destroyed. By previous stud1es [25). we know 
that the resin epotek H77 laminates if pH is less !han G.O or higher than 
9.0. Therefore, the expenments were camed out al a pH 1nterval of 
between G.O and 8.5 w1th increments of 0.5 pH units. The NaH;,PO., I 
Na2HP0.1 system was uscd as thc support elcctrolytc and to buffer thc 
pH. The present work w1ll nssess the cffcct of the pH as well as !he 
support electrolyte response 1n the b1enzymat1c b1osensor. The 
concentration of the support electrolyte used were 0.01, 0.1 and 0.5 M. 
Table 1 shows ttie values of the average slope values, obtained from 5 
calibration curves. 

Table 1 Average sens1l1v1l1es (11A1111\1 ·) w1tt1 dev1al1on standard In ali cases lt1e support 
electrolyte (SE J 1s a NaH.PO, 1 Na.HPO, solul1on al d•fferenl concentrations and d1fferent 
pH values 

Í S.E (M) j pH=6.0 j pH =6.5 
. 0.01 '. 28576 " 27888 

1 -0.1 

¡ ¡ . 0.5 

±390 ' 
31023 : 
±175 ! 

31278 
±264 

±241 
34739 
±100 

34705 
±118 

pH =7.0 
28093 
±267 

33216 
:!:99 

32630 
:!:253 L 

pH =7.5 
27276 
±250 

31150 
±196 

32218 
±276 ... l 

pH =8.0 
26442 
:!:276 

28663 
:!:308 

28856 
:!:308 

¡· pH =8.5 
' 25337 

:!:273 
25980 
:!:191 

25008 
:!:274 

lt can be observed that when the pH is buffered ata value of 6.5 
and the support electrolyte concentration is 0.1 or 0.5 M, the h1ghest 
sens1t1vity 1s ach1eved. 

Once the opt1mum pH value and support electrolyte 
concentrat1on 1s act1ieved, !he effect of an inert sal! in the b1osensor 
response was asscssed. Usually, the role of the inert sal! (NaCI or 
KCI), 1s to decrease the res1stance of the med1um. The results are 
shown in table 2. 

Table 2 Average slope ,-.1lues (11A111M ') In all c.1ses. !he suppor1 eleclrolyte (SE¡ 1•; .1 
so!ut1011 of NaH,PO, í Na;HPO,. buffered al pH 6 5 

NaCI (M) S.E = 0.1M 
··oo 347391100 

o 1 34729.:1103. 

o 5 34122._:!: 1.~º- -..... J 
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S.E= 0.5M 
34705 :!: 120 
3425o :!: 240 
3·2745 ± 220 



When the NaCI concentration is 0.5 M and regardless of the 
support electrolyte concentration. the sensitivity decreases if compared 
to the system where no NaCI is present. When the support electrolyte 
concentration is 0.5 M. the sensitivity is lower wllh different 
concentrations of NaCI as compared with the system when the support 
electrolyte is 0.1 M. A higher sensitivity is observed when the support 
electrolyte concentration 1s 0.1 M and 11 doesn't change w1th a salt 
concentration of 0.1 M or if the salt 1s absent. Frorn the informat1on 
obtained in tables 1 and 2, the experimental cond1t1ons where the 
highest sensitivity is obta1ned are: Phosphate solut1on 0.1 M as support 
electrolyte adjusting the pH value at 6.5 and adding NaCI O 1 M, 
applying a Potential of -300 mV and maintaining a temperature of 315 
ºK. These will be tho experimental cond1t1ons for the follow1ng stud1es 
Linearity lnterval 

From figure 3a, 11 can be noted lh<Jt the b1enzymat1c b1osensor 
responds within an interval of concentrnt1ons of 0.8 mM to 24 rnM of 
glucose. After a concentration of 18 mM, thore are no more s1gnif1cant 
chango~, in the curren! after adding glucosa; th1s 1s iln 1nd1cat1on t11at 
the enzyme has been saturated. W1th !hose results. 11 was c1etormined 
that the lineanty interval lies between 5.6 and 1 G mM of glucose 
(Figure 3b). Tilo detection limit for !he instrument iles between 0.5 mM 
(S/N=3). 
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Figure 3 Response of the b1osensor to glucose add1llons Support electrolyle phosphate 
solutíon O 1 M. pH=6 5 ir1 NaCI O 1 M T= 315 ''K 

Reproducibility and half lite time. 
Two series of biosensors sere preparad and labeled as N and R. 

in order to establish its elaborat1on from d1fferent b1ocomposites to be 



equivalen!. Punctual curren! measurements were done far a glucose 
concentration of 10.4 mM in !he system. Figure 4a shows !he results. 
As il can be observed, after 1 O success1ve measurements, the curren! 
values are within !he confidence l1mits established at 99% (continuous 
lines) far !he two series of biosensors that were manufactured. To 
assess !he time in which !he response 1s equivalen!, study was 
conducted as in !he reproducibillty studies. Figure 4b shows !he results 
in three months. The curren! is within the conf1dence 1nterval of 99% far 
both series of b1osensors. 

o ... .... .... : 

1 O!iol~ ; 

0!1)0 ' .. ,. ¡ 

º""' 
o"'$. 

. : 

R•J)9'l•t1on• 

'"" 1 C!'J6 

" .• . 
o "2 ·: • 

º"" ' ... 

Figure 4. Study of the vanahon of curren! a)Reproduc1b111ty and b)Half Lile tune: (• ) 
B1osensors of N senes. (• ) 81osensors of R senes The conhnuous ltnes correspond to 
!he 99% confidence 1ntervals The dotted lines show the average value. Experimental 
cond1t1ons arn described 111 Figure 3 

In arder to establish !he d1fference in !he curren! values shown 1n 
figure 4b, a vanance analysís (ANOVA) was done. Results are shown 
in table 4. 

Table 4 ANOVA for thc 1nlorrnahon h;;s shown in l1gure 4b 
• Calculatc F 

o 67 

F from tables at 99% 

4 82 

Therefore. the results obta1ned for the currents shown 1n figure 
4b, are stalistically equivalen!. In arder to establtsh 1f the b1ocornpos1te 
is homogeneous and !he enzymes wcre adequately 1mrnobtl1zcd 
Punctual curren! values wcre obtaincd far two cond1t1ons: When !he 
surface of !he device was polished, and when ti was no! Tilo results 



for these experirnents are no! shown. Then, an ANOVA analysis was 
performed results are shown in table 5. 

Table 5. ANOVA sludy, only lhc N series was uscd when polishcd or nol the surface of lhe 
biosensor. ,--·--- i 
f--1fi65-oñsar.:-suítacc ·· r 

j 

-- . - - -- ---·--·- --- r-- - -· . -- --· . . 
Calculato F ! F from tablas at 99% 

. -·6"~84- - - t -·-~- 4."07 

As the calculated F is srnaller !han the F from tables. 11 can be 
established that !he response of !he biosensor does not depend on the 
condilion of the surface. With this rosult it 1s possible to slate that !he 
enzymes were adequately immobilized and that !he biocomposite 1s 
homogenous. 

GLUCOSE DETERMINATION IN A COMMERCIAL SERUMS 
Once the optima! expcnmental cond1tions were establ1shed, 

glucose was quant1fied 1n mex1can comrnerc1al serums. Each 
measurement was rcpeated 5 times. Furthermore, the quant1f1cat1on 
was verified by means of a stm1dard rnethod (Kit Sigma 635) and 
statistical stud1es werc done. The results ;:irc shown 111 tnble G. 

Tatllc 6 Gluco!i.c qu.inl1f1cat1on m serums r..1ethoc1 1 (B1en?yrn.1t1c t)1osensor) Melhod 
2 (Speclropholometric rnelhod) ltw glucose levels are reported as r¡lucose c¡rarns per 100 
mL ol serum 

· Samplc 
1 
2 
3 
.¡ 

La bel 
2 
5 
2 

Mcthod 1 
2.0 ±o 01 
5 o± o 07 
2 o± o 01 

Mcthod 2 
2 1 ±o 05 
5 o± o 03 
2 o!. o Ü·l 
5 o± o 01 

As it can be observed, the dnta is consisten! far both methods 
and therefore. to what the serum label stélles. Jt can t)(? concluded that 
the bienzymatic b1osensor 1s a feasible apitan to quant1fy glucosa m 
serum. Using a biosensor has !he advantage of a much shorter time of 
analysis: about 2 minutes. 

CONCLUSIONS 
11 is possible to successfully incorporate two er11ymes 111 one ng1d 

b1ocomposite. 11 was demonstrated that temperature. pH and the 
concentration of the support electrolyte affect !he response of the 
biosensor. Jt was found that the maximum response 1s obtamed at 
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315ºK ata pH value of 6.5 when buffering with a phosphate solution 
0.1 M, adding NaCI 0.1 M. The analytical signa! was reproducible when 
doing repetitive measurements. The half time life was at leas! 3 
months. The response was found to be within the 99% conf1dence 
limits. Finally, 1t was possible to quant1fy glucose in serum and the 
results obtained are equivalen! to results of a spectrophotometnc 
method. 
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