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1. INTRODUCCION.
1.1 GENERALIDADES.

La necesidad del seguimiento o control e procesos tan complejos como las
que se utilizan en la mayoria del area industrial, biotecnologica, biomédica o
ambiental; ha impulsado el desarrolio de una amplia vanedad de técnicas
analiticas de gran sofisticactdon, auxiliadas por sistemas informaticos de
adquisicion y tratamiento de senales analiticas

Junto a los grandes equipos automatizados de analisis, se ha impulsado
otra estrategia en la instrumentacion analitica Se trata del desarrolio de pequenos
dispositivos analiticos que por su simplicidad, sensibihdad, habiidad y bajo costo,
son alternativos a los grandes equipos

Nacidos hace unos veinle afos, [0os sensores QuiMICOos que INcorporan
matenales bioldogicos en su construccidn son conocidos como Biosensores,
basandose casi exclusivamente en enzimas y transduccion electroguimica se han
comercializado muy recientemente

Los biosensores son plezas claves de lo que ya se conocen ¢omo
bioinstrumentacion  analitica Constituye  un  campo  multidiscaplinano de
mvestigacion y desarrollo, ademas de un mercado muy atractivo Onginalmente,
los biosensores fueron disenados para ser competiivos dentro del mercado de los
anahsis quimicos o pruebas clinicas efectuadas fuera del laboratono, reahzadas en
la consulta medica o por el mismo paciente, como ¢l biosensor comercial para la
deteccion de glucosa en sangre para el controt de fa diabetes

Sin embargo el area de la biomedica no es la unica en emplear los
hiosensores, el area de la industna de los alimentos tambien demanda meétodos
rapidos para estimar la caducidad, ademas de 1a industna de 1a biotecnologia en la
cual s necesano controlar de manera confiable los productos en medios muy

complejos {1]




1.2 BIOSENSORES.

Un biosensor es un instrumento analitico que incorpora un elemento
biolégico de reconocimiento molecular, el cual esta intimamente integrado en el
transductor. Este contacto intimo con el transductor hace posible transformar fa
interaccion del analito con el elemento biolégico en una sefal que el transductor
se encarga de captar y traducrr, generalmente al dominio eléctnco u optico, y
amplificarla. En 1a figura 1.1 se muestra el funcionamiento de un biosensor, desde

que interacciona con el analito hasta la obtencion de la senal analitica.

Muestra compiea
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Figura 1.1 Representacion esquematico det funcionamiento de un Hinsensor

Al construir un biosensor s¢ logra una alta selectividad y sensibihdad La
selectividad esta en funcion del componente biologico y la sensibihdad depende
del maternal biologico asi como el transduclor

Ademas de las caracteristicas antenores, se busca que un brosensor
cumpla con las siquientes especiicaciones

« Respuesta analitica medible.
«  Ampho intervalo de ineahdad.
« Exactitud y precision.

« Tiempo de vida extensa




« Tiempo de respuesta corta.
* Respuesta continua.
Para poder cumplir con los requerimientos necesarios para obtener un
biosensor “ideal” es necesario tomar en cuenta el componente biologico. el
transductor y sobre todo que, la inmovilizacion del componente biologico sobre el

transductor sea eficiente.
1.2.1 Componentae bioldgico.

Desde que Clark y Lyon [2] introdujeron en 1962 el concepto de electrodo
de enzima “soluble” En 1971 Updike y Hicks [3] construyeron un disposttivo de tipo
amperométrico, basado en el trabajo de Clark y Lyon, para determinar glucosa,
empleando la enzima glucosa oxidasa inmovilizada en un gel A partir de estos
trabajos pioneros. las enzimas son los elementos de reconocimiento molecular
mas extensamente utlizados en la construccion de biosensores, debido a alta
sensibilidad y selectividad que presentan

En un prnncipio las imvestigaciones se onentaron hacia la utihizacion de
enzimas aisladas  Solo se trataba de seleccionar enzimas de alta actividad,
estables durante pernodos razonables, con buena selectividad, que pudieran ser
utihizadas en medios compatibles con fa muestra (pH, fuerza 10nica, temperatura,
etc ) y con ¢l transductor aproprado Y en esla direccion se han desarrollado la
mayoria de esfuerzos. Desafortunadamente son muy pocas las enzimas que

cumplen los requisitos antenores {4]
1.2.2 Transductor.

Un transductor tiene coma funcion transformar una respuesta fisicoquimica
producida en el proceso de reconocimiento analifo-receptor en una sefal electnca.
Cuando un analto interacciona especificamente con un receptor bioldgico hay un

cambio en la interfase Si dicho cambio es gencrado en la proximdad del



transductor podrad ser convertido por éste en una sefial eléctrica cuantificable,
previa su amplificacion y procesamiento digital.

Los diferentes tipos de transductores se dividen en electroquimico, optico
(por fibras), termistor y piezoeléctrico. Los fransductores mas empleados son los
de lipo electroquimico, pues demuestran ser simples, sensibles, fiables y de
respuesta rapida, ademas precisan de instrumentacién de bajo costo.

Las técnicas instrumentales asociadas a los transductores de tipo

electroquimico son: amperomelria, potenciometria y la conductimetria [5).
1.2.3 Inmovilizacion del componente biolégico.

Como se menciond antenormente, el buen funcionamiento de los
biosensores depende en gran medida de la inmovilizacion del componente
biolégico sobre la superficie del transductor.

Cuando se inmovihiza ¢l componente biologico sobre el transductor, el
objetivo que se busca es la maxima proximidad entre estos dos componentes. Las
técnicas de inmowvihizacion para mantener en proximaidad los dos componentes son
abundantes, sin embargo. hay que tomar en cuenta que dependen del tipo de
matenal biologico que se va a emplear (labla 1.1)

L.a inmoviizacion de tpo quimico, el inconveniente que presentan radica en
el hempo que se requiere para realizar [ inmowvilizacion, generalmente este oscila
entre 3 y -1 horas En cuanto a los procesos de upo fisicco el principal problema es
ocasionado por el matena! biologico, el cual generalmente es soluble en agua, con
lo cual provoca que ¢l hempo de vida del biosensor sea de horas, ya que of
matenal biologico difunde hacia 13 solucidn. En ambos procesos la inmoviizacion

es de upo superficial



Tabla 1.1 Fundamentos de las técnicas mas empleada en la inmovilizaciéon del
componente bioldgico.

TECNICAS. [ FUNDAMENTO.
Quimicos
Entrecruzamiento Se emplea un agente bifuncional (glutaraldehido) que provoca el entre
quimico cruzamiento entre este y la proteina {isina) Esta téecnica es cara e
nehicaz

Enlace covaiente Se requicre un tratamiento previo del soporte, y esto trae consigo una
pérdida en la actividad. sin embargo. la inmovilizacion es definitiva y por lo

1anto existo una alta reproducibiidad
Atrapamiento en una | E1 componente biologico se inmoviiza a fraves de una oclusidon en una

matiz pohménca matnz pohimenca  Habituaimenle se deposita el polimero sobre i
superficie sensora conjuntamente con el material de reconocimiento |
molecular Entre 10s pohmeros mas empleados se encuentran e PVC.
pohacniamida y poliestrénos

] Fisicos \
Adsorcion E5 ia adsorcion fisica sobre el transductor  Entre fos .')dsorbr_-ntcswfnvd.swﬁ
empleados se encuentran 1a arcidla, 1a albumina, el vidrio, [a celulosa y el |
gratito La desventaja que presenta es 1a perd.da continua de 1a especie |
adsorda - . i
Relencion  raves de | 5S¢ emplea una membrana de dialisis que permite ia permeati
una membrana inette sustrato y productos, pero es impermeable al matenal tologico. sin alterar
a este

i
]

S —— S SV UV O |

Una manera de solucionar tos inconverientes menctonados antenormente
es por medio de una inmowviizacion en volumen, que se logra mediante la
formacion de una matnz rigida Esta se encuentra compuesta por el componente
brologico. el cual esta inmerso en un composite rigido A su vez este composite
esta constituido por una resina, la cual pohmenza. y polvo de grafito La presencia
de 1a resina proporciona ngidez al sistema, de tal forma que es posible amphar el
tiempo de vida Gl y la mtegndad del biosensor, fa funcion del polvo de gratito es
ser ol transductor, cuando se¢ construyen biosensores de tpo electroquimico Al
composite s¢ le adiciona el matenal bologreo y se da lugar al biocomposite Al
reahizar este bpo de nmovilizacion se logra mayor tiempo de vida del dispositivo.

ya que el matenal iologreo queda inmerso en el proceso de polimernzacion {5.6])
1.3 BIOSENSORES AMPEROMETRICOS.
Los biosensores electroquimicos son bastante senciles por lo general

Entre estos biosensores se incluyen, los biosensores del ipo amperomeétnco que

determunan 1as cormentes electnicas asociadas con {os electrones involucrados en



los procesos redox. Las reacciones redox catalizadas por enzimas forman la base
de la mayoria de los biosensores, al determinar el flujo de electrones de la
reaccion redox. En condiciones normales, se aplica un voltaje constante entre dos
electrodos y la cornente debida a la reaccidon de los electrodos se determina. En
este principio se basa el primer y mas sencillo biosensor que se empleo para la
determinaciéon de glucosa [7].

LLos biosensores basados en transductores amperometricos van asociados
a enzimas oxidoreductasas. En el electrodo de Clark [2], el biocatalizador va
acoplado sobre un electrodo de platino polanzado convenientemente para detectar
el peroxido de hidrégeno o el cofactor NADH. Este tipo de biosensores presentan
serias limitaciones, ya que la corriente o intensidad no depende solamente del
sustrato, sino tambien, en el caso de las oxidasas. de la presion parcial de
oxigeno. Los potenciales requendos para reducyr al oxigeno u oxidar al peroxido
de hidrogeno o al NADH son bastante extremos, lo que conlleva a la posible
interferencia de especies electroactivas

Una segunda generacion de biosensores amperometricos radica en 1a
incorporacion de un mediador quimico con propiedades redox que suslituye la
funcion del oxigeno u oxida at NAD®, con la ventaja de que ahora el potencial de
trabajo  viene  determunado  por el mediador que. al  estar  escogido
convenientemente, reduce significativiemente el numero de interferencias

Una tercera generacion de  biosensores amperometricos explora la
transferencia directa de electrones entre la enzima y el electrodo Para que esto se
lleve a cabo ¢s necesano que la enzima se encuentre en contacto directo con ¢l
transductor, esto s¢ consigue s1 se inmoviliza directamente la enzima sobre ¢l
transductor Ademas de este requenmiento, €s necesano que la canética de 1a
reaccion enzimatica sea rapida y finalmente que la transferencia de electrones

entre el electrodo y ta enzima también sea lo suficientemente rapida



1.4 BIOSENSORES BIENZIMATICOS.

Cuando no se dispone de una enzima adecuada, para (a deteccion
satisfactoria de un analito, el empleo de mas 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 biosensor. La
enzima adicional presente en una preparacion bienzimatica puede servir para
eliminar interferencias o para amplificar la sefal por ciclaje del sustrato {4]

Cuando se habla de dos enzimas inmowvilizadas en el mismo composite, se
dice que el funcionamiento de este biosensor es relativamente simple Después de
ser adicionado el sustrato especifico para una de las enzimas, y se lleva a cabo la
reaccion enzimatica, el producto de dicha reaccion sera el sustrato para la
segunda enzma. Uno de los problemas que presentan los biosensores
bienzimaticos es. la necesidad de que el tiempo que tarda en difundr hacia el
seno de la solucion el producto de la primera reaccidn enzimatica sad mayor que
el tiempo que necesita la sequnda enzima para transformario Aun ast, el estudio
de los biosensores bienzimaticos en los ultimos anos se ha incrementado, detiwdo
a la posibihdad de aumentar Ia sensibibdad cuando se emplea mas de una enzima

Este incremento en la sensibilidad se ha asociado a una mayor cficiencia en las

reacciones enzimaticas
1.5 APLICACIONES.

Actualmente el campo de la aplicacidn para los biosensores, esla
principalmente enfocado al area clinica. Sin embargo existe un desplazamiento
progresivo hacia la medicina veterinana. industna biotecnolégica y proceso de
alimentos, seguimiento y control de parametros ambientales y agricultura  Se
supone que la utiizacion del biosensor en el campo de la defensa miltar es

importante aunque poco divuigado [5].



La cuantificacion rapida y eficaz de la 3-D-glucosa es de gran interés en
diferentes areas de investigacion. El drea de la biomedicina se ha enfocado al
monitoreo de este hidrato de carbono presente en sangre sobre todo en
siluaciones criticas o de cuidados intensivos y durante procesos quirurgicos. En la
industria de los alimentos, crece el interés de los bromatologos por conocer las
canlidades de cada uno de los azucares presentes en muchos de los productos de
interés; sin embargo, hay que considerar que la composicion de muchos
alimentos es extremadamente compleja, por lo que se necesitan analisis mas
precisos [8]

Por ello el objetivo pnimordial de la presente investigacion es la cuantificacion
de la §-D-glucosa empleando una técnica sencilla, rapida, econémica y sobre todo

confiable.

1.6 OBJETIVOS.

Para cllo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

v Elaboracion de un biosensor amperomeétnco bienzimatico basado en un

biocomposite de glucosa oxidasa-peroxidasa-grafito-epoxi

v Establecer ta condiciones optumas a las cudles s¢ llevara a cabo la

expenmentacton con {os bigsensores bienzimaticos

v Desarrollar una técnica sensible que permita la cuantificacion de la p-D-

glucosa en dferentes muestras comercialies

v Realizar una comparacion entre la tecnica analitica propuesta y una técnica

tradicional establecida (espectrofotometria UV/Vis)
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2. ASPECTOS TEORICOS.
2.1 INTRODUCCION.

Como se menciond anteriormente, el presente trabajo tiene como finalidad
la construccion de un biosensor de glucosa oxidasa-peroxidasa-grafito-resina, asi
como su evaluacion en el laboratorio, y su posterior aplicacion en muestras
comerciales.

Para ello. pnmeramente se requiere comprender el funcionamiento general
de! biosensor bienzimdtlico de glucosa oxidasa-peroxidasa, y algunos de los
aspectos generales de las enzimas y sustralo; asi como algunos fundamentos de

la téenica a emplear.
2.2 FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL BIOSENSOR DE GOD-HRP.

El biosensor bienzimatico reportado por Jonsson-Petlersson [9) hace uso de
las enzimas glucosa oxidasa (GOD) y peroxidasa de rabano (HRP) En este
articulo inmowviizan quimicamente las enamas GOD y HRP sobre una barra de
grafito ultrapuro empleando glutaraldehido y albumina de suero bovino. Como
electrolito soporte utiizan una solucion de fosfatos 0.1M a pH de 6 0 El tempo de
vida reportado para estos biosensares s de 40 dias, posteniormente se prerde el
50% de la respuesta il

Con base en este articulo, se construrad  un biosensor bienzimatico
utihzando una inmovilizacion en volumen, es decwr empleando una resina a la cual
se le incorpora el polvo de gratito y las enzimas GOD y HRP. Con este tipo de
configuracion se busca que el tempo de vida de este biosensor sea mayor con
respecto al reportado por Jonsson-Pettersson

El funcionamiento teonco de un thosensor amperemetnico de GOD-HRP-

grafito-resina de matnz rigida, se esquematiza en la figura 2 1.




H,O Protohermin,,,, > ‘/ ELECTRODO ,

(D(+) GLUCOSA E-FAD HO, ‘ Protohemun,,
GOD
ACIDO GLUCONICO & £-FADH, O, 24

Figura 2.1 Functonarmento teérico del biosensor bienzimatico de GOD-HRP.

Después de ser adicionada la §§-D-glucosa al medio de trabajo, la enzima
glucosa oxidasa (GOD) reacciona, produciendo acido gluconico y perdxido de
hidrogeno. Posteriormente la enzima peroxidasa (HRP) transforma el peréxido de
hidrogeno a agua y la enzima se oxida. Aplicando un potencial de -300 mV se
regenera la enzima a su forma activa. En el presente estudio la sefal analitica
corresponde a la regeneracion de la enzima HRP a su forma activa (reducida), la

cual es directamente proporcional a la concentracién de [3-D-glucosa adicionada

5.10].
2.3 PROPIEDADES DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA.

La enzima glucosa oxidasa (GOD) se presenta en cristales blancos
amorfos, con una actividad de 125 umdades/mg de proteina Con un peso

molecular de 150.000 Daltons. Posee un punto 1soeléctrico cercano a 4 2 [11].

2.3.1 Actividad enzimatica

La enzima glucosa oxidasa catahza la reaccion entre la (3-D-glucosa y el
oxigeno molecular formando acido gluconico y peroxido de hidrogeno, la enzima
se obltiene prnncipalmente de Percillium notatum, Pemcillium Amagasakiense y

Aspergilius miger. E1 numero clave de esta enzma (E.C)es 1.1 3.4, ¢l primer digito
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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 especifico. Una unidad de enzima oxida
un numol de B-D-Glucosa a acido glucénico y H;O, por minuto a un pH de 5.5 a

35°C.
2.3.2 Estructura de la enzima.

La estructura quimica de esta enzima es de caracter proteico globular, es
decir, posee una estructura cuaternarna como se muestra en la figura 2.2. El sitio
activo de la enzima corresponde al grupo flavin-adenin-dinucleotido en su forma

oxidada (FAD).

Figura 2.2 A jaazquierda se muoestra L estructuta indumensional de 12 glucosa oxdasa A

la derecha ta estructura ael sitio activo (FAD)Y {12)
2.3.3 Funcionamiento de la enzima.
En presencia de {a §3-D-glucosa que es el sustrato especifico para la enzima

GOD, el grupo FAD se reduce a FADH,, y por medio de el oxigeno se regenera el

siio activo a su forma onginal y asi pueda lransformar mas 3-D-glucosa Esta



reaccion es de tipo redox, produciéndose H,0O,. A continuacion se muestran las

reacciones quimicas que se llevan a cabo.

Reaccion global
GOD ;
p-D-glucosa -—=—=- » Acido glucénico + H,0,
Reacciones parciales

p-D-glucosa + FAD,, ——-—+ Acido gluconico + FAD, .,
FAD,+ O, ——=-~» FAD,+ H,0,

La determinacidon de [-D-glucosa mediante biosensores de tipo

amperométrico, es posible realizarla por tres caminos:

(a) EI H;O, producto de 13 reaccion enzimatica se cuantfica
amperomeétricamente a través de su oxidacion sobre la superficie del biosensor a
un potencial andédico (E), el cual normalmente oscia entre 800 a 1200 mV vs
Aqg/AgCI [5):

H,O; -» Os+ 2H ¢+ 2¢

Existiendo una relacion lineal entre la cornente producida y la concentracidn
de 3-D-glucosa, permitiendo asi la determimacion analitica de ésta

(b) Otra alternativa para la determinacion de [\-D-glucosa es seguir el
decremento del oxigeno en el medio de disolucion a medida en que se lleva a
cabo la oxidacton de la [3-D-glucosa. para elio se debe contar con una celda
electroquinuca sellada de tal forma que el oxigeno del medio ambiente no
nterhiera en 1 deternmacidon, para llevar a cabo el seguiniento s necesano
aphcar un potencial fyo catodico extremo {(-700 mV vs Ag/AGgCH muro de reduccion
de! agua

(c) Utihzar un electrodo seleclivo a oxigeno, conocido como electrodo de
Clark Los inconvenientes de éste radican pnncipalmente en fa intefferencia del

oxigeno del medio amtriente.



(d) Emplear una segunda enzima cuyo sustrato sea el peroxido de
hidrégeno formado en la reaccion enzimatica de 3-D-glucosa con la GOD. Siendo

este el objetivo de ia presente tesis.

2.3.4 Especificidad.

La gran mayoria de las enzimas tiene la capacidad de catalizar reacciones
especificas. es decir, su intervalo de accion se limita a un determinado tipo de
sustrato que debe reunir ciertas caracteristicas para que pueda ser utilizado como
tal. La glucosa oxidasa presenta una especificidad absoluta pues tiene como unico
sustrato a la p-D-glucosa (11]; sin embargo, la presencia de otros reductores,
como el acido ascorbico, el glutatidbn o la catalasa pueden descomponer el

peréxido de hidrogeno, interfinendo en el analisis [8]
2.4 PROPIEDADES DE LA ENZIMA PEROXIDASA.

Las peroxidasas son enzimas que catahzan la descompasicion del peroxido
de hidrogeno. La enzima peroxidasa del rabano picante (EC1.1.11.7) tiene un
peso molecular de 40x10° g/mol Es una proteina globular constituida de una
cadena sencila de polipéptidos, dos wnes de Ca™ y ocho cadenas de
carboludratos neutros |5) Los potenciales redox medidos a pH = 7 en diferentes
peroxidasas estan situados entre los -0.109 V de la obtenida del nabo y los -0.27V

de la obtenida del rabano picante {8]
2.4.1 Estructura de la enzima.

ta enzima peroxidasa de rabano (HRP) es una molécula que contiene ocho
grupos de ohgosacaridos situados en la superficie y unidos a residuos de
asparragina a lraves de enlaces glicosiaminga, y la estructura terciana de esa
proteina monomeénca mantenida por cuatro puentes de disulturo (8] El bajo peso

molecular de la proteina, aunado a su conformacion estructural, da como resultado
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que el sitio activo redox, es el complejo hierro-protoporfirina 1X o también llamado
"protohemin 1X", no se ubique en el centro de la proteina, siendo posible entonces
la transferencia electronica entre el electrodo y el grupo protohemin |X sea rapida,
en comparacion a olras enzimas oxidasas, donde el sitio activo se localiza en e}
centro de la proteina. En la figura 2.4 se muestra la estructura de HRP asi como

del sitio activo.

Figura 2.4 A la izquierda se muestra la estructura tndimensionat de ta enzima HRP. y a la
derecha 1 estructura orgamica de et siio activo PROTOHEMIN 1X [13]

2.4.2 Funcionamiento de la enzima.

En presencia del peroxido de hidrogeno el stio activo de la enzima HRP
{protohemin 1X) se oxida y el sustrato se reduce a agua. Postenormente, aplicando
un potencial adecuado el grupo protchemin I1X se regenera a su lorma activa
(reducido). En la naluraleza la regeneracion de la enzima a su forma activa.

reducida, es mediante ¢! fenol o fenoles sustituidos (4-clorotenol. 2.4 diciorofenol.
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pirocatecol, 2-cresol, 2-toluidina) {13]. En la figura 2.5 se esquematiza el
funcionamiento de la enzima HRP.

Resting enzyme

o CAH 4 H AHb

Figura 2.5 Funcionamuento de la enzuma peroxidasa de rabano en 13 naturaleza AH,;
representa al fenol o fenoles sustituidos [13]

En la reaccion enzimatica entre la HRP y el peroxido de hidrogeno se
transfieren dos electrones Dicha transierencia ocurre en dos pasos consecutivos.
El primero involucra la reduccion del peroxtddo de hwrogeno a agua con la

formacion del compuesto-f [13]
H,0, + 2H* + HRP, -~ = 2H,0 + COMPUESTO-|
el compuesto-| cede un electrén para dar fugar al compuesto-l

COMPUESTO4 -—-—-o= COMPUESTO-l ¢



y finalmente, a parir del compuesto !l se obtiene ia HRP oxidada. En esta reaccion

se transfiere el segundo electron.
COMPUESTO:l ———& HRPg,+ e

El compuesto | y I son intermediarios inestables de la reaccion redox. Se
sabe que el hierro del grupo protochemin IX en el compuesto Il tiene una valencia

de 4° [14].
2.5 PROPIEDADES DE LA 3-D-GLUCOSA.

La p-D-glucosa es un monosacando que en su estado puro se presenia en
forma de cristales incoloros o polvo blanco granular, es inodoro, de sabor dulce,
con un punto de fusion de 146 °C, es soluble en agua, ligeramente soluble en
alcohol y tiene una rotacion optica D= 52.5 {15] Su estructura se muestra en la

figura 2.6.

CH20H

H O_ OH
HON\SH  H/

H OH

Figura 2.6 Proyeccion de Hawort de ta {$-D-glucosa {11].
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2.6 AMPEROMETRIA

La amperometria es propiamente 1a medicion de la corriente eléctrica
generada por un proceso de excitacion-respuesta, esta respuesta ( 7 ) esta en
funcion de la concentracion de la solucion estandar, para llevar a cabo esta
determinacion es necesario aphcar un potencial fijo (E). La amperometria es muy
sensible y puede emplearse para detectar respuestas a concentraciones de 10° M
o menores La cornente esta gobernada por las velocidades de los procesos, tales
como la transferencia de masa del oxidante desde el seno de la solucion a la
superficte del clectrodo y la transferencia de electrones en la superficie del
electrodo [11].

Una caracteristica de la instrumentacidén amperomeétrica moderna es el
control potenciostatico del potencial del electrodo de trabajo acompanado por la
medicion de la corniente en ese electrodo. En un sistema de tres electrodos, el de
referencia se sitsa muy proximo al de trabajo (indicador) E! electrodo auxiliar
(contraelectrodo) es el tercer en la celda electroquimica La funcion del
potenciostato es observar ¢l potencial del electrodo de trabajo (como anodo o
catodo) respecto al electrodo de referencia (es decir, percibe el potencial del
electrodo de trabajo puesto que el potenacial del de referencia es constante). El par
de electrodos referencia-trabajo se conecta a traveés de un circutto por el cual no
circula ninguna cornente, i mpedancia de entrada es supenor a 10" 2 Si el
voltaje del par de electrodos referencia-trtabajo es menor que la rampa de corriente
directa (CD) proporcionada al amphficador, 1a retroalimentacion al amphficador a
partir del ciclo de control del amphiicador operacional, proporcionara un voltaje
correctivo que cambia el potencial aphcado entre el par de electrodos 1o suficiente

para compensar la resistencia de la celda y el electrolito soporte {11}
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 INTRODUCCION.

Para desarrollar una técnica analitica con los biosensores amperométricos
bienzimaticos de GOD-HRP, es primordial elegir el potencial al cual se van a
realizar las mediciones de intensidad correspondientes a las concentraciones de
p-D-glucosa estandar, y principalmente tener bien establecidas las condiciones
optimas para la experimentacion (como son: concentracion de el electrolito
soporte, pH, temperatura de experimentacion, concentracion del sustrato, etc.).

En este capitulo se presentan los matenales. equipos y sustancias a
emplear, asi como, una breve explicacion de las condiciones generales que
permitieron {a construccion de los biosensores bienzimaticos de GOD-HRP, y su

evaluaciéon, para posteriormente aplicarlos en muestras comerciales
3.2 MATERIALES.

REACTIVOS.

* Enzima Glucosa Oxidasa. Worthington biochemical corporation, con namero
de lote: 57A847, 125u/mgq de proteina.

¢ Enzima Peroxidasa de rabano Worthinglon biochemecal corporation con
namero de referencia: 56P741, 667u/mg de proteina.

* Polvo de grafito, Aldnch Chemical TamanAo de particula entre 05 a 1.2
micras

 Resina EpoTek H77 (parte A monémero, parte B endurecedor)

“ {3-D-Glucosa. Merck

€ Fostato de potasio monobasico (KH,PO,) Merch

€ Fosfato de potasio dibasico (K;HPQ,) Baker.

¢ Cloruro de sodio (NaCl) Monterrey.



EQUIPO.

Balanza analitica. Mettler Toledo AB204.
pH-metro. Mettler Delta 340.

Agitador magnético.

Unidad amperomeétrica Bass LC-4C.
Electrodo de Ag/AgCl. Radiometer.
Electrodo de platino.

Biosensores de GOD-HRP,

A 8 a4 0

-

-

MATERIAL DE VIDRIO.
£ Celda electroquimica de tres electrodos.
¢ Vasos de precipitados.
€ Matraces Volumétricos
¥ Pipetas Volumétricas

€  Micropipeta.
3.3 CONSTRUCCION DE LOS BIOSENSORES,

En un biosensor de matnz rigida el componente bioloégico (en este caso las
enzimas GOD y HRP), se encuentran inmersas en un composite (es la union del
transductor y el aglomerante), que en este caso son el polvo de grafito y 1a resina
epoxica respeclivamente Estos proparcionan la suficiente ngidez (al terminar el
proceso de curado) permitiendo amphar el tempo de vida utit y la integndad del
biosensor, ya que la enzima queda atrapada en el proceso de polimenzacion

Los biosensores  estan  constilutdos  poncipalmente de  dos  partes
fundamentales: a) el cuerpo y b) el brocomposite

Al cuerpa del biosensor, que esta conformado por un tubo cilindrnico de PvC
de 6 mm de diametro interno y 18 mm de longitud, se le introduce una conexidn
tipo macho, a la que previamente se le ha soldado un disco de cobre de 2 mm de

diametro, quedando en 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

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

[;ﬂﬂ o Disco de cobre Dt:w] E:_—j

Tubo de PVC

Conexion tipo macho

—> biocomposite

——]

Figura 3.1 Esquematizacion de ia construccion dei biosensor.

Finalmente sec introducen los biosensores a la estufa con una temperatura
aproximada de 40 °C durante 5 dias, tiempo en el cual se da el proceso de curado.
A continuacion se procede a pulr la superficie del biosensor de matnz rigida con

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

3.3.1 Preparacion del biocomposite.

El composite conductor se encuentra integrado en su misma fase el
matenal conductor (polvo de grafito), y ¢l soporte (el aglomerante empleado fue la
resina comerctal Epotek H77). postenormente se le adictona el matenal biologico
(las enzimas HRP y GOD) para dar lugar al biocomposite Ei cual presenta una
superficie formada por granos conductores {gratito), rodeadas de zonas aslantes
(polimero) y el maternal bhiologico se encuentra ocluido entre ¢stos. A continuaciéon

se descnbe la preparacion del biocomposite

1) 281.8 mg de resina epdxica (pante A) se mezclan con 42.3 mg de un agente

endurecedor (parte B).
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2) Posteriormente se adiciona a la pasta anterior 75.9 mg de polvo de grafito,
y se mezcla perfectamente [a pasta. A esto se le conoce como composite.

3) Una vez uniforme la pasta, se le integrara el componente biologico (las
enzimas HRP y GOD), mezclando hasta homogeneizar perfectamente El
contenido de las enzimas que se les ha adicionado a cada biosensor se
encuentra descrito en la tabla 3.1, asi como la etiqueta que se les ha

designado.

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

BIOSENSORES | Contenido de % de GOD. Contenido de | % de HRP.
GOD (mg). HRP (mg). |
R1 6 15
R2 6 1.5
N1 2 05
N2 2 0.5 o

3.4 CONDICIONES OPTIMAS DE EXPERIMENTACION.

3.4.1 pH de trabajo.

La mayoria de las e¢nzimas se ven afectadas en su actividad con las
vanaciones de pH en el medio. Cuando el medio se torna muy acido o basico
afectan los enlaces 10mcos que contribuyen a las estructuras terciarnia vy
cuaternana, con lo que se altera la conformacion de la proteina y su actividad
catalitica de los grupos que forman el centro activo, modificando su capacidad de
umion con el sustrato. Muchas enzimas se desaclivan, y por lo comun se
desnaturahzan de manera irteversible {11,16}

Por esta razon es aimportante conocer ¢l pH al cual ta ensima presenta su
maxima actividad, siendo uno de los factores a controlar en una expernimentacion
La mayoria de la enzimas presentan la mayor actividad enzaimatica en un intervalo
de pH entre 5 y 8. sin embargo. cada enzima tiene un pH optimo dependiendo de
su naturaleza La enzima glucosa oxidasa presenta un pH optimo reportado de

5.6. y la peroxidasa de rabano presenta un pH éptimo de 6 0 [17]
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Para el trabajo de experimentacion no solo se tomé en cuenta los pH de las
enzimas, sino también las condiciones que favorecen a la resina que forma parte
de! composite. Estudios anteriores [5] indican que a pH inferiores de 60 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

consideracion lo anterior, se decidié que el pH del electrolito soporte sea de 6.0.

3.4.2 Concentracion del electrolito soporte.

Como se menciond anteriormente, el pH es un factor relevante en la
actividad enzimatica; sin embargo. el pH 6ptimo de trabajo también depende de la
naturaleza y de la fuerza ionica del buffer [18]. Por ello, la seleccion del buffer
depende del pH opttmo al que se va a trabajar, que en nuestro caso es un pH de
6.0

El electrolito soporte es de gran importancia para los estudios reahzados
con biosensores, ya que se encontrara en contacto con la superficie del biosensor
durante todo el proceso de analisis, y por lo tanto debe de garantizar la estabihdad
de los componentes del biocomposite (esencialmente tas enzimas presentes), y
facilitando la senal anatitica. £n 1a bibliogratia se reporta |17,19-20] que el bufter
de fosfatos es deal para trabajar con enzmas, ya que es mere a estas
sustancias, y que a una concertracion entre 0 03 y 0 25M no se ven atectadas las
enzumas (tanto GOD como HRP), sin embargo, en a mayoria de los estudios
relacionados con enzimas y biosensores [5.11.18] reportan el uso de butfer de
fosfatos 0.1M, con una concentracion de cloruro de sodio o potasio entre 05 a
0 1M Por ello, se deadio emplear como electrolito soporte una solucion de
fostatos 0 1M. Con esta concentracion se ascqura un buen amortiguamiento en ¢l
pH Ademas se adiciona NaCl de 0 1M con la finahdad de disminuir 1a resistencia
del medio [11]. La preparacion del buffer de fosfatos 0 1M en NaCl 0 1M a pH de

6 0, se realizé como se indica en el anexo A-8 1 1



3.4.3 Determinacion del potencial de trabajo.

Los biosensores estudiados en e! presente proyecto son del tipo
amperométrico, esto significa, que para su funcionamiento es necesario aplicar un
potencial adecuado al cual se medird la corriente generada. A un potencial
optimo, la senal obtenida empleando la enzima peroxidasa (HRP), después de
adicionado el sustrato, es asociada a la regeneracion de la enzima a su forma
activa, es decir reducida [5].

Por lo antenior, es mmportante conocer para cada tpo de enzima, el
potencial al cual sc pueda seqguir adecuadamente la sefnal analitica. Para
determinar el potencial de trabajo se emplean técnicas electroquimicas, como son
la voltamperometria ciclica y hneal Esta técnica se utiiza principalmente para
caractenzar las propiedades redox de los compuestos. y para estudiar los
mecanismos  de  las reacciones redox. A continuacion  se muestra el

voltamperograma ciclico que se realizo para un biosensor de HRP

A '

£Emv

Figura 3.2 Voltamperometria ciclica para la peroxdasa (HRP) Se empled como
electrolito soporte: buffer de fostatos 0 10t con NaCi 0 1M a pH de 6 0 (linea continua).Los
simbolos corresponden al biosensor
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Como puede observarse, en la parte superior del grafico no presenta
ningun pico de reduccion en el intervalo de potenciales de 0 a -8060mV, y tan solo
se encuentra una linea continua horizontal, ésta experimentacion se realizé con un
sensor de grafito-epoxy (sin enzima); y el pico que se observa esta uthcado en un
potencial de -301.5 mV vs Ag/AgCl, éste se realizd con un biosensor HRP
corresponde a la enzima peroxidasa. Por lo tanto las amperometrias se realizaran

a un potencial de reduccién de -300mV
3.4.4 Determinacion de la temperatura de trabajo.

La velocidad de reaccion de las enzimas se ve incrementada con la
temperatura, pero soélo en el intervalo en gque la enzima es estable y retiene su
capacidad catalitica, en casos extremos cuando se incrementa en exceso la
temperatura, se favorece la desnaturalizacion de la enzima y consecuentemente
esta enzima pierde su capacdad catalizadora Por ello cada enzima tiene un
intervalo optimo de temperatura en ¢l cual se logra la mayor actividad La mayoria
de la enzimas henen un ntervalo optimo de temperatura entre 30 y 45 °C, y se
nactivan a mas de 55 "C [15)

Tomando en consideracion que tenemos que conocer la temperatura a la
cual la actividad de las enzimas presentes en jos biosensores de matnz rigida sea
mayor, se procedio a realzar curvas de calibracion por tniplicado, las cuales se
construyeron haciendo adiciones continuas de 0.2 mbL de glucosa estandar a un
sistema de 25 ml de butfer a un potencial constante de 300 mV para las dos
senes de tiosensores GOD-HRP construidos, cambiando [a temperatura del bulter
de fosfatos desde 30 ’C a 44 °C Postenormente se grafica para obtener 1a
pendiente de cada curva de calibracion a las diferentes temperaturas trabajadas.

los resultados obtemdos se muestra enla iigura 3 3.
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Pendieme
-
w

78 * b5 M 3% L} 0 a . Y

Tompes s1uwa’C

Figura 3.3. Variacién de la pendiente por efecto de 1a temperaturas oblendas para
el biosensor bienzimatico de (HRP-GOD). Se empled como electrolito soporte butfer de
fosfatos 0.1M con NaCl 0.1Ma pH de 6 0

De acuerdo a los resultados mostrados en ta figura 3.3 se llega a la
conclusion que a partir de 40°C no existe vanacion de la sensibihdad con la
temperatura, ademas de que se obtiene el valor mas aito. Por lo cual todos los

experimentos se llevaran a cabo a una temperatura de 42°C

3.5 RESUMEN DE LA EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE
TRABAJO PARA EL BIOSENSOR AMPEROMETRICO DE GOD-HRP.

Las condiciones optimas de expenmentacion, oblenidas de la investigacion

descnta anteriormente, se resumen en [a tabla 3 2

Tabla 3.2 Condiciones expenmentales de trabajo para el biosensor amperometnco
de GOD-HRP

ey

" VALOR.

- N . B 6o N
Potencial B -300 mv
Temperatura. 42"C
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3.6 CARACTERIZACION DEL BIOSENSOR.
3.6.1 Intervalo de linecalidad.

Al evaluar la lincalldad se demuestra la capacidad del sistema para
asegurar que la respuesta analitica es proporcional a la concentracion del analito
en estudio dentro de un intervalo determinado de concentraciones.

El estudio de hnealidad para las dos series de biosensores construidos se
llevan a cabo por el mélodo de adiciones continuas. En 25 mlL de electrolito
soporte con agitacion constante y moderada, se sumergen los tres electrodos:
referencia (AgQ/AgCI), auxiliar (platino) y el biosensor (GOD-HRP), a continuacion
se le aplica un potencial ijo de -300mV empleando una umdad amperometnca.
Una vez que se obliene una senal estable que se utilizara como linea base, se
realizan adiciones de 0.2 mL de B-D-glucosa estandar 0 1M, cada 30 segundos,
registrando cada uno de los valores de cornente medida después de cada adicion,
hasta que el sistema se sature y [a lectura que registre el amperimetro no se
modifiqgue Antes de emplear el blosensor se hmpia 1a superficie con un papel de
lya del No. 500 humedecido Todos los expenmentos se efectuan a las
condictiones optimas mastradas en la tabla 3 2

La representacion gratica por tnphcado entre la corriente obtenida y fos
valores de concentracion de 3-D-glucosa adicionados, para cada uno de los
biosensores. nos dara el mntervalo de hinealdad del sistema Los parametros
estadisticos que se tomaron en consideracion fueron' pendiente, intercepto,
coeficiente de correlacion y un analisis de vananza para la regresion hneal simple
(ANADEVA), que se llevo a cabo como 1o indica en anexo A-92 1y en el cual se
plantco como hipotesis nula fa talta de relacion ineal entre (a concentracion de -
D-glucosa y la intensidad obternida £ lumite supenor y el hmite infenor de la
respuesta lineal se determinan graficamente La sensibiidad corresponde a la

pendiente de la curva de calbracion
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3.6.2 Reproducibilidad.

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 entre analistas, equipo,
laboratorios, dias, etc.

En el presente estudio el interés fundamental es evaluar la senal de las dos
series de biosensores durante el tiempo de experimentaciéon. La evaluacion de la
reproducibilidad de la senial analitica se dividio en 3 categorias.

a) la superficie de los cuatro biosensores
b) elliempo de experimentacion {(en dias y meses)
c) la construccion de los biosensores

Al evaluar la reproducibilidad de la superficie de los biosensores se
procedio primeramente a realizar curvas de calbracion por tniphicado puliendo la
superficie del biosensor con papel del lya del No.500; posteriormente se realizaron
por triplicado nuevas curvas de calibracion para el mismo biosensor pero esta vez
no se pulid la superficie, solamente se impio la superficie favandola con agua
destilada. Este estudio se realizo para cada uno de los biosensores construidos
(R1,R2, N1y N2)

La reproducthrihdad entre el ttempo de trabajo (dias y meses) se obluvo
realizando las curvas de calibracion por tnphcado para los cuatto biosensores
durante los tres maeses que duro la expenmentacion (iempo de uso de 1os
biosensores) En el caso de la reproduciilidad de {a construccoion de los
biosensores, se pretende comparar las intensidades registradas entre ¢l bosensor
R1 con la senal del biosensor R2, que tienen el nusmo contendo de ensima, pero
fueron construidos por separado  Se realiza el nusmo tratamuento para los
biosensores de la sene "N

Expenmentalimente se siguio el mismo  procedimiento con el cual se
elaboraron las curvas de calibracion para ta incahdad del sistema Los parametros
estadisticos que se ltomaron en consideracidn fueron anahsis de vananza

bifactonal (ANADEVA) entre superficie de los biosensores y las dos senes de
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biosensores, analisis de varianza bifactorial (ANADEVA) entre los meses de
experimentacion y las dos series de biosensores.

L.as ANADEVAS bifactoriales se construyeron como se indica en el anexo
A-8.2.2 Ademas de las representaciones graficas entre la corriente medida y el
tiempo en dias con limites de confianza del 99%, se presenta un diagrama de
barras que muestra el comportamiento de las pendienles de las curvas de
calibracidon  para los cualro biosensores durante los tres meses de

expenmentacion
3.6.3 Estudio de interferencias.

El estudio de las especies inlerferentes esta en funciéon de la naturaleza de
las enzimas presentes en ¢l biosensor y de la aplicacion que se le de a éste. Para
el estudio de interferencias es necesario definir perfectamente el tipo de muestra
en las cual se desea emplear el biosensor, y los componentes presentes en la
formulacidin.  En nuestro caso., se ha decidido emplear sueros orales e
intravenosos que contienen principalmente B-D-glucosa, cloruro de sodio y potasio

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

Tabta 3.3 Informacion det contemdo de sustancias reportadas en tos marbetes de
los derentes sueros glucosados que se van a emplear en 1a aphcacon de los
biosensotres de GOD-HRP

“Contenido” | Contendo de | Conterido ée ] Conterido de | Agua Cbp

SUEROS T
de 0 NaCl(gramos) ) KCi(gramos) | citrdto Je sodio {mi)
qlucona {(gramos)
e e e e s Agramosn) [ ST ST URNE SRR
Suero vuta oral” 20 i 35 15 29 [ 1000
Pedmiyte” o N 035 Tos Tl o2y T oo
e - e JE RO VSO SO PUUAPISRPUS SRS RY
Gextr 5 . : : . 100
Dextrabbon 7T RN T T Tgig T Ty e e e T eg
soin salmassot 4 | o e
Electronl” 5 1 035 (EE 629 160

"B stas susiancias No se encuentran presentes en el sueto
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Con el fin de establecer si el citrato de sodio es una sustancia interferente
se elaboraron placebos cargados. Para lo cual se preparé una solucion que
contenga [i-D-glucosa estandar 0.1M vy citrato de sodio dihidratado 8.9X10' M
{(que es la concentracion de citratos que corresponde al contenido en la muestra
de sueros). Para asegurar que una concentracibn mayor no interfiera se elaboro
un segundo placebo cargado con una concentracion de citratos 1.3 x10°2 M e igual

concentracion de {}-D-glucosa (tabla 3.4)

Tabla 3.4 Conlerido de estandares para la preparacion de placebos cargados que
se emplearan en el gstudio de interferencias En todos los casos los sistemas se llevaron
a un volumen de aforo de 50 mL con solucion buffer,

-D-GLUCOSA ESTANDAR.

CITRATO DE SODIO. E

Placebo cargado A.| 9008 mg | 1322mg |

“8008mg

1983 mg E
. sesa 4

Placebo cargado B.

Posteriormente se realizaron curvas de calibracion por triplicado, para cada
uno de los biosensores, y se reahzo adicionando 0.2 mlL. de placebo cargado.
cada 30 segundos y registrando la intensidad obtemda. La expenmentacidon se

realizo a las condiciones expenmentales optimas.



Capitulo IV



4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1 LINEALIDAD.

Una vez establecidas las condiciones optimas de trabajo (resumidas en la
tabla 3.2), se procedié a elaborar las curvas de calibracion por triplicado para cada
biosensor, puliendo la superficie de cada biosensor antes de cada curva. Al
graficar los valores obtenidos de intensidad (nA) en funcion de la concentracion de

B3-D-glucosa estandar (Molar). Los resultados obtenidos se muestran en la figura
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Figura 4.1 Respuesta promedio para los biosensores GOD-HRP. puliendo la
superficie de los biosensores (a) curvas de cabbracion para el biosensor con 1 5% de
GOD y 1.0% de HRP @ biosensor R1 y 8 biosensor R2 (b) curvas de cahbracion para el
brosensor con 0 5% de GOD y 0 5% de HRP & biosensor N1 y @ biosensor N2

Comao puede observarse no existe un comportamiento hineal en todo el
mntervalo de concentracion de -D-glucosa en el cual se llevo o cabo el estudio Sin
embargo. s¢ observa que en os grahicos antenores existe un segmento en los
cuales s vucive hneal ! comportamiento de las curvas Por lo que al imitar el
intervalo de concentracion de B-D-glucosa de 5 6X10 * a 16X10 ' M, se oblienen

los graficos que a continuacion se muestran en ta igura 4 2
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Figura 4.2 Curvas de cahbracion realizadas para los briosensores GOD-HRP, en
un intervalo de concentracion de |3-D-glucosa de 00056 a 0.016M. puhendo la superficie
de los biosensores. (a) curvas de calibracion para el biosensor con 1 5% de GODy 1.0%
de HRP. @ biosensor R1 y @ biosensor R2 (b) curvas de calibracion para el biosensor
con 0 5% de GOD y 0 5% de HRP & biosensor N1y @ biosensor N2

En ambos graficos se aprecia que existe una relacion hneahdad entre la
corriente y la concentracion de (-D-glucosa estandar A partr de estas curvas se
determina que el intervalo de hneahdad se ubica entre 0 0056M el hmite inferior y
0 016M el imite supertor, y 1a sensibihdad de la respuesta obtemda (la pendiente
de 1a curva de calibracion) se encuentra entre 33 2304 y 33 72770A M’

Al someter los valores de las curvas de cabbracion a una regresion lineal se

obluvieron los parametros estadisticos quer se muestran en la tabla 31

Tabla 4.1 Parametios estadishicos de la curva estandar de cahbracion para cada
uno de fos biosensores de GOD-HRP Con un contemndo de enduma de 1 5% GODy 1.0%
HRP, para la sene "Ry , 0 5% GOD y 0 5% HRP_ para 1o sene "N”

BIOSENSORES TR RN N2
“Tpendiente (nAMTY) T 33727777 334561 : 332304 | 336008 |
" Intercepto (1A) 01565 ] 0 1891 ' 02078 {02374
" Coecf. Correlacion. (R%) '; 09976 1709974 %’”“0@9’75’“ 09970

N



Los coeficientes de correlacion (R?) calculados para los diferentes
biosensores van de 0.9970 a 0.9976; lo cual indica que aproximadamente el
99.7% de fa variacion total en las intensidades experimentales es explicada por ia
ecuacion de la regresion lineal obtenida

Para poder corroborar estadisticamente el comportamiento hineal que
siguen las curvas en el inlervalo de linealidad establecido, se decidid someter los
valores experimentales a un analisis de varianza para la regresion lineal simple
(ANADEVA) para cada uno de los biosensores. y venficar si el 0.3% de la
varnacion total que no es explicada por la ecuacion de la regresion lineal, es
significativa. En {a tabla 4.2 se resumen los resultados obtemidos mediante la

construccion de las ANADEVAS, para las dos series de biosensores construidos.

Tabla 4.2 Resumen de [as ANADEVAS para 1a regresion ineal simple, reakzadas
para cada uno de Jlos biosensores de GOD-HRP  Las curvas de calbracion se
construyeron a las condiciones expenmentales estableadas

" BIOSENSORES™ | ' Fcacutaba { Fasratas
TR T T T 2aBa 3G ‘ 933
TR T T 23159693 N ’ e
N R -1 3360 9496 5 T T e e e
e T T T ST ARG [ ....... —

Como puede observarse ¢l valor obtentdo de tablas al 99% de confianza es
mucho menor que los valores calculados, por lo que, en todos los casos se
rechaza la hipotesis nula (ver anexo A9 2 1) y. por lo tanto. se concluye que
estadisticamente las dos vanables (concentracion de |3-D-glucosa estandar e
ntensidad)  estan  relacionadas inealmente en el intervalo de  lineahdad
seleccionado, con una confabihidad del 999 Asy mismao. con esta prueba se
ventica que el 0 3% de la vanacion total no exphicada por fa ecuacion obtenida, no
es significativa;, por 1o que s aceptable 1a ccuacion de Lt regresion lineal obtenida,
pues demuestra que existe proxumidad del guste de la ecuacion de regresion

hneal a los vatores de intensidad obtemdos expermentalmente




4.2 REPRODUCIBILIDAD.

El esludio de reproducibilidad de la sefal del biosensor, se realizd
construyendo curvas de calibracion por triplicado, puliendo y sin pulir la superficie
de dichos biosensores, para cada una de las series construidas, en el intervalo de
linealidad seleccionado y con las condiciones experimentales establecidas (ver
tabla 3.2). Los graficos obtenidos experimentalmente, se promedian y se resumen

en la figura 4.3.
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Figura 4.3 Curvas de calibracion promedia en un intervalo de concentracion de {3
D-glucosa de 00056 a 0 016M, reabzadas para 1 reproducibihdad de la senal (a)
Biosensor R1: @ pubiendo 1a superhicie y - sin putr 13 superfice  (b) Biosensor R2: @
puliendo la superficie y | si0 pube 13 supetfice {¢€) Biosensor N1 A puliendo la superlicie
y £ osin pulic 1a superficie (d) Biosensor N2 @ puliendo 1a superticie y O sin pubir 1a
supethicie

Al hacer la comparacion antre las curvias obtenidas puhiendo y sin pulir 1a

superficic del biosensor, pueden ser diderenciadas 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, ademas de tener un coeficiente de variacion menor al 2%, como lo

muestra la tabia 4.3.

Tabla 4.3 Pendientes promedio (nAM ') obtenidas de las curvas de calibracion
empleando las dos senes de biosensores GOD-HRP. Con un contenido de enzima de
1.5% GOD y 1 0% HRP, para la serie "R’y ; 0.5% GOD y 0 5% HRP. para la sene "N~

BIOSENSORES R1 R2 N1 N2
_POLIENDO ] 33747 32.963 30.955 30.815
SIN PULIR 34322 33.766 3159 31579

Coef. de vanacion (%) 1.40 1.70 143 173

A partir de la informacion de la tabla 4.3 se procedid a realizar la prueba
esladistica de ANADEVA bifactorial, los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 4.4.

Tabla 4.4 ANADEVA bifactonal para las pendientes obtenidas de las curvas de
cahbracion reahzadas para cada uno de los biosensores de GOD-HRP

[ -—_“F“ V T —~GE o SAC o M.C FCALCUL.A—DiA FSQYABLAS
T 8aperficie’ T T 11378 771378 0.8850 | 11.26
T Biosensor ”'l‘ Nk} "' 2839 | 06080 | 7.59

“Superficie-biosensor f "3 T 39197 73919 ] 08393 | 759
T Error ‘] "'8" . RFELYE 1’ a2aTrT } o

"F V= tactor vanable G 2 grados de Bhedad, S C" SUMma dv cundmdos H (‘ 4 CUN A0 Medx)

De acuerdo con los resultados del anabsis de vananza bitactorial reportados
en la tabla 4 4, la F tablas es mayor que la F calculada por lo que se acepta la
tupotesis nula tver anexo A8 2 2) demostrando que no existen diferencias
estadisticas entre 1as pendientes de ias dos senes de biosensores construidos y
sus supertcies (puhdas y sin pulr) Sin embargo, al ser paralelas las curvas de
cahbracion. sus intensidades muestran cienta diferencia una de la otra. Para

corroborar que esta diferencia es despreciable se procedis a efectuar una



ANADEVA para las diferentes intensidades obtenidas a una concentracion de [i-D-

glucosa de 0.0104M en el sistema.

Tabla 4.5 ANADEVA bifactonal para las intensidades oblenidas a una
concentracion de [-D-glucosa de 0 0104M en el sistema, para los cuatro biosensores de
GOD-HRP construidos

F.V. GL. 5C. M.C. [F.catcurana| Frasias ss
Supericie. E 0003 | 6.0029 0.145 11.26
Biosensor. 3 0102 | 0.0338 1.711 7.59

Superficie-biosensor. T 1.052 7.59

Error 8T 018 [”6.61"@?3‘" T

S SO N SO

°F V= factor vanable, G L= grados de iibertad S Clrsumn de cuadradgos. M C= cuadrado medio

De acuerdo a los resultados reportados en [a tabla 4 5, los valores de las F
calculadas que se obtuvieron son menores a las reportadas en tablas, por lo que
se determina, con una confianza del 4%, que estadisticamente no hay diferencias
entre las intensidades reportadas i una concentracion de glucosa fija obtendas
con los 4 biosensores construidos (R1. R2, N1 y N2) Por lo tanto, se asume que
la respuesta del biosensor es independiente de la superficie con la que se trabaje;
es decir, que sinamportar s se pule ta superficie o st no se puie ta superficie del
biosensor los datos oblemdos de aintensidad tendran una desaiacion tan pequena
que se pueden considerar quae son reproducibles La informacion antenor nos lleva
a conclurr que existe reproducibiidad en fa seflal obtemda expenmentalmente,
independientemente del tiosensor con el que se trabaje o de [a superficie que se
maneje

Las dos secnes de bosensores elabora@ps con diferente contenido de
enzima (1.5% de GOD v 1 0% de HRP para 1a sene "Ry, 0 5% de GOD y 0 5%
de HRP para [a sene "N7) se emplearon contimuamente por un penodo de 3
meses, realizandose hasta 14 curvas de cabibracion por sesion El estudio de
ttempo de uso de los bosensores, que se obtuvo al grahicar la intensiddad
promedio, a una concentracidon de glucosa fya y, el iempo de expenmentacion se

muestran en la figura 4 4
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Figura 4.4 Tiempo de respuesta de Ios biosensores GOD-HRP Las intensidades

fueron obtemdas a una concentracion 13 de glucosa de 0 0104M en ¢
nsores (a) € Biosensor R1, (b) B Biosensor R2, (c) A

pulio la superficie de los biose

I sistema y. se

Biosensor N1 y (d) @ Biosensor N2. Las lineas continuas representan los hmites de

confianza al 99%. y 1a inea discontinua es el valor medio

Como puede observarse las intensidades promedio  reqgistradas ditieren

ligeramente de el valor medio, sin embargo. estos valores se encuentran dentro de



los intervalos de confianza al 99%. Con respecto a las pendientes promedio
obtenidas por mes, presentan una ligera variacion entre ellas, como lo muestra la

figura 4.5.

Borcdarts s ya 0 *

N (1)

Figura 4.5 Diagrama de barras que muestran las pendientes promedio obtemdas
de las curvas de calibracidon  realizadas para los biosensores GOD-HRP (con un
contenido de enzima de 1.5% GOD y 1 0% HRP, para la sene "Ry ., 0 5% GOD y 0 5%
HRP, para la sene "N7), puliendo 1a superficie

Para poder corroborar que 1a dderencia entre 1as pendientes promedio por
mes, para cada uno de los biosensores, es poco significativa se elabord un

analisis de vananza al 99%. 1a cual se muestra enlatabla 4 6

Tabla 4.6 ANADEVA bidactonial para las pendientes oblemidas para los cuatro
biosensores de GOD-HRP construndos. durante los 3 meses de expenmentacion

FVv i sc 7 MCc (Fcuwudil uf;:;sws;w;
[N, I - JE S RPN | .. e

Mes . 2 | scaess | anzosis | 33202 | ser |
Biosensor | 3 ] 10858451 | 3619484 | 27888 | a72 |
Mes-bosensor. I 6| 1219115 | 2031908 | 1sese | a7 |
[’3"0’ ‘ t 31148470 | 1297853 [ | |

24
L=

°F V= tactor vanable, G gracos de bbertad, S C= suma de cuadrades M C= cuadraoo medio
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Estadisticamente se demostro que, no es relevante la variacién que existe
enlre las pendientes reportadas durante los tres meses de expenmentacion, y
tampoco existe diferencia significativa entre las sefales analiticas reportadas de
los diferentes biosensores construidos.

De acuerdo a los resultados reportados anteriormente se demuestra 1a
reproducibilidad 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 anterioridad, para el estudio de
interferencias es necesario tener en conocimiento el typo de muestras la cual se va
a aplicar los biosensores. En nuestro caso, los diferentes lipos de sueros
seleccionados contienen principalmente 3-D-glucosa, cloruro de sodio y potasio; y
en algunos casos citrato de sodio. De estas sustancias presentes en los sueros,
los cloruros tanto de sodio como de¢ polasio se encuentran presentes en el
electroiito soporte, por lo que estan ntegrados en las condiciones optimas de
trabajo El cirato de sodio no esta reportado en ta bibhografia como una sustancia
electroactiva que pudiera causar interferencia en {a respuesta del biosensor; sin
embargo, no se sabe acerca de su comportamiento en la superficie del biosensor
GOD-HRP, que pudiera modidicar la senal analitca Para poder verificar que no

interhiera el citrato de sodio con el estudio, se elaboraron placebos cargados, es

decir, sueros claborados con glucosa estandar y citrato de sodio ditvdratado (a las
concentraciones  proporcionates a las del suero onginal), postenormente se
realizaron curvas de cahbracion a las condiciones expernmentales optimas Los

resultados se muestran en la tabla 4.7




Tabla 4.7 Estudio de miterferencia realizado para el citrato de sodio, empleando
placebos cargados. El placebo cargado (A) contiene 132.2 mg. de cifrato, y el placebo
cargado (B) contiene 198.3 mg de citratos Las intensidades que se mueslran son a una
concentracion fya de glucosa estandar de 0.01014M empleando las dos senes de
biosensores GOD-HRP. Con un contenido de enzima de 1.5% GOD y 1 0% HRP, para la
serne "Ry ;0.5% GOD y 0.5% HRP, para la serie "N~

BIOSENSORES Intensidad Iintensidad | Intensidad
glucosa estandar. placebo (A). placebo (B).
R1 056 o054 |7 oy T
o R2 055 s 1] Tl Toss
N1 - 059 77 058 TR T
N2 06.58 056 7056

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla anterior no se observa
una diferencia entre las intensidades obtenidas en los diferentes sistemas.
Ademas la ANADEVA bifactorial de la tabla 4 8, demuestra que estadisticamente
no existe una diferencia significativa entre las intensidades obtemdas con la (-D-
glucosa estandar. y fas que se obtuvieron con los placebos con un contemdo de §3-

D-glucosa y ctratos

Tabla 4.8 ANADEVA bifactona! para ef estudio de interferencia obteridas para 10s
cuatro biosensores de GOD HRP construidos

ppm—y s ———

[FAV,“ T 7 scC | Mc FCALCULADA {F }ABLAS 99 }
Placebo '; T2 “‘60‘00“6“? T oo003] T 0931 561?
Biosensor i %"(5'003"2‘1!' Tooo1if T3 2"5; a2
plac-biosensor 0 0023‘ 0 0004 1 16§ 367
Error * ) ?4 o “0"68'0“1?"" 0 5’(363“} . I h Jx
Fv= lacmr v.l'nlt)h.‘_ (‘ - gmdos ae nbertad, S C: suma de cuadrados. B Cr cuadrado medo

Por lo tanto conclumos que el catrato de sodioc no es una sustancia
interferente en la respuesta de los biosensores de GOD-HRP y. por lo tanto, su

presencia no alectara en los estudios que se realicen con los sueros glucosados
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5. APLICACIONES.

5.1 INTRODUCCION.

Los tnicos monosacaridos que se presentan substancialmente en forma
libre en los animales y plantas son la {3-D-glucosa y la D-fructuosa, habiéndose
detectado a veces algunos otros en las plantas en cantidades muy pequenas El
oligosacarido mas abundante en los tejidos de las plantas es la sacarosa, y debido
a su elevada solubiidad y a su dulzura es un ingrediente importante para la
industria de los alimentos Los monosacardos y los oligosacandos influyen en la
dulzura de los alimentos, las bebidas, conservas, asi como en las propiedades de
los productos de reposteria, eéstos representan una fuente importante de energia,
por esla razon su determinacion precisa en los alimentos va siendo cada vez mas
impornante.

Para analizar los monosacandos todavia se uvtilizan meétodos existentes
desde hace mucho tiempo que se basan enle empleo del reactiva de Fehling para
la valoracion de los azucares reductores totales, o por medio de la rotacion opiica,
aunque la presencia de otros azucares reductores desconocidos puede inducir a
errores De forma creciente, se han 1do ntroduciendo técnicas instrumentales
como la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta eficacia, asi
como el analisis enzimatico, particularmente para el control de calidad de
industnas dedicadas a o manufactura de almentos Los analisis con enzumas son
particularmente  utles para cuantificar  componentes nunontanos, como  por
ejemplo 1a lactosa en la mantequila Los analisis con enzimas tambien son
particularmente Otles para calcular 1as cantdades de azucares individuales
presentes en una mezcla, por ejemplo glucosa, sacarosa y fructuosa presentes
frecuentemente en los productos como meel y algunos jarabes [8]

Como puede apreciarse, una de las pnncipales aphcaciones para el uso de
biosensores amperometncos enzimaticos es el anahsis de los almentos Existen
numerosas publicaciones {1, 4. 5, 11 y 18] que descnben el analsis de diferentes

muestras de interes. asi como ¢l tipo de enzima utihzada y ta configuracion det
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biosensor que se empleo. Sin embargo no es el Gnico campo imporante de
investigacion para los biosensores, también se encuentra la biomedicina En los
centros sanitarios ambulatorios los biosensores se emplean para pruebas
diagnodsticas y el control de ciertas enfermedades (Ej. Diabetes Mellitus)

Debemos de recordar que la glucosa es el azucar que se encuentra
normalmente en la sangre; por lo tanto, desde el punto de wvista medico es
importante como fuente de energia, que puede administrarse por via intravenosa.
a pacientes incapaces de ser ahmentados por via bucal [21). En la praclica
hospitalaria se emplea en la administracion al paciente de soluciones de glucosa
inyectable, debido a que la glucosa proporciona un nutnente facimente
metabolizado. Durante los penodos de inanicion las inyecciones intravenosas de
soluciones isotonicas de glucosa proporcionan liquidos y carbohidratos, asi

mismo, son empleados en problemas de gastroententis [22]
5.2 ASPECTOS GENERALES DE LOS SUEROS GLUCOSADOS.

La solucidon de glucosa inyectable es una solucion incolora, clara, con un pH
de 3.5 a 6.5 determunada en una fraccion de la solucion diluida en agua a una
concentracion de no mas de 5% de glucosa Los sueros glucosados orales vienen
en dos presentaciones

a) Como un polvo amorfo con un contemdo del 2% de 3-D-glucosa. 90 mEq /L
de sodio, 20 mEq /L. de potasio y 30 mEqG / L de citratos. Este se disuelve en
un tro de agua hervida para ser adoumistrado

b) Como una solucion que contienen del 2 al 5% de [1-D-glucosa, 75 mEq /L

~

de sodio, 20 mEq /L de potasio y 30 mEq / L de oitratos. La solucion puede

ser transparente o colonda ademas en algunos casos se adiciona un

sabonzante

La B-D-glucosa generalmente es adrministrada por via intravenosa, sobre
todo cuando se reqguiere de la proteccion del higado permitiendo la regeneracion
hepdtica en caso de dano det organo, por formacion de glucogeno, asi como para

suplementar una dieta rnca en carbohidratos, 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 deshidratacion causada por diarreas, especialmente en lactantes y nifos
[23].

La p-D-glucosa en una proporcidn adecuada permite una mejor absorcion
de sodio y a su vez agua, asi como una fuente rica en calorias El citrato que
contienen algunas soluciones hidratantes permite la correccion temprana de la
acidosis metabolica en ninos deshidratados por diarrea y disminuye la frecuencia y
gravedad de los vomitos [22)

La p-D-glucosa es un alimento natural y en pequenas proporciones provoca
muy pocos fenomenos indeseables; sin embargo, en exceso por via intravenosa
puede productr hipernatremia, edema o convulsiones, y por via oral si se ingiere
25% o mas resulta urtante para la mucosa gastrica, provocando nauseas y vomito
[22 y 23]

La farmacopea reporta que el contenido de §3-D-glucosa en sueros
glucosados no debe ser menor del 95% y no mas del 105% con respecto a lo

indicado en el marbete
5.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.

Como se habia mencionado en el capitulo antenor, las muestras que
emplearemos pari 1a aphcacion de los cuatro biosensores, son 5 diferentes sueros
glucosados. tres de elos son soluciones rehidratantes orales y los dos restantes
son sueros Intravenosos Los productos estudiados son incoloros y no tienen
sabor por la adicion de un sabornizante

En los estudios antenores de reproducibiidad se concluyo que las senales
analiticas obtemdas expenmentalmente son estadisticamente guales para los
cuatro biosensores de GOD-HRP construidos Con base en lo antenor se decidio
reaiizar el estudio de aphcacion solamente para el biosensor de GOD-HRP "R2”

Para determmnar el conterdo de giucosa en las muestras de los sueros

elegidos al azar, se efectud adicionando 2.6 mbL del sunrc problema en los 25 mL.
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del electrolito soporte, y la intensidad que registra el amperimetro se interpola en
la curva de calibracion estandar obtenida para el biosensor GOD-HRP "R2" que se

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

suero, y las condiciones experimentales optimas son ias 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 superiores a los intervalos de hnealdad de la curva de

calibracion estandar, por ello se procedio a realizar diluciones en cada uno de los

sueros empleando buffer de fosfatos 0.1M en NaCl 0.1M a pH de 6.0 Los sueros

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

isotonica y Electrolt®, como puede observarse en la informacion reportada en el

capituto 3 (tabfa 3 3)

Con el fin de tener un método de comparacion se adquind un kit comercial

de la casa Sigma-Aldrnich (635) especifico para 3-D-glucosa (ver anexo A-8 3)

Los resultados obtenidos por ambos métodos se resumen en la tabla 5.1

Tabla 5.1 Resultados oblendos expenmentalmente en la cuantficacion de glucosa
en 5 marcas de sueros glucosados, empleando el biosensor de GOD-HRP "R2™ y
empleando ademas un metodo alternalivo espectrofotometnco

" SUEROS.
" suero’vida orat”
T Peagatyte”

" Dextrabbott
S%soln salina 1sot
Electrohl™

i R

’;
|
ri
!
|

20
“Ha”

g g
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._marbete

GOD-HRP. “R2"
202001
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H
L
|
+
t

Biosensorde | M

204004
50£001
5t1+003

H0¥003

* Elcontemido es en gramaos de (-D-glucosa / 100 mL de suero comercial

Para

poder corroborar

estadisticamente que los

resultados obtenidos

empleando el biosensor bienzimatico son equivalentes estadisticamente a los

obtenidos por el metodo espectrofolometria UV/VIS, se construyo una ANADEVA

Con la cual se comparan los resultados obtenidos por ambos métodos para los

sueros glucosados con un contenido de 2g fi-D-glucosa /100mL de suero (“vida
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oral” y Pedialyte®). Ademas se realizé otra ANADEVA que comparara los dos
métodos y los sueros glucosados con un contenido de 5g [}-D-glucosa/100mL
(Dextrabbott 5%, Dextrabbott 5% solucién salina isotonica y Electrolit™). El
resumen de las dos ANADEVAS se muestra en la tabla 5.2

Tabla 5.2 Resumen de los resuitados obtenidos de las dos ANADEVAS
bifactoriales que comparan los dos métodos de cuantficacion para la p-D-glucosa y las
dos concentraciones de glucosa de 1as 5 marcas de sueros glucosados que se emplearon
expernimenialmente

CONCEPTO. Featcwaga T Foncass |
Suero 2g/100ml — métodos 1y 2 00637 853
suero 5g/100mi - métodos 1y 2 04016 TR 6 ‘ﬂ

Con la tabla anterior se comprueba que los resultados de Ia cuantificacion
de 3-D-glucosa en los diferentes sucros obtenidos empleando el biosensor de
GOD-HRP son estadisticamenle semejantes a los obtenidos con el Kit de glucosa
de la casa Sigma-Aldrich. Por lo tanto, en base a los resultados estadisticos se
puede decir que la cuanbficacion de §3-D-glucosa por medio de los biosensores

bienzimaticos es confiable.
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6. CONCLUSIONES.

Despues de analizar los resultados obtenidos en el presente trabajo se llegé

a las siguientes conclusiones:

Es posible la construccion de un biosensor amperométrico tienzimatico
basado en GOD-HRP-epoxi-grafito.

El buen funcionamiento del biosensor es posible en un buffer de fosfato
0.1M en NaCl 0.1M a un pH de 6, con un intervalo de temperatura enire 38
y 40°C, sin que se vea afectada la sefal, y con un potencial fijo de —300mV.
Et intervalo de lineahdad para ¢l biosensor de GOD-HRP se encuentra entre
0.0056M y 0.016M.

LLa sensibilidad de la respuesta obtenida para el biosensor de GOD-HRP se
encuentra en un intervalo de 33 2304 y 33 7277uAM’

Se llego a la conclusion que ¢l proceso de pulir la superficie o dejaria sin
pulir, estadisticamente no afecla [a respuesta del biosensor

Se demostrd que la respuesta del biosensor GOD-HRP no tubo cambios
significativos, durante los tres meses de expenmentacion.

El citrato de sodio no provoca mterferencia en la senal analitica obtenida
con el biosensor de GOD-HRP. cuando se utiliza en la cuantificacion de f3-
D-glucosa en suero comerciales

Se observo que el biosensor de GOD-HRP da una senal analitica
cuantificable en presencia de los sueros glucosados, sin ser necesario el
tratamiento de la muestra

Fueron comparados los resultados oblenidos con los biosensores, y l0s
obtenidos por medio de espectrofolometria UVVis, y no se encontro

diferencia estadistica sigmficativa
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8. ANEXOS.

A-8.1 PREPARACION DE SOLUCIONES.

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

1.

3.
q.

Una vez calibrada la balanza analitica, se procede a pesar 1.04 g. de
KoHPO, (polvo). 12.92 g de KH,POx (crnistales) y 5.87g de NaCl (crnistales)
Posteriormente se disuelven los cristales y el polvo en agua desionizada y
se vierten en un matraz volumeétrnico de 1Lt., llevando hasta el volumen de
aforo con agua desionizada.

Por ultimo se ajusta a pH de 6 0 con NaOH

Se etiqueta y se conserva en refrigeracion.

A-8.1.2 [3-D-GLUCOSA ESTANDAR.

1.

Una vez calibrada la balanza analitica, se procede a pesar 1.8 g de §i-D-

glucosa estandar
Posteriormente se disuelven el polvo en buffer de fosfatos 0.1MpH 6 0y se
vierten en un matraz volumétnco de 100 mL., llevando hasta el volumen de
aforo con el mismo buffer de fosfatos 0.1M pH 6.0.

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

A-8.2.1 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA REGRESION LINEAL SIMPLE

(ANADEVA) [24].

Una vez que se ha obtenido la regresion lineal, debe evaluarse para determinar

si describe adecuadamente la relacion entre {as dos variables y si puede utiizarse

convenientemente con fines de prediccion y estimacion.

Prueba de hipoétesis.

Ho: “X" ¥y *Y" no estan relacionadas
linealmente.
Ha: “X" y °Y" oestan relacionadas
linealmente.

Suma de cuadrados.
SCioa= (B17+B,%+...8,%) - (XBYN)
SCurprcaaa=(AZ+A 4. ALT) — (MATN)

Scnmugﬁ-c.ma = SC!M.;I hd SCe-pl»(,ad.:

N = numero de datos

Variable “X" Variable “Y"
A1l 81
A2 B2
A3 B3

Suma de A.(XA)

Suma de B.(1B)

Pendiente A.(mA)

Pendiente B.(mB)

Tabla ANADEVA para la regresion lineal simple.

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado R.V. Fconca
variacion. Cuadrados libertad Medio. .
Regresion | SCerucans 1 8C s 1 TCMTT
eal 4 o deopieana CMune s pcags
Residual SCincipticasa n-2 SC  nerpucita
;(" o) - -
’t(_)}_a] SC:QL)J n-1 7
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A-8.2.2 ANALISIS DE VARIANZA BIFACTORIAL (ANADEVA) [25).

Se puede emplear la ANADEVA bifactorial si cada tratamiento tiene dos
medidas asociadas con él y son validas las siguientes condiciones:

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

b) Las muestras ab provienen de poblaciones normales

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

Prueba de hipdtesis:

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 diferencia entre las medias v de los diferentes niveles del factor V
Ha: Al menos dos medias de los niveles del factor V difieren.

Para la interaccion de los factores Ay V:

Ho: Las variables T y V no interactuan para afectar la variable de respuesta.

Ha: Las variables T y V interactuan para afectar ta vanable de respuesta.

FACTOR DE ESTUDIO “T"

Factor T1 Factor T2
Factor V1 X111 X2
FACTOR DE ESTUDIO X112 X212
oy X113 X213
Factor V2~ X121 X221
X122 X222
X123 X223
a= nomero de T.(Ej 2)
b= nimero de V.(Ej 2)
r= numero de X por cada factor (E) 3)
T1 B T2 TOTAL
B M1 IX11 _X21 V1
M2 IX12 TTIX2z vz
TOTAL IT1 172 IV=3T




ANADEVA.

Factor de Grados Suma de | Cuadrado Medio |Fexpermmentac.] F.critica
Varianza de Cuadrados (CM). DE TABLAS.
(FV). Libertad (SC).
(GL). )
Factor (T). a-1 |-FC TTTSCTIGLT T T MY
. CM.error
Factor (V). b-1 I-'FC SC VIGLV CMV/
CM.error
Interaccion | (a-1)(b-1) m-1-1 SC.inter/GL. inter CM.inter. /
(T-M). N N B CM.error
Error exp (r-1) (ab) | SC error/GL error
TOTAL <] N

FC= (V= ET)"/ abr

I = [(ZT1)"+ (ET2)7] / br
0= [(EV1)°+ (ZV2)¥) /ar
HI= [(EX11)° + (EX21)% + (EX12)° + (£X22)%) /¢

IV=[E(X11.)7 + £(X21. ) + £(X12. )° + £(X22 )]

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

Método: colorimétrico.

Principio:

O-Toluidina + §- D-Glucosa

Procedimiento:

Complejo azul verdoso.

Volumen de muestra

Volumen de reactivo

Longitud de onda

Tiempo

100 ul

Smi

640 nm

13 min.
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A-8.4 ARTICULO
GLUCOSE DETERMINATION IN COMMERCIAL SERUMS BY
MEANS OF AN
AMPEROMETRIC BIENZYMATIC SENSOR WITH A RIGID MATRIX

Rivera B, Morales-Pérez A*.
Universidad Nacional Autonoma de México, Facultad de Estudios Superiores
Cuautittan Campo 1, Seccion de Quimica Analitica, Av Primero de Mayo s/n.
Cuautitlan lzcalli, Estado de México. CP 54750 México. Tel (525)6232013. Fax
(525)8682491. Email mpa@servidor.unam.mx

ABSTRACT
The objective of the present work consists on the construction

and optimization of an amperometric bienzimatic biosensor of type for
the quantification of glucose in commercial serums. The biosensor s
based on the combined immobilization of the enzymes glucose oxidase
(GOD) and horseradish peroxidase (HRP) in a biocomposite of ngid
matrix. The response is linear between 5.6 mM to 16 mM. For the
studies of the lifetime, it was determined experimentally that in a period
of 3 months, the signal of the bienzimatic biosensor 1s under the
confidence limits of 99%. Finally, it was possible to quantify glucose In
a series of commercial serums using this approach and a good
correlation was observed when our method was compared with a
reference one.

Keywords: Biosensors, Glucose quantification, Horseradish peroxidase, glucose
oxidase, graphite-epoxy thocomposite

INTRODUCTION

Bienzymatic sensors with immobilized biologic matenial in one
biocompositte are rather simple: when the specific substrate for one of
the enzymes 1s added, the enzymatic reaclion takes place and the
product of this reaction 1s the substrate for the second enzyme. In the
last few years, the study of bienzymatic biosensors has increased due
to the fact that using more than onc enzyme increases the sensitivity
[1-9]. This increased sensiivity is associated o a greater efficiency in
enzymalic reactions. In bienzymatic biosensors, the second enzyme s
responsible for the analytical signal, therefore. the second enzyme
determines the detection hmits [10-11]

Electrical communication between redox centers of enzymes and
common electrodes ts essential in amperometric biosensors. 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 kinelic barrier for electron transfer results from
distance of the redox active site from the electrode surface. However,
use of an electron transfer mediator offers an effective means to
establish electrical communications between redox protein and
electrodes. Though direct electrical communications between redox
proteins with low molecular weight such as peroxidases (cytochrome c
peroxidase, horseradish, microperoxidase, lactoperoxidase and fungal
peroxidase) and common eclectrodes are observed, generally, 1t 1s a
slow process. In contrast, electron transfer via mediator 1s more
effective in the bioelectrocatalytic reduction of hydrogen peroxide at
peroxidases-based biosensors and high sensitivity to submicromolar
H,0, is observed [6]. However, the use of chemical mediators
(ferrocene and its derivatives [12], quinones [13], Meldola blue [14],
methylene blue [15], phenazine methosulfate [16]) is restrnicled to
superficial immobilization; usually using glutaraldehyde and albumin
from bovine serum. This causes the biosensors to have a life of about
30 days at the most. One way of solving this problem 1s to immobihize
the biological material in a rigid matrix biocomposite [17-22]. By using
this technique, the effective life of the biosensor is considerably
increased [23] and maximum proximity is achieved between the active
site of the enzyme and the electrode (graphite).

The objective of this study 1s to incorporate the enzymes glucose
oxidase (GOD) and horseradish peroxidase (HRP) in a biocomposite of
rigid matrix for the quantification of glucose in commercial serums. The
proposed biosensor is shown in figure 1.

1IR3 - Protoneme - }" ELLECIROM ’
Je A . 4
HRP ) ‘/
. - & protoheme,,
D # gucose Ve EFAD o MO 4 "
/ ¥
GOD !
I
D ghucono-\ Lactone 4 CFADH, . o, o

Figure 1 Mechanism of bienzyme based biosensor for glucose.



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 (protoheme;q)).

EXPERIMENTAL

Apparatus
All experrments were carried out at controlled temperature using

a thermostat-equipped bath (Lauda). LC-4C amperometric unit
(Bioanalytical Systems) was used.

Reactives

The biocomposite was prepared with graphite powder (Aldrich)
with a particle size of less than 50 ym, epoxic commercial resin (Epo-
Tek H77) and enzymes GOD (E.C 1.1.3.4 obtained from Aspergillus
niger) and HRP (EC 1.11.1.7, obtained from radish)y both from
Worthington Biochemical Co. The Glucose solution (Merck) was made
fresh daily. The support electrolyte used was NaH PO, and Na,HPO;
(Sigma) adjusting the pH with HClI or NaOH solutions (Sigma). All
reaclives were analytic grade and deionized water was a used

(18Q20hms).

Electrodes
A Calomel Saturated Electrode (SCE) was used as reference, a

platinum wire as an auxiliary electrode (both from Tacussel), and the
working electrode was the bienzymatic biosensor. All potentials are
reported for SCE.

Biocompaosite

A biosensor for glucose was constructed as follows: 13.5 myg of
GOD, 8.5 mg of HRP, 151.9 mg of graphite powder and 650 3 mg of
epoxy resin Epo-Tek H77 are perfectly homogenized. The resulting
paste is introduced in the body of the biosensor, built as described by
Cespedes et al [19]. The biocomposite 1s cured at 323 "K for 6 days.
Then it is polished until @ mirror-tike finish s attamned.

RESULTS AND DISCUSSION

Working potential
From previous studies [22] it was determined that the potential at

which the protoheme group from the HRP enzyme is regenerated to ts
active form (reduced) is -300 mV, when it 1s unmobilized in a

54



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

Temperature

Temperature is one of the factors that most affect enzymes. It
has been reported [24] that the maximum enzymatic activity for the
enzymes GOD and HRP in solution is at 310 °K. Therefore, the studies
were conducted between 298 °K and 321°K. A calibration curve was
run for each temperature. The results are shown in figure 2.
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Figure 2 Effect of the temperature i the response of the biosensor  Support
Electrolyte:Phosphate solution 0.1 M pH=6 5

As it can be observed, the sensitivity increases with temperature.
After 313°K the response of the biosensor 1s no longer depending on
the changes in the temperature. Hence, the experiments were carned
out at 315°K.

pH and Temperature

Enzymatic activity is strongly related to pH. Therefore, pH is a
variable that needs to be efficiently controlled so that, within the
limitations brought about by mmobiizing the enzyme in the
biocomposite, maximum activity 1s achieved. However, the pH will not
only affect the response of the enzyme, but also the resin that will be
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used to obtain the biocomposite of rigid matrix. Therefore, the pH
selected has to conform to two requirements: a) the response of the
biosensor has
biocomposite won't be destroyed. By previous studies [25], we know
that the resin epotek H77 laminates if pH is less than 6.0 or higher than
9.0. Therefore, the experiments were carried out at a pH interval of
between 6.0 and 8.5 with increments of 0.5 pH units. The NaH,PO., /
Na,HPO,; system was used as the support electrolyte and to buffer the
pH. The present work will assess the effect of the pH as well as the

support electrolyte

to be

the maximum possible and b) that the

response n the bienzymatic biosensor. The

concentration of the support electrolyte used were 0.01, 0.1 and 0.5 M.
Table 1 shows the values of the average slope values, obtained from 5

calibration curves.

Table 1 Average sensiiviies {(pAmM ') with dewviation standard. in all cases the support
electrolyte (S E.) 1s a NaH PO, / Na _HPO, solution at different concentrations and different

pH values

]

¢ 0,01 28576 . 27888

! ] ; $390 | 2241 |
| 701 ] 31023 ¢ 34739 |
P #1175 1 £100
I'"05 [31278 | 34705 |
i | #2641 2118 |

| S.E(M) |pH=6.0] pH=6.5 | pH=7.0 pH =7.5

28093 | 27276

£267 | 250
33216 | 31150
£99 £196

32630 | 32218
| 2276

+253

i
'
t
i

pH=8.0 | pH=8.5
26442 . 25337

£276 . 2273
28663 | 25980
1308 | 191
28850 | 25008

308 | 2274

It can be observed that when the pH is buffered at a value of 6.5
and the support electrolyte concentration is 0.1 or 0.5 M, the highest
sensitivity 1s achieved.

Once the
concentration 1s achieved, the effect of an inert sait in the biosensor
response was assessed. Usually, the role of the inert salt (NaCl or
KCl), 1s to decrease the resistance of the medium. The results are
shown in table 2.

optimum

pH value

and

support  electrolyte

Table 2 Average siope vatues (uAmM ') In all cases, the support electrolyte (S E ) 15 a
solution of NaH PO, / Na,HPO, . buffered at pH 6 §

P e

NaCl (M)
00
0.1

05

i
1

1

SE=0.1M
34739 + 100

347292103
341222130

[

S.E= 0.5M
34705 + 120
34250 + 240
327451220



When the NaCl concentration is 0.5 M and regardless of the
support electrolyte concentration, the sensitivity decreases if compared
to the system where no NaCl is present. When the support electrolyte
concentration is 0.5 M, the sensitivity is lower with different
concentrations of NaCl as compared with the system when the support
electrolyte is 0.1 M. A higher sensitivity is observed when the support
electrolyte concentration is 0.1 M and it doesn’t change with a salt
concentration of 0.1 M or if the salt is absent. From the information
obtained in tables 1 and 2, the experimental conditions where the
highest sensitivity is obtained are: Phosphate solution 0.1 M as support
electrolyte adjusting the pH value at 6.5 and adding NaCi 0.1 M,
applying a Potential of —-300 mV and maintaining a temperature of 315
°K. These will be the experimental conditions for the following studies.
Linearity Interval

From figure 3a, it can be noted that the bienzymatic biosensor
responds within an interval of concentrations of 0.8 mM to 24 mM of
glucose. After a concentration of 18 mM, there are no more significant
changes in the current after adding glucose; this is an indication that
the enzyme has been saturated. With these results. it was determined
that the imearity interval lies between 56 and 16 mM of glucose
(Figure 3b). The detection limit for the instrument lies between 0.5 mM
(S/N=3).
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Figure 3 Response of the biosensor to glucose addiions Support electrolyte phosphate
solution 0 1 M, pH=6 5 NaCI0 1 M T= 315K

Reproducibility and half life time.

Two series of biosensors sere prepared and labeled as N and R,
in order to establish its elaboration from different biocomposites to be
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equivalent. Punctual current measurements were done for a glucose
concentration of 10.4 mM in the system. Figure 4a shows the results.
As it can be observed, after 10 successive measurements, the current
values are within the confidence limits established at 99% (continuous
lines) for the two series of biosensors that were manufactured. To
assess the time in which the response is equivalent, study was
conducted as in the reproducibility studies. Figure 4b shows the resulls
in three months. The current is within the confidence interval of 99% for
both series of biosensors.
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Figure 4. Study of the vanation of current a)Reproducibility and b)Half Life tme: (o )
Biosensors of N senes. (s ) Biosensors of R senes The continuous lines correspond to
the 99% confidence intervals The dotled hnes show the average value. Expernmental
condtions are described in Figure 3

In order to establish the difference in the current values shown in
figure 4b, a vanance analysis (ANOVA) was done. Results are shown

in table 4.
Table 4. ANOVA for the intormation has shown in figure 4b
: Calculate F F from tables at 99%
N o S . i
! Month-biosensors ! 067 ‘ 482

Therefore, the results obtained for the currents shown in figure
4b, are statistically equivalent. In order to establish if the biocomposite
is homogeneous and the enzymes were adequately immobilized.
Punctual current values were obtained for two conditions: When the
surface of the device was polished, and when it was not. The results




for these experiments are not shown. Then, an ANOVA analysis was
performed resulls are shown in table 5.

Table 5. ANOVA study, only the N series was used when polished or not the surface of the
biosensor.
P e

[ " Calculate F } Ffrom tables at 99%

,— Biosonsor-surface J; ' B - R R o V2
As the calculated F is smaller than the F from tables, it can be
established that the response of the biosensor does not depend on the
condition of the surface. With this result it is possible to state that the
enzymes were adequalely immobilized and that the biocomposite s

homogenous.

GLUCOSE DETERMINATION IN A COMMERCIAL SERUMS

Once the optimal experimental conditions were established,
glucose was quantified in mexican commercial serums. Each
measurement was repeated 5 times. Furthermore, the quantification
was verified by means of a standard method (Kit Sigma 635) and
statistical studies were done. The results are shown in table 6.

Table 6 Glucose quantification i serums Method 1 (Bienzymatc thosensor) Method
2 (Spectrophotometnc method) The glucose levels are reported as glucose grams per 100
mt. ol serum

Sample i Label ; Mecthod 1 : Mecthod 2
1 : 2 202001 [ 21:005
2 : 5 502007 504003
3 2 20+ 001 . 20+004
4 ! 5 4952004 1 50:001

As it can be observed, the data i1s consistent for both methods
and therefore, to what the serum label states. It can be concluded that
the bienzymatic biosensor 1s a feasible option to quantify glucose in
serum. Using a biosensor has the advantage of a much shorter time of
analysis: about 2 minutes.

CONCLUSIONS

It is possible to successfully incorporate two enzymes in one ngid
biocomposite. It was demonstraled that temperature, pH and the
concentration of the support electrolyte affect the response of the
biosensor. It was found that the maximum response s obtained at
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315°K at a pH value of 6.5 when buffering with a phosphate solution
0.1 M, adding NaCl 0.1 M. The analytical signal was reproducible when
doing repetitive measurements. The half time life was at least 3
months. The response was found to be within the 99% confidence
limits. Finally, it was possible to quantify glucose in serum and the
results obtained are ecquivalent! to results of a spectrophotometric
method.

ACKNOWLEDGEMENTS
A. Morales-Pérez thanks the National Council of Science and

Technology CONACYyT for the support through the grant E-32766-J.

REFERENCES

[1] Scheller F., Schubert F., Pfeiffer D., Hintsche R., Dransfeld 1.,
Renneberg R., Wollenberger U., Riedel K., Pavlova M., Kihn M.,
Malier H., 1989, Analyst, 114, 653.

| Kulys J., Schmid R., Biosensors & Bielectron., 1991, 6, 1, 43.

] Gibson T. D., Hulbert J. N., Parker S. M., Woodward J. R., Higgins
l. J., 1991Biosensors & Bielectron., 7, 10, 701.

|4] Buttier T., Gorton L., Jarskog H., Marko-Varga G., Hahn-Hagerdal

N., 1994, Biotechnol. Bioeng., , 44, 3, 322.
I5] Marko-Varga G., Johansson K., Gorton L., 1994, J. Chromatogr., ,

2
R)

660, 1-2, 153.

j6} Liu H., Ying T., Sun K., Li H., Qi D. 1997. Anal. Chim. Acta, 344,
187.

|71 Abass A. K., Hart J. P., Cowell D. Sensors and Actuators B, 2000,
62, 148.

[S} Vidal J. C., Garcia E., Castillo J. R. Sensors and Actuators B,
1999, 57, 219.

[9] Jonsson-Pettersson G., 1991, Electroanalysis, 3, 741.

{10} Scheller F., Schubert F., Pfeiffer D., Hintsche R., Dransfeld Y.,
Rennerberg R., Wollenberger U., Riedel K., Pavlova M., Kihn M.,
Mdller H., 1989, Analyst, 114, 653.

{11} Scheller F., Schubert F., Rennerberg R., Muller H., Janchen M.,
Weise H., 1985, Biosensors, 1, 135.

[12} Muichandani A., Wang C. L., Weectall H. H., 1995, Anal. Chem.,
32, 375.

{13] Sanchez P. D, Blanco P. T., Alvarez J. M. F., Smith M. R,
O'Kennedy R., 1990, Electroanalysts, 2, 303.

60



[14] Liu H., Zhang X., Wei J., Wu X.,, Qi D., Liu Y., Dai M., Yu T., Deng
J. 1996, Anal. Chim. Acta, 329, 97.

[15]) LiuH., Qian J., Liu Y. Yu T., Deng J. 1996, Talanta, 43, 111.

[16] Qian J., Liu H., Liu T., Yu T., Deng J, 1995, J. Electroanal. Chem.,
397, 157.

[17]) Céspedes F., Martinez-Fabregas E., Alegret S., 1993, Anal. Chim.
Acta., 284, 21.

[18] Alegret S., Ceéspedes F., Martinez-Fabregas E., Martorell D.,
Morales A., Centelles E., Mufoz J., 1996, Biosensors &
Bioelectronics, 11, 35.

[19] Céspedes F., Martinez-Fabregas E., Alegret S., 1994,
Electroanalysis, 6, 759.

[20] Morales A., Céspedes F., Martinez-Fabregas E., Alegret S., 1998,
Electrochimica Acta, 43, 23, 3575.

{21] Galan-Vidal C.A., Mufoz J., Dominguez C., Alegret S., 1995,
Trends in Analytical Chemistry, 14, 225.

[22] Morales A., Céspedes F., Mufioz J., Martinez-Fabregas E.,
Alegret S. 1996, Anal. Chim. Acta, 332, 131.

[23] Morales A., Céspedes F., Alegret S., 2000, Materials Science &
Engineering C., 7, 99.

[24] Worthington  Von  Editor  Worthington Enzymes  Manual.
Worthington Biochemical Co 1993., New Jersey USA,

|25] Céspedes Mulero F., Tesis Doctoral: Desarrollo de matenales
compuestos grafito-epoxy de matriz modificada quimica vy
biolégicamente, y su utilizacion en la construccion de biosensores
amperométricos 1993. Universitat Autonoma de Barcelona,
Espana.

61



	Portada

	Índice

	Capítulo I. Introducción

	Capítulo II. Aspectos Teóricos

	Capítulo III. Materiales y Métodos

	Capítulo IV. Resultados y Análisis de Resultados

	Capítulo V. Aplicaciones

	Capítulo VI. Conclusiones

	Capítulo VII. Bibliografía

	Capítulo VIII. Anexos




