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CAPITULO I: INTRODUCCION

El campo de los biosensores encontrd su origen en 1962 de la mano de los
trabajos de dos grupos de investigacion independientes, uno compuesto por Clark y
Lyons?, y el otro por Guilbault y colaboradores?3. Estos desarrollos permitieron que,
algunos afos después, se comercialice el primer dispositivo disefiado para la
cuantificacion de un analito utilizando un biosensor como elemento de deteccion. Mas
adelante, en el ano 1986, Di Gleria y colaboradores* describieron un procedimiento que
sentd las bases para la comercializacion masiva de biosensores de uso doméstico

mediante la introduccion de mediadores rédox.

A partir de estos precedentes, los biosensores han tomado un rol analitico
significativo en la medicina siendo un aliado fundamental en los controles personales de
glucemia en pacientes diabéticos. Sin embargo, también crecié su interés en otros
campos de aplicacion tales como la agricultura, la seguridad alimenticia, el
procesamiento de efluentes, el monitoreo medioambiental e industrial, entre otros.
Para el afio 2015, se dimensiono el mercado de los biosensores alrededor de los 17300
millones de ddlares®. Esta magnitud se debe no sélo a las aplicaciones en diagnostico
médico, sino también a las aplicaciones industriales, a la popularidad de la tecnologia,
el aumento en la incidencia de enfermedades crdnicas (como la diabetes) y la creciente
necesidad de monitoreo medioambiental. Como en cada caso en que una innovacion
cientifica se vuelve aplicable, el incremento en cuanto al volumen de bibliografia
publicada ha sido fenomenal. Se calcula que afo a afo se producen mas de un 10% del
total acumulado de trabajos publicados®. En un manuscrito dado a conocer hace ya
varios anos, pero que mantiene una vigencia absoluta, Kissinger” hace foco en esta
explosion de publicaciones. El autor discute acerca del motivo por el cual se continva
investigando en el desarrollo de biosensores para la cuantificacidon de analitos que no
presentan interés o necesidad alguna de determinacion, alegando que muchos de los

biosensores se publican debido a que es posible construirlos y no porque exista una real
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necesidad de hacerlo o una aplicabilidad ya sea mediata o inmediata. Incluso, la gran
cantidad de trabajos hace que sea engorroso tratar de diferenciar publicaciones en las
que se presenta una verdadera innovacion en el campo de los biosensores, frente a
aquellas en las que se enmascara como biosensor a un determinado arreglo

experimental bajo pretexto de su capacidad de deteccion de una sustancia en particular.

Frente a este panorama es necesario preguntarse, ;por qué trabajar en el
desarrollo de un biosensor que lleve a cabo la misma cuantificacion que otro ya
elaborado? ;Tiene sentido investigar en el desarrollo de un biosensor por ejemplo de
glucosa, cuando su uso esta tan consolidado? La respuesta es que el trabajo sera
productivo y la investigacion tendrd mas sustento siempre y cuando el sensor que se
desarrolle presente ventajas claramente definidas sobre los existentes, en alguno de los

varios aspectos analiticos’.

Una forma de clasificar a los biosensores reside en diferenciarlos teniendo en
cuenta la forma en que se utilizan’. Por un lado existen biosensores que permiten
analizar compuestos de mantera cuantitativa, semi—cuantitativa, o cualitativa; mientras
que por otro lado pueden ser utilizados de manera continua, intermitente e incluso en
forma de uso Unico. Estos Ultimos son los mas comunes cuando se llevan a cabo
controles diarios de glucosa en sangre. Tienen la ventaja de que, en la misma tira
reactiva se encuentra el elemento sensor, el transductor y la celda de reaccion.
Asimismo, son faciles de usar y no requieren de un equipamiento costoso y complejo.
La mayoria de los trabajos de investigacion se enfocan en el desarrollo de este tipo de
sensores, en los que se utilizan diferentes estrategias de inmovilizacion de enzimas
sobre superficies reactivas, incorporando en muchos casos nanotecnologia para
mejorar las respuestas obtenidas. Sin embargo, estos desarrollos prestan demasiada
atencion en obtener mejor sensibilidad y limite de deteccion, olvidando el costo de los
materiales utilizados, y la laboriosidad de los procedimientos necesarios para tener la
respuesta deseada, lo que conduce a una muy limitada aplicabilidad. Ademas, en
general, la respuesta de estas tiras reactivas no es tan precisa comparada con otros

métodos de laboratorio’. Una buena parte de los biosensores que se presentan en la
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literatura muestran excelente limite de deteccidn e intervalo lineal, incluso buena
estabilidad y baja influencia a la presencia de interferentes. Sin embargo, nada dicen
acerca de cdmo se mantiene el limite de deteccidon o el intervalo lineal, luego de

transcurridas semanas de su ensamblado®.

Los biosensores de uso intermitente son otra alternativa, en la que el sensor se
utiliza en una celda de flujo, que automaticamente renueva su contenido reutilizando el
sensor adosado a ella. En términos generales, éstos presentan mayor precision,
exactitud y sensibilidad en la determinacion frente a los biosensores de uso Unico. Esto
se complementa con el menor costo por cuantificacion debido a que en muchos casos
pueden ser utilizados durante semanas, e incluso meses. La principal desventaja que
presentan es que su uso no es tan simple como en el caso de los biosensores
descartables. Normalmente, requieren de un arreglo experimental un poco mas
complejo, lo que hace que tecnoldgicamente sea mas dificil su aceptabilidad y

subsecuente escalado comercial.

Los biosensores tipo sandwich son un exponente de sensores de uso
intermitente. Su elaboracion se basa en la inmovilizacion de una enzima, sensible al
analito a cuantificar, dentro de una matriz proteica que se atrapa dentro de dos
membranas hidrofilicas. Estas membranas limitan el pasaje de moléculas de gran
tamafio y pueden modificarse para impedir el paso de interferentes®. Un factor clave en
este tipo de sensores es la forma en que se elabora la matriz de anclaje. El tipo de
moléculas utilizado en la formacidn del soporte influye directamente en las propiedades
fisicoquimicas y en el microambiente en el que se inserta la enzima. La actividad, la
estabilidad y el tiempo de respuesta son consecuencias directas del proceso de
inmovilizacion, de las caracteristicas geométricas del sensor y del tipo de material

electroactivo utilizado en el electrodo transductor9°,

La glucosa es, posiblemente, uno de los compuestos bioldgicos mas
importantes para la vida. Siendo el principal combustible para el metabolismo, es
responsable de generar gran parte del potencial energético para el crecimiento y

reproduccion de muchas especies. Existen una gran cantidad de ensayos analiticos que
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permiten determinar glucosa en productos alimenticios. Sin embargo, generalmente es
dificil identificar y cuantificar glucosa de manera especifica, dada la presencia de tantas
moléculas bioquimicamente similares. Los primeros intentos rudimentarios implicaron
la utilizacion de métodos colorimétricos que permitieron detectar de forma inespecifica
fragmentos de azUcares en sangre y orina. Las nuevas tecnologias y el avance en el
conocimiento bioquimico, dieron lugar a métodos especificos para combinaciones de
monosacaridos o para glucosa Unicamente. Si bien estos métodos se desarrollaron con
el objetivo principal de diagnosticar y controlar la diabetes humana, demostraron ser
efectivos para cuantificar glucosa en extractos de plantas y productos alimenticios

como jugos y miel.

En el campo de la industria alimentaria y de analisis ambiental, ha surgido en el
ultimo tiempo la necesidad del monitoreo de compuestos fendlicos de naturaleza
generalizada®?. Estos compuestos son comunes en frutas y verduras, asi como también
son los responsables de las propiedades organolépticas de productos elaborados como
el vino y el aceite de oliva®>*4. En algunos farmacos y alimentos, fenoles con capacidad
antioxidante son agregados para preservar el estado de oxidacion de otras especies. Sus
propiedades antioxidantes han demostrado ser de ayuda en la prevencion del cancery
algunas enfermedades cardiovasculares®. Por otro lado, existen algunos fenoles que
son altamente contaminantes, en especial las especies cloradas. Estas especies llegan a
las aguas naturales a través de los efluentes que se generan en actividades industriales
como las refinerias de carbon, la produccion de resinas, pinturas, textiles, pulpa para la
fabricacion de papel, entre otros. Esto hace que muchos organismos acuaticos, en los
que se incluyen los peces, estén afectados por estos contaminantes. Debido a esta
toxicidad, algunas especies de fenoles estan sujetas a estrictas regulaciones para limitar
su presencia en el agua*?. Tanto la Comision Europea como la Agencia de Proteccion
Ambiental norteamericana han creado listas y clasificaciones que establecen limites

para estas sustancias, tanto en cursos de agua naturales,

como en agua potable. Las técnicas mas comunes para determinar compuestos

fendlicos son las espectrofotométricas y las cromatograficas. Mediante estas técnicas

15



es posible identificar y cuantificar fenoles con gran precision. Sin embargo, estos
métodos necesitan de un tratamiento de la muestra algo laborioso, lo que imposibilita
el monitoreo de estos analitos en lugar en el que se toma la muestra. El uso de
biosensores aparece como una alternativa viable a las técnicas analiticas clasicas, ya que
compiten en selectividad y sensibilidad, y son superiores en cuanto al tiempo de ensayo

y costo por cada analisis.

El objetivo general de este trabajo es la construccion de biosensores tipo
sandwich para glucosa y catecol, que sean aptos para cuantificar estos analitos en
matrices complejas como la sangre o productos alimenticios. Es este sentido, se
pretende que sean lo suficientemente robustos como para soportar distintas
condiciones ambientales y que mantengan sus propiedades analiticas durante varios
dias. Para lograr esto, fue necesario comprender la relacion existente entre las
propiedades fisicoquimicas de las matrices poliméricas que se utilizaron como medio de
inmovilizacion enzimatica y la respuesta analitica de los biosensores que se
construyeron con las diferentes matrices. La principal hipdtesis de este trabajo radica
en poder demostrar que las propiedades del medio de anclaje y su interaccion con las
biomoléculas son quienes influyen sobre la respuesta electroquimica de un sensor
enzimatico. Para probar esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1: Estudiar la actividad de las enzimas glucosa oxidasa y lacasa cuando se
encuentran inmovilizadas en matrices de hidrogel compuestas por proteinas y/o

polimeros de origen natural o sintético.

2: Evaluar la relacion entre la sensibilidad e intervalo lineal del sensor en funcion
tanto de la composicion y grado de entrecruzamiento de la matriz de anclaje, como de

la concentracion de la biomolécula empleada.

3: Estudiar propiedades fisicoquimicas como viscoelasticidad, permeabilidad,
difusion e hinchamiento de las matrices en funcion de la composicion y del grado de

entrecruzamiento.
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4: Desarrollar, mediante técnicas de simulacion numérica, modelos para evaluar

las constantes relacionadas con la cinética enzimatica.

5: Vincular caracteristicas analiticas como el limite de deteccion, sensibilidad e

intervalo lineal de cada sensor con las propiedades fisicoquimicas del hidrogel.

Los experimentos planteados para alcanzar estos objetivos, conjuntamente
con los trabajos previos del grupo de investigacion, fueron utilizados para entender de
manera profunda el comportamiento de las matrices de anclaje y su interaccion con las
enzimas. De este modo se podria llegar a prever la respuesta que se obtendria al
incorporar una determinada enzima en una mezcla de polimeros entrecruzados, y asi
disefiar las estructuras que se necesitan para la construccion de un determinado

biosensor.
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CAPITULO Il: FUNDAMENTOS TEORICOS

[l.2 Biosensores

Uno de los procesos fundamentales dentro de los sistemas bioldgicos es el
reconocimiento molecular. Para ello, existen en la naturaleza una gran variedad de
estructuras biomoleculares que son capaces de reconocer con gran selectividad alguna
propiedad especifica de una especie entre un conjunto de ellas. Esta propiedad puede
ser aprovechada con fines analiticos y de este modo disefiar sensores para detectar

dichas especies®.

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define a un sensor
quimico como un dispositivo que transforma informacién quimica, como la
concentracidon de un componente en una muestra, en una sefial analiticamente Util. La
informacion puede originarse de una reaccion quimica del analito o de una propiedad
fisica del sistema que se encuentra en investigacion?. Los sensores quimicos,
generalmente, estdn compuestos por dos elementos en serie: un sistema de
reconocimiento quimico (receptor) y un transductor fisicoquimico®. El receptor es la
parte del sensor donde lainformacion quimica es transformada en otra forma de energia
que puede ser medida por el transductor. A su vez, en el transductor se transforma la
energia aportada por la informacion quimica en una sefal analitica util. Aquellos
sensores quimicos en los que el sistema de reconocimiento utiliza un mecanismo

bioquimico se denominan biosensores7:8,

El proceso analitico comienza cuando el sistema de reconocimiento bioldgico
transforma informacion desde el dominio bioquimico (usualmente la concentracion de
un determinado compuesto) en una sefal que puede ser fisica o quimica, con una
sensibilidad definida. Esta sefal llega al transductor fisicoquimico, en contacto intimo
con el receptor®® (Figura II-1). El transductor toma la sefial del receptor y la transforma,

en la mayoria de los casos, en una sefal eléctrica posible de ser cuantificada, procesada
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y almacenada. Este elemento, por lo tanto, determina la eficacia en el procesamiento
de la sefal del biosensor. Los transductores mas utilizados son los electroquimicos,

opticos, magnéticos, piezoeléctricos y calorimétricos®.

Muestra Biosensor Respuesta

Cambio en . . S
. bamm  — Piezoeléctrico é;?
Enzima - 7
Anticuerpo ‘ Sustancia ElectrodoE1

=L

‘ ‘ electroactiva

Célula
Detector
. Lvz —
Bacteria ‘ ‘ fotométrico -

L=

Calor —> Termistor

— TIT

e

5
[
A
W

. RECEPTOR | TRANSDUCTOR ' 0 J

Figura ll-1: Esquema generalizado de un biosensor.

El receptor es una de las partes mas importantes del biosensor debido al rol
indispensable que cumple en el reconocimiento de la molécula de interés. InteractUa
selectivamente con el analito con el que se puede complementar ya sea en estructura
y/o en composicion, lo que proporciona la gran especificidad propia de estos sistemas.
Esta interaccion entre el receptor y el analito debe tener ademas gran afinidad y
estabilidad, para que el biosensor sea exitoso. Existen dos grandes tipos de receptores
bioldgicos, los biocataliticos (enzimas, células u organelas celulares, microorganismos)

y los bioligandos (anticuerpos, lectinas, acidos nucleicos, aptameros)*®2°,

Il.L1.1 Biosensores amperométricos enzimaticos

En la actualidad, la gran mayoria de los biosensores presentados en la literatura
y utilizados en analisis clinico se basan en la transduccion electroquimica de la sefal
proveniente del elemento de reconocimiento. Este hecho se debe a que existe una serie
de ventajas en el uso de estos transductores. En primer lugar hay una transduccion
directa e instantanea hacia la sefal de lectura debido a la naturaleza eléctrica del
fendmeno, lo que permite la monitorizacidn de la cinética de la reaccion. Debido a esto,

los limites de deteccidon que se obtienen son suficientes y adecuados para la
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cuantificacion de muchos analitos de interés aun en muy bajas concentraciones, aunque
esto no solo depende del transductor. En segundo lugar, si la sefal eléctrica es
significativa, la instrumentacion que se requiere para su uso es relativamente simple y
de bajo costo. En tercer lugar, la naturaleza interfacial de las medidas electroquimicas
hace que se necesiten pequenos volUmenes de muestra para realizar una
determinacion. Por otra parte, también existen algunas desventajas, como la necesidad
de utilizar un electrodo de referencia estable para realizar las medidas y la selectividad
relativamente baja de las superficies utilizadas como transductores. Este Ultimo
inconveniente puede subsanarse en gran medida mediante el uso de sistemas con

mayor reconocimiento especifico.

Desde su primera aparicion en 1962, la cantidad de trabajos publicados
asociados al desarrollo de biosensores se ha incrementado afio a afno?°. Sin lugar a
dudas, el tipo mas numeroso de biosensores corresponde a aquellos que utilizan
enzimas como elemento de reconocimiento. Las enzimas son proteinas que catalizan
las reacciones bioquimicas en los seres vivos. En estas reacciones, la molécula
transformada se denomina sustrato y en la mayoria de los casos implica el uso de otro
reactivo (cofactor) para poder generar el o los productos de la reaccion. Los biosensores
enzimaticos pueden cuantificar ya sea el aumento de las especies producidas, asi como
la disminucion de las especies consumidas. La reaccion enzimatica es eficiente y
extremadamente selectiva, por lo que en las aplicaciones analiticas se considera
simultaneamente la presencia de dos factores, el factor de reconocimiento y el de
amplificacion. Una de las mayores ventajas es que, en presencia del mediador, luego de
su reaccion con el sustrato, las enzimas regeneran su estado inicial y no es necesario
ningun tipo de tratamiento para restablecer el biosensor. Debido a que comunmente el
proceso de regeneracion es bastante rapido, el biosensor responde continua vy

reversiblemente al analito de interés.

Generalmente los biosensores amperométricos utilizan la técnica
electroquimica de cronoamperometria para registrar la reaccion enzimatica. En esta

técnica, las especies quimicas (sustancias electroactivas) se oxidan o reducen en un
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electrodo conductor a potencial constante. Este es el método que se aplica usualmente
en los biosensores que se encuentran disponibles comercialmente. La celda
electroquimica, el arreglo experimental donde se colocan los electrodos y el electrolito
soporte, generalmente esta formada por tres electrodos: el electrodo de trabajo, cuya
superficie electroactiva puede estar compuesta por diferentes materiales como platino,
carbono vitreo, pasta de carbono, oro; un electrodo de referencia (generalmente
Ag|AgCl) que permite controlar el potencial aplicado al electrodo de trabajo; y un contra
electrodo o electrodo auxiliar que cierra el circuito eléctrico y evita que se despolarice el
electrodo de referencia al impedir que circule corriente en él. En la Figura Il-2 se muestra
una representacion esquematica de un biosensor amperomeétrico enzimatico?*. Cuando
al electrodo de trabajo se le aplica un potencial positivo con respecto al potencial formal
de la reaccion, se produce la oxidacion de la especie electroactiva. Por el contrario, al
aplicarse potenciales negativos con respecto al potencial formal de la reaccion rédox de

un analito electroactivo, la reaccion que ocurre es una reduccion.

Los sustratos de la reaccion difunden a la superficie del electrodo donde se lleva
a cabo el proceso rédox, y la corriente que se mide de la celda es proporcional a la

concentracion del analito de interés en la muestra.

Sustrato
(Estimulo)

- Sensor

| Reaccidn enzimatical

Producto

|Reaccién electroquimical

| Potencial

(Control)

Electrdn
(Respuesta)

Figura ll-2: Esquema de un biosensor amperométrico enzimatico?*.

El primer biosensor amperométrico enzimatico descrito en bibliografia,

desarrollado por Clark y Lyons?, fue un sensor que utilizaba a la enzima glucosa oxidasa

21



(GOX) inmovilizada sobre la superficie de un electrodo sensor de oxigeno. En él, la

enzima se atrapaba mediante el uso de una membrana de dialisis que impedia el paso

de moléculas de gran tamafo, pero permitia la difusion de oxigeno y glucosa desde la

matriz de trabajo, por lo que la enzima quedaba encerrada cerca de la superficie del

electrodo. Muchos biosensores enzimaticos incorporan el uso de membranas

permeoselectivas, tanto internas como externas ya que cumplen importantes

funciones?s:
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Capa protectora. La membrana externa evita que moléculas de gran tamano,
como proteinas o células en muestras bioldgicas, entren al sensor e interfieran
con la reaccion. También, reduce la pérdida de componentes hacia la muestra.
Esta membrana es particularmente indispensable para el desarrollo de sensores
para uso in vivo. Ademas, la correcta elecciéon de una membrana puede
determinar distintas propiedades de permeoselectividad debido principalmente
a la diferencia de carga con interferentes, lo que permite disminuir la influencia
de estos Ultimos?.

Barrera difusional. Debido a que las enzimas presentan una cinética de reaccion
que en la mayoria de los casos puede simplificarse de acuerdo al modelo de
Michaelis — Menten, la velocidad de reaccion generalmente no es lineal con
respecto a la concentracion del sustrato. Sin embargo, el intervalo lineal puede
ser extendido si el sensor responde de manera controlada por la difusion del
analito y no por la velocidad de reaccidon enzimatica??. Esto, puede lograrse
colocando una membrana sobre la superficie enzimatica que, mientras mas
delgada sea, menor sera el tiempo de respuesta del sensor. Por otro lado, cuando
es grande la cantidad de enzima activa que se utiliza dentro del sensor, la barrera
difusional hace que la respuesta sea independiente de su concentracion.
Ademas, la membrana le confiere mayor estabilidad a la respuesta ya que
funciona como filtro para las perturbaciones mecanicas que pueden generarse

en la solucion?®,



e Biocompatibilidad y bioestabilidad. Cuando los sensores se ponen en contacto
con tejido o fluidos bioldgicos estan sometidos a dos tipos de alteraciones®:

o Alteracion de la muestra bioldgica debido a reacciones causadas por la
introduccion del sensor. Los sensores pueden ser toxicos, cancerigenos,
generar mutaciones o reacciones inmunoldgicas, o producir trombos en
caso de que se introduzcan directamente en la circulacion sanguinea.

o Modificacién de las propiedades operativas del sensor por componentes
de la muestra bioldgica. Las sustancias presentes pueden obstruir los
poros de la membrana externa e interna dificultando la difusion de los
sustratos y de los productos. Ademas, ciertos componentes puede inhibir

la reaccion enzimatica.

Para los sensores destinados al uso in vivo la eleccion que se haga de la
membrana externa resulta fundamental para tener la estabilidad necesaria una
vez implantado. Existen membranas de policarbonato, coldgeno o acetato de
celulosa, pero también se pueden generar membranas mediante diferentes
técnicas, para que el sensor implantado no afecte el funcionamiento del medio

en el cual esta inmerso, ni que se vea afectado por él.

Las oxidasas son las enzimas mayormente utilizadas en el desarrollo de
biosensores amperométricos. En muchos casos, el cofactor natural de estas enzimas es
el oxigeno molecular, que se transforma en perdxido de hidrégeno durante la reaccion
con el sustrato (Figura II-3 — A). Los sensores electroquimicos que incluyen sodlo el
elemento de bioreconocimiento y el transductor se clasifican cdmo biosensores de
primera generacion®. En este caso, el electrodo de trabajo se polariza a un potencial
apropiado para oxidar o reducir al peroxido generado. La corriente medida sera
proporcional a la concentracion del sustrato debido al cambio en la concentracion del
perdxido en la interfase del electrodo. El principal inconveniente de este método es que
la alta selectividad lograda por el elemento de reconocimiento puede verse
contrarrestada por la baja selectividad de la deteccion electroquimica, causada por la

magnitud de los potenciales que deben ser aplicados.
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Si bien existe una gran variedad de combinaciones posibles entre
biorreceptores y transductores, muchas veces se detecta la demanda de mejoras en la
comunicacion entre ambos. En estos casos, se utilizan compuestos intermediarios que
actuan como mediadores rédox entre el receptor bioldgico y el transductor®+. Los
biosensores de segunda generacion se basan en el reemplazo del cofactor natural por
un mediador rédox, que tenga caracteristicas quimicas apropiadas y un potencial
estandar adecuado pararegenerar el centro rédox de la enzima, Figura ll-3 - B. Este tipo
de sensores utiliza mediadores que pueden difundir dentro del compartimiento que
define lamembrana externa o que se encuentran adheridos a la superficie del electrodo.
La forma oxidada y reducida de estos compuestos debe ser estable y debe reaccionar
rapidamente tanto con la enzima como con la superficie del electrodo. Mediante el uso
de mediadores, es posible utilizar potenciales en los cuales se evita la reaccion de
algunos de los interferentes electroactivos. La principal desventaja es que suele ser
necesario llevar a cabo analisis en matrices complejas, en las que la contaminacion con
el mediador artificial no esta permitida. Por otro lado, la reutilizacion de los sensores
puede verse afectada por la pérdida del cofactor a medida que se repiten los ensayos

CON un MisMo sensor.

Sustrato Producto Sustrato Producto Sustrato Producto

ELECTRODO ELECTRODO ELECTRODO
A B c

Figura l1-3: Esquema de funcionamiento de un biosensor amperométrico que utiliza una enzima del tipo oxidasa, con
oxigeno molecular como cofactor (A), con mediadores rédox (B), o mediante transferencia directa de electrones entre la
enzima y el electrodo (C).

La tercera generacion de biosensores amperométricos, que es la mas reciente,

se basa en la eliminacion del mediador de la reaccion enzimatica, Figura II-3 — C. Estos
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sensores funcionan a potenciales relativamente bajos, cuyos valores estan definidos por
el potencial rédox del centro activo de la enzima?325. En este caso, los electrones se
transfieren directamente desde la enzima, via sitio activo, a la superficie del electrodo.
Para lograr la transferencia directa de electrones es necesario disminuir notablemente
la distancia entre el sitio rédox enzimatico y la superficie del electrodo. Actualmente, se
considera que este acercamiento se puede lograr con el uso de nanotubos de carbono u
otro tipo de nanoparticulas. Sin embargo, la capacidad con que se cuenta en la
actualidad para manipular nanoparticulas en un biosensor es muy limitada. Por
consiguiente, el tipo de conexion que se efectia puede ocasionar cambios
conformacionales de la enzima, con la correspondiente pérdida de actividad. Es por

esto, que aun existen varios desafios a sortear en esta clase de sensores?.

II.2 Inmovilizacion de enzimas

Las enzimas son proteinas desarrolladas evolutivamente para catalizar
reacciones especificas dentro las células vivas. Las condiciones en que se llevan a cabo
las reacciones enzimaticas dentro de los biosensores difieren ampliamente a las del
ambiente natural en que funcionan estas proteinas. La inmovilizacion debe llevarse a
cabo de manera que se permita a la enzima mantener su conformacion activa, de modo
que sea cataliticamente funcional. Las razones para preparar y utilizar enzimas
inmovilizadas son multiples. La posibilidad de separarlas con facilidad de los productos
y la reutilizacion son dos de los principales beneficios que se obtienen?®, ya que se

simplifica su aplicacion y se reducen los costos de su uso.

La inmovilizacion es un proceso complejo y el desempeiio final dependerd de
las caracteristicas individuales de la enzima y de los componentes del soporte, asi como
del conjunto que ellos formen. Por un lado, deben tenerse en cuenta las propiedades
bioquimicas de las enzimas, el tipo de reaccion y la cinética enzimatica, y por otro lado
deben considerarse las caracteristicas quimicas y mecanicas del soporte, ya que ambos

determinaran las propiedades del sistema en conjunto. De esto depende la eficiencia

25



del método de inmovilizacion, el transporte de masay la estabilidad operacional, lo que

genera variabilidad en el rendimiento alcanzado.

Se puede definir a la inmovilizacién como el proceso en donde se retienen
moléculas de enzima en una fase, fijada en la superficie o dentro de un soporte sdlido,
permitiéndose el intercambio con la fase solucidon en la cual estan dispersas las
moléculas de sustrato?. El soporte solido generalmente estabiliza la estructura de la
enzima por lo que se mantiene su actividad. Debido a esto, las enzimas inmovilizadas
suelen ser mas robustas, estables y resistentes a cambios en el medio con respecto a las
que se encuentran libres en solucion. No obstante, las enzimas inmovilizadas
comunmente presentan menor actividad debido a la relativa dificultad del sustrato para
difundir y alcanzar el sitio activo de la enzima?’. En muchos casos, la fase que contiene
a la enzima esta formada por polimeros hidrofilicos de alto peso molecular que son,

usualmente insolubles en agua.

Il.2.1  Tipos de inmovilizacion

Conceptualmente existen dos métodos para lainmovilizacion: la enzima puede
soportarse mediante interacciones fisicas o quimicas. Cada una de ellas involucra
distintas metodologias. Los métodos fisicos incluyen el atrapamiento de la enzima en
una matriz tridimensional o su encapsulacion en un polimero organico o inorganico,
mientras que los métodos quimicos incluyen adsorcion, enlace covalente con el soporte
y auto inmovilizacion (la enzima se entrecruza con si misma y no se requiere
soporte)?®29, En muchos casos, la inmovilizacion no se logra mediante un Unico método,

sino que existen dos 0 mas tipos de interacciones simultaneamente.

El método de inmovilizacion dependera de la fase sélida de soporte. Una de las
formas mas utilizadas es la unidn covalente de la enzima a un polimero insoluble3°. De
esta forma se genera una matriz enzimatica insoluble y activa. Otra forma, es unir la
enzima al polimero mediante mecanismos de unidn electrostatica o no covalente. La

enzima queda atrapada en el polimero debido a que éste forma una red con un tamano
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de poro demasiado pequefio como para permitir que difunda la enzima, pero con el

tamano suficiente para permitir la entrada de los sustratos de bajo peso molecular3*.

Atrapamiento

El atrapamiento se define como la retencion fisica de una enzima en una matriz
solida porosa??. Generalmente se logra usando una red polimérica, con polimeros
organicos, y se lleva a cabo in-situ3?>. La enzima se mantiene en una solucion de
mondmero en la que luego se lleva a cabo la polimerizacion manteniendo asi a la enzima
atrapada y evitando que ésta interactUe directamente con el medio. Es un método
sencillo en el que la enzima no se altera estructuralmente, pero que presenta como
desventajas la significativa disminucion en el transporte de masa y la baja carga de
enzima que se logra en el polimero. Mediante el ajuste de las condiciones de
polimerizacion se pueden modificar varias caracteristicas del polimero, como la

porosidad, la estructura de red y la funcionalidad superficial3.

Encapsulamiento

El encapsulamiento también protege a la enzima del contacto directo con el
medio, pero de igual forma limita el transporte de masa y en consecuencia la catalisis
de sustratos de gran tamano32. En esta técnica, la enzima se rodea con un material
semipermeable, como polimeros (polietilenimina) o materiales inorganicos (SiO-)?9,
con los cuales se pueden formar films delgados para confinarla en un espacio

determinado.

Adsorcion

La adsorcion es un método de inmovilizacion relativamente sencillo y
econdmico, en el que se intenta que no se modifique estructuralmente a la enzima. Su
principal limitacion es que la enzima tiende a disiparse de la superficie en la que se
adsorbe, especialmente cuando se trabaja con solventes acuosos, por lo que se limita su
aplicacion32. La inmovilizacion se basa en fuerzas de atraccion de distinta indole entre la

proteina y la superficie, como interacciones idnicas, fuerzas de van der Waals,

27



interacciones hidrofdbicas o enlaces hidrogeno, por lo que debe tenerse en cuenta el pH

y la fuerza idnica del medio y la hidrofobicidad de la superficie2°.

Union covalente

La inmovilizacion mediante union covalente de la enzima con el sustrato de
soporte es quizas la técnica de inmovilizacion mas utilizada. La principal ventaja es que
debido a la naturaleza estable de la unidn entre la proteina y la matriz soporte, la enzima
no difunde a la solucidn luego del uso. En este caso, los grupos funcionales del soporte
se activan para reaccionar con grupos nucleofilicos en la proteina?. La mayoria de las
enzimas se unen a través los grupos amino de la lisina, ya que se encuentran
frecuentemente en la superficie de diversas proteinas y son suficientemente reactivos
como para reaccionar32. Una dificultad que se presenta en la practica es que se debe
evitar generar enlaces covalentes con los aminoacidos que son esenciales para la
actividad catalitica, y asi lograr buenos niveles de actividad enzimatica luego de la

union3s.

El material soporte debe contener suficiente cantidad de grupos reactivos para
que se lleve a cabo la reaccion y éstos deben estar suficientemente separados de la
superficie para que no existan impedimentos estéricos por los que pueda fracasar la

inmovilizacion?s.

Il.2.2  Grupos funcionales en las enzimas

Las enzimas son proteinas compuestas por cadenas de aminoacidos unidas
mediante enlaces peptidicos, por lo que pueden considerarse como macromoléculas
polifuncionales con densidad de carga variable y con estructura tridimensional
medianamente flexible. Algunas estan compuestas por mas de una cadena de
aminoacidos, enlazadas por interacciones electrostaticas, puentes hidrégeno o puentes

disulfuro®.
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Cadenas laterales de aminodcidos

La reactividad de las proteinas generalmente depende de la reactividad de las
cadenas laterales de los aminoacidos y de su microambiente. Diferentes estudios de
modificacion quimica demostraron que solo unas pocas cadenas laterales de
aminoacidos son realmente reactivas3*. Son en total seis grupos activos: el grupo
guanidinil de la arginina, el grupo y-carboxil del acido glutamico, el grupo B-carboxil del
acido aspartico, el grupo tiol de la cisteina, el grupo imidazol del triptéfano y el grupo

fenol de la tirosinaZ®.

La mayoria de las reacciones de modificacion de enzimas son nucleofilicas, en
particular reacciones de sustitucion nucleofilica bimolecular. Por lo tanto, la reactividad
es basicamente una funcion de la nucleofilicidad de las cadenas laterales. El nitrégeno
del grupo amino es un centro electrofilico relativamente débil, pero debido a su

abundancia en las enzimas es a quien principalmente atacan los grupos nucledfilos?®.

La reactividad de los residuos esta fuertemente influenciada por el pH.
Generalmente se obtienen mejores tasas de reaccion a pH mas alcalinos, ya que a pH
por debajo del pKs se protonan los grupos amino accesibles y se vuelven menos
reactivos. También, la accesibilidad hacia estos grupos depende del microambiente, ya
que pueden existir impedimentos estéricos de grupos vecinos o moléculas de

solvente2®.

Grupos funcionales sintéticos

Se pueden introducir grupos reactivos adicionales a la enzima mediante
modificaciones quimicas. Una reaccion particularmente interesante es la conversion de
los acidos carboxilicos en sales de carboxilato-amino sustituidas, generando un residuo
mas nucleofilico y modificando la carga superficial. Este método puede reducir la
actividad de la enzima por lo que se debe balancear cuidadosamente la cantidad de
reactivo condensante (generalmente carbodiimidas solubles en agua) para no atacar

carboxilos que comprometan la actividad catalitica®.
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La carga superficial de la enzima puede ser alterada modificando tioles o
aminas con moléculas que presenten grupos carboxilicos, y de esta forma lograr
interacciones ionicas mas fuertes con matrices de intercambio idnico. Por otro lado, la
técnica de ADN recombinante permite disenar sitios de union especificos en la proteina,

aunque también puede verse afectada la actividad catalitica®.

También se pueden entrecruzar enzimas para lograr agregados
macromoleculares. Para esto existe una gran variedad de agentes entrecruzantes, como
bis—epdxidos o dialdehidos. El entrecruzamiento directo produce una fuerte
disminucion de la catalisis enzimatica, debido principalmente a la rigidez y compresion
a la que se somete a la proteina. Se logran mejores resultados cuando se entrecruza a la

enzima a materiales inertes como polimeros?®.

Una estrategia diferente consiste en introducir grupos vinilo en la enzima y
luego polimerizar con derivados de la acrilamida, formando una red entrecruzada
polimérica. Mediante esta técnica se lograron biocatalizadores industriales estables

para aplicaciones farmacéuticas?®.

Il.2.3 Materiales de soporte

Las caracteristicas del material de soporte tienen gran influencia en el
desempeio de la enzima inmovilizada y deben tenerse en cuenta al momento de
elegirlo. El tipo, la distribucion y la densidad de grupos funcionales del material de
soporte determinan el rendimiento de la inmovilizacidn y la estabilidad operacional del
conjunto enzima — soporte. La mayor permeabilidad y area superficial facilitan la
incorporacion de la enzima, y favorecen la difusion de los sustratos. La hidrofilicidad del
material de soporte influye sobre el tipo y la fuerza de las atracciones no covalentes
entre éste y laenzima, mientras que el entrecruzamiento evita que el soporte se disuelva

y se pierda la enzima.

Los polimeros naturales organicos son muy utilizados como soporte de

inmovilizacion. Se pueden utilizar proteinas estructurales (como colageno o queratina),
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proteinas globulares (como albumina) o carbohidratos. Estos uUltimos son muy
interesantes debido a que son altamente hidrofilicos, lo que genera un microambiente
muy favorable para muchas enzimas. El quitosan es otro polimero Util por la cantidad

de aminas primarias que pueden reaccionar para formar enlaces.

1.3 Efecto de lainmovilizacion sobre la actividad de la enzima

Cuando una enzima se encuentra inmovilizada, sus propiedades estan
determinadas por las caracteristicas del material soporte, al igual que por el nUmeroyy la
naturaleza de las interacciones entre la enzima y la matriz soporte. Esto afecta tanto a
las propiedades cinéticas como a la estabilidad de las enzimas ya que la matriz soporte

impone numerosas modificaciones en el microambiente de la enzima33.

Por un lado, uno de los principales problemas asociados a la inmovilizacidn de
una enzima es su pérdida de actividad catalitica debido al acceso limitado de los
sustratos al sitio activo de la enzima. Para solucionar este inconveniente, se debe
seleccionar con cuidado el material soporte y la técnica de inmovilizacidon a emplear.
También puede perderse actividad catalitica debido a cambios conformacionales en la
estructura cuaternaria en la enzima cuando ésta reacciona con la matriz. Por otro lado,
al inmovilizar una enzima se incrementa su estabilidad operacional, soportando
cambios en la temperatura de trabajo y medios mas hostiles, tales como la presencia de
solventes organicos33. En diversos trabajos se ha demostrado relacion entre la
estabilizacion y el nUmero de enlaces covalentes entre una enzima y su matriz

soporte353°,

I1.3.2 Efecto del microambiente

La matriz soporte crea condiciones que afectan al microambiente por el que se
encuentra rodeada la enzima. Uno de estos efectos consiste en modificar los equilibrios

de particion de los sustratos y los productos entre la matriz enzimatica y la solucion.
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Ademas, la difusion en el interior del soporte cambia radicalmente frente a las especies
en solucion. El soporte puede atraer o repeler a los sustratos, productos o a otras
moléculas, logrando disminuir o aumentar su concentracion en el espacio que rodea a
la enzima. En otras palabras, si se ubica la matriz enzimatica sobre la superficie del
electrodo, ésta constituye una barrera difusional para las sustancias que se transportan

desde o hacia la enzima37:38.

Efecto de la particidn

La forma en que se distribuyen los sustratos, productos y otras moléculas en la
matriz enzimatica cuando ésta se pone en contacto con una solucion, depende de
multiples factores vinculados a las propiedades fisicas y quimicas de cada especie
interviniente. No obstante, el factor que mas influye es la carga eléctrica de cada una de

estas especies.

Un sistema en el que el polimero que actUa como soporte es un polianion vy el
sustrato enzimatico es un compuesto cationico, tendra como consecuencia la
acumulacion del sustrato dentro de la matriz en donde se inmoviliza la enzima. De esta
forma, en la cercania de la enzima se observara una concentracion alta del sustrato, aun
cuando en la solucidn la concentracion del sustrato sea muy baja39. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que no solo se concentrara el soluto cationico, sino también
otros cationes que existan en el medio, por lo que puede generarse la disminucion local
de pH en el interior del soporte. Cuando el polimero y el sustrato tengan la misma carga
sucedera el proceso inverso, ya que el sustrato solo podra ingresar a la matriz enzimatica

en menores concentraciones respecto a las de la solucidn4®.

Puede suceder también que el sustrato enzimatico sea neutro mientras que la
matriz esté compuesta por un polimero poliidnico. En este caso, la distribucidon del
sustrato deberia ser similar entre la solucion y la matriz enzimatica. Sin embargo, las
concentraciones de los demas iones alrededor de la enzima pueden ser distintas con

respecto a sus valores en el seno de la solucion.
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Efecto de la difusidn

Las limitaciones difusionales que existen entre el soluto y el polimero soporte
son debidas en gran mayoria al diametro de poro. Cuando la matriz enzimatica posee
un tamano de poro similar al de la molécula de sustrato, el acceso estara restringido y

dificilmente podra llevarse a cabo la reaccion enzimatica4*.

La difusion es un proceso que condiciona al gradiente de concentracidn que se
establece, no solo debido a la diferencia de concentracion que puede existir para el
sustrato entre el seno de la solucion y el interior de la matriz polimérica, sino también a
la barrera difusional interna que constituye la matriz soporte“*. Los gradientes de
concentracion que se establecen entre la solucion y la matriz inmiscible dependen por
un lado de la velocidad que tengan las moléculas que difunden hacia el interior del
soporte y por otro, de la actividad enzimatica. Una vez que la matriz que contiene a la
enzima se mezcla con la solucion donde se encuentra el sustrato, comenzara la difusion
a través del soporte y el sustrato alcanzara a la enzima. La catalisis se llevara a cabo a
una velocidad que depende de la concentracion de sustrato. Cuando la concentracion
de sustrato es relativamente baja, se observa que rapidamente se establece un
gradiente de concentracion ya que hay menor concentracion de sustrato en la cercania
de la enzima con respecto a un punto alejado de ella. Cuando la velocidad de difusion se

iguala a la velocidad enzimatica, se alcanzara el estado estacionario.

La barrera difusional externa se encuentra en la zona de contacto entre el
soporte enzimatico y la solucidn. Esta zona se denomina capa de Nernst y su espesor
depende de la velocidad de agitacion de la solucion en la que se encuentra el sustrato y
de la permeabilidad del soporte enzimatico. Mientras mas vigorosa sea la agitacion de
la solucidn, mas rapido ocurrira la homogeneizacion del medio en la cercania de la
matriz enzimatica, y mas angosta sera la capa de Nernst. Sin embargo, si el coeficiente
de difusion del analito es bajo dentro del soporte enzimatico y este soporte es lo
suficientemente ancho (alrededor de 5o um), entonces la barrera difusional interna sera

la Unica que determine el perfil cronoamperométrico del biosensor.
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I1.3.2 Efecto sobre la enzima

La inmovilizacion de una enzima puede afectar a la macromolécula de diversas
maneras. La influencia de cada efecto dependera del proceso de inmovilizacidon que se

utilice, del tipo de enzima, y en particular, de la naturaleza de los reactantes.

Cuando una enzima actUa como catalizador para un determinado sustrato, en
algunos casos deben cumplirse simultaneamente dos condiciones: que la conformacion
de la proteina sea la correcta para poder unirse al sustrato, y que durante la reaccion la
enzima pueda cambiar su conformacion para llevar a cabo el proceso catalitico. Si una
enzima se inmoviliza mediante reacciones covalentes con la matriz soporte, es factible
que ese proceso produzca cambios conformacionales que restrinjan los movimientos y

que de este modo se vea afectada la actividad.

El proceso que se lleva a cabo para inmovilizar la enzima puede, en muchos
casos, necesitar de condiciones drasticas de reaccion, como pH muy alto o muy bajo,
presencia de agentes oxidantes y radicales libres. Estos factores pueden provocar la
inactivacion de una fraccion de la enzima inmovilizada. Esto se debe a que estas
condiciones pueden generar cambios en los grupos funcionales de las enzimas que
conduzcan a la inactivacion del sitio activo, aun cuando no se vea afectada

estructuralmente la conformacion de la enzima.

También debe tenerse en cuenta que la posibilidad de que un determinado
sustrato alcance al sitio activo de una enzima incorporada en el interior de una red
polimérica disminuye cuanto mas grande es el sustrato. Otro tipo de restricciones
estéricas pueden causar que el sitio activo de la enzima se encuentre bloqueado e

impida que ocurra la reaccion con el sustrato.

Los procesos de inmovilizacidn generalmente afectan la estabilidad de una
enzima, la que hace referencia a la capacidad para conservar la actividad catalitica con
el paso del tiempo. En este sentido, es importante diferenciar la estabilidad de
almacenamiento frente a la estabilidad operacional. La primera es provista por la

formulacidon comercial de la enzima, que la protege de la desnaturalizacion bajo ciertas
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condiciones de almacenamiento. La segunda, se relaciona con la enzima inmovilizada
en un soporte especifico y con la capacidad para mantener su actividad en él, ya sea
cuando se la reutiliza en multiples ocasiones, o cuando simplemente se almacena el
sistema bajo diferentes condiciones ambientales. La estabilidad operacional depende
de las condiciones de trabajo en las que se desempena una enzima inmovilizada, ya que
pueden existir multiples factores (pH, temperatura, impurezas, solventes) que
contribuyan a la desnaturalizacion o modificacion de la proteina. En reacciones
controladas por difusion, como es el caso de una enzima inmovilizada en una matriz
polimérica, la eficiencia catalitica es generalmente baja, ya que la enzima inmovilizada
no se encuentra funcionando a su maxima capacidad de catalisis. Si durante el uso se
desnaturaliza una parte de la enzima inmovilizada, es posible que se mantenga
constante la velocidad catalitica debido a un aumento en la eficiencia de la catalisis
llevada a cabo por la enzima remanente. Esta es una de las razones por la que las
enzimas inmovilizadas son consideradas erréneamente mas estables que las enzimas
libres. Una comparacion adecuada deberia llevarse a cabo estudiando la actividad de la

enzima inmovilizada en un sistema donde no existan limitaciones difusionales?®.

Il.4 Biosensores desarrollados en esta tesis

Durante el desarrollo de esta tesis se construyeron biosensores
amperométricos utilizando enzimas como elemento de bioreconocimiento, para la
determinacion de glucosa a pH = 7 y de catecol a pH = 5. Para el desarrollo de
biosensores de glucosa se inmovilizé glucosa oxidasa (GOX) en una matriz compuesta
por mucing, albumina, y alguna de sus mezclas. Para el desarrollo de los biosensores de
catecol se utilizd la enzima lacasa (LAC) inmovilizada en una matriz formada por
mucina, quitosan y/o una mezcla de ellas. En ambos casos, la matriz enzimatica se
depositdé entre dos membranas de policarbonato, formando una estructura tipo

sandwich.
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Il.4.1  Antecedentes de biosensores con glucosa oxidasa

El concepto de biosensor fue propuesto en 1962, cuando Clark y Lyons
desarrollaron un electrodo amperométrico enzimatico mediante el uso de GOX*. Desde
ese momento, se llevaron a cabo una gran cantidad de trabajos enfocados hacia el
desarrollo de biosensores que permitan medir con gran precision la concentracion de
glucosa, especialmente en la sangre, para obtener dispositivos que controlen la
diabetes. Paralelamente se comenz6 a trabajar en dispositivos para otras aplicaciones
que van desde analisis alimentario, al monitoreo de procesos industriales. La gran
importancia en la determinacion de glucosa ha generado un enorme numero de

publicaciones, que continla en aumento afo a afio?.

El primer dispositivo sensor construido por Clark y Lyons consistia en una
pelicula muy fina de GOX, atrapada sobre un electrodo de oxigeno mediante una
membrana de dialisis*. De este modo, se monitoreaba el oxigeno consumido durante la

siguiente reaccion catalizada enzimaticamente:

GOX
glucosa + oxigeno — acido glucénico + H,0, -1
Se aplicaba un potencial negativo al catodo de platino para poder monitorear

el consumo de oxigeno mediante una reaccion de reduccion:

0,+4H* + 4e~ - 2H,0 -2

La patente presentada por Clark a partir del biosensor desarrollado, incluia el
uso de una o0 mas enzimas que permitian cuantificar sustratos mediante la conversion
en productos electroactivos. Para corregir el efecto de interferentes se media la
corriente diferencial utilizando dos electrodos, uno de los cuales se encontraba
modificado con la enzima. Esta tecnologia fue transferida a Yellow Spring Instrument
Company, que en 1975 lanzd al mercado el primer analizador de glucosa para medicion

directa en sangre.
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En 1973, Guilbault y Lubrano#? describieron por primera vez un electrodo que
permitia la determinacion de glucosa en sangre mediante la deteccion amperométrica

del perdxido de hidrégeno liberado en la reaccidon enzimatica:

H,0, » 0, + 2H" + 2e~ -3

Posteriormente, se desarrollaron multiples electrodos amperométricos
enzimaticos, muchos de ellos basados en el uso de oxidasas y en la cuantificacion del
peroxido generado. La variabilidad en los sensores se vio reflejada en el disefio del
electrodo, el material soporte de inmovilizacion, la técnica utilizada en la inmovilizacion

enzimatica, la composicion de las membranas utilizadas, entre otros factores.

Tabla II-1: Hitos importantes en el desarrollo de biosensores electroquimicos de glucosa*.

Fecha Evento Referencia
1962 Primer electrodo enzimatico de glucosa Clark et al*
1973 Electrodo enzimatico de glucosa basado en la deteccion de H.O- Guilbault et al4*
1975 Lanzamiento del primer dispositivo comercial sensor de glucosa YSlInc.

1982 Monitoreo in vivo de nivel de glucosa Shichiri et al*4
1984 Desarrollo de mediadores de ferroceno Cass et al4
1987 Lanzamiento del primer medidor personal de glucosa Medisense Inc.
1987 Conexion eléctrica de enzimas Degani et al4
1999 Lanzamiento de sensor comercial para monitoreo de glucosa in vivo Minimed Inc.
2000 Introduccion de monitor de glucosa no invasivo Cygnus Inc.

Durante la década de 1980, el desarrollo y la optimizacion de biosensores
fueron temas muy discutidos en los trabajos de investigacion. En este periodo se
comenzo el desarrollo de los biosensores de glucosa de segunda generacion. Se
introdujeron al mercado las primeras tiras reactivas para auto monitoreo de los niveles
de glucosa, y aparecieron los primeros trabajos donde se utilizaban electrodos

modificados para mejorar la performance de la determinacion43.

En la década de 1990, se realizaron investigaciones tendientes a establecer

comunicacion eléctrica directa entre el sitio rédox de la GOX y la superficie del
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electrodo, mientras que paralelamente se trabajo en el desarrollo de sensores
miniaturizados para desarrollar dispositivos implantables minimamente invasivos23. En
la Tabla II-1, se resumen algunos de los hitos mas importantes en el desarrollo de los

biosensores electroquimicos de glucosa“3.

Con el auge de la nanotecnologia, en el comienzo del nuevo siglo, se abrieron
nuevos horizontes para la quimica bioanalitica®3. El desarrollo de nanomateriales
permitido mejorar la conductividad eléctrica de los soportes enzimaticos y facilito el
avance en el desarrollo de biosensores de tercera generacion. Se utilizaron multiples
nanomateriales, como nanoparticulas de oro, platino, platay nanotubos de carbono con
el objetivo de conectar el sitio rédox de la enzima con la superficie del electrodo en la

fabricacion de biosensores de glucosa?®s.

En la actualidad, existen mas de cien mil publicaciones que hacen referencia a
electrodos amperométricos enzimaticos que utilizan GOX para la determinacion de
glucosa, principalmente por la robustez y versatilidad que se obtiene con esta enzima.
Por esta razén, la GOX se considera una enzima modelo, y es la razon por la cual se la
utiliza como enzima de prueba en el desarrollo de nuevos materiales para soporte de

inmovilizacion enzimatica.

Il.4.2 Antecedentes de biosensores con lacasa

Las enzimas que catalizan la oxidacion de compuestos fendlicos son
ampliamente utilizadas en la naturaleza y son de gran importancia en aquellos
organismos que producen compuestos polifendlicos. De manera general, se denominan
polifenol oxidasas (PPO) a aquellas proteinas provenientes de hongos, papas, y varias
otras fuentes, que contienen cobre en su sitio activo y que son capaces de oxidar varias

clases de fenoles.

El primer trabajo acerca de la aplicacion de una PPO para la construccion de un
biosensor fue publicado en 1977 por Macholan y Sachanel“’. En él se inmovilizaron PPOs

obtenidas de papa y hongos, con el uso de glutarldehido y albumina sobre la superficie
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del electrodo de oxigeno de Clark, cuantificando asi fenoles mediante el consumo del
oxigeno. Desde entonces se han publicado numerosos trabajos relacionados a este
proyecto pionero, pero utilizando distintos tipos de PPOs, como lacasa (LAC), tirosinasa

y peroxidasa, entre otros*.

Biosensores basados en el uso de LAC fueron utilizados para la cuantificacion
de catecol, fenoles y catecolaminas. En 1984, Lee vy otros*® adsorbieron
irreversiblemente LAC sobre un electrodo de carbono pirolitico para su uso como

catalizador de la reduccion de oxigeno a agua, segun la siguiente reaccion:

LAC
fenol + 0, — quinona + H,0 -4

Ghindilis y otros#® inmovilizaron LAC sobre una membrana de celulosa y la
incorporaron dentro de un sistema de analisis en flujo continuo con un sensor de
oxigeno asociado. Compararon las respuestas obtenidas en la deteccion de catecol en
flujo continuo y en batch. Mediante este sistema determinaron polifenoles en muestras

de té.

En 1993, Wang y otros5° estudiaron la actividad biocatalitica de LAC en medios
no acuosos, desarrollando un biosensor amperométrico apto para el uso en medio
organico. Para esto, inmovilizaron LAC sobre la superficie de un electrodo de carbono
vitreo utilizando un film polimérico estable en medio organico para atrapar la enzima.
El sensor se utilizd para cuantificar catecol e hidroquinona en varios alcoholes, mediante

analisis por inyeccion en flujo continuo (FIA).

La deteccion de fenoles con aplicacion en el analisis medioambiental es un
tema ampliamente tratado. En 1994, Yaropolov y colaboradoress* disenaron un
biosensor mediante la co-inmovilizacion de LAC y tirosinasa mediante adsorcion sobre
la superficie de un electrodo de grafito. El electrodo bienzimatico fue utilizado en un
sistema de FIA. En este caso, la cuantificacion se baso en la reduccion de los productos
de la catélisis a un potencial levemente inferior a cero frente a un electrodo de referencia

de Ag|AgCl (reaccion /I-5).
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electrodo
quinona + 2H* + 2e” —— fenol -5
En otro trabajo se inmoviliz6 LAC en un gel sintetizado por hidrolisis y
polimerizacidn de silicatos. En este caso, Simkus y colaboradores5* desarrollaron un
sensor de transduccion optica. Si bien la respuesta analitica de este sensor no era la
optima para analisis en tiempo real, fue uno de los primeros trabajos en el que se

inmovilizd LAC con el propdsito de cuantificar especies mediante esta técnica.

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad alcanzada, en 1997 Lisdat y
colaboradoress3 desarrollaron un sensor bienzimatico mediante la inmovilizacion de
LAC y glucosa deshidrogenasa (GDH) sobre la superficie de un electrodo de carbono
vitreo. En este caso, se prepard una solucion de LAC, GDH, polivinil alcohol y gelatina,
que luego se deposito sobre el electrodo y se cubrid con una membrana de dialisis. El
sensor asi desarrollado se utilizd para la deteccion de catecolaminas en fluidos
bioldgicos en concentraciones en el orden de los nano moles por litro. En la literatura
existen multiples ejemplos de sensores bienzimaticos® que utilizan al menos una

polifenol oxidasa.

En 2001, Freire y colaboradores> analizaron el efecto que produce el proceso
de inmovilizacion de LAC en el desarrollo de un biosensor para la deteccidn de fenoles.
Se estudid la adsorcidn fisica, el entrecruzamiento con glutaraldehido y la reaccion
mediante una carbodiimida sobre un electrodo de fibra de carbono. Para analizar el
desempeiio de los biosensores construidos se estudio la sensibilidad, el intervalo lineal,

el pHy el potencial aplicado en cada proceso de inmovilizacion.

También en 2001, Barton y colaboradores>s publicaron un trabajo en el que
inmovilizaron LAC sobre un electrodo de fibra de carbono, logrando la trasferencia
electronica directa entre el electrodo y la enzima, mediante el uso de un polimero rédox.
El electrodo desarrollado se utilizo para la reduccion electrocatalitica de oxigeno, con el

objetivo de desarrollar luego celdas de combustible.
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Timur y colaboradoress® desarrollaron un film sensor inmovilizando LAC de
distintas fuentes en una matriz de polianilina para la deteccion de compuestos fendlicos.
Este polimero es conocido por su alta conductividad, durabilidad y estabilidad en el
medio. La cuantificacion del oxigeno consumido se relaciond con la oxidacion del

analito.

La utilizacion de una pasta formada con nanotubos de carbono y quitosan
como matriz para el agregado de enzimas fue estudiada por Liu y colaboradores®’. En
este caso, se incorpord LAC a la matriz sin el uso de un agente entrecruzante y se utilizo
el electrodo para la determinacion de catecol y oxigeno, entre otros. El uso de
nanotubos de carbono, asi como de otros nanomateriales con propiedades conductoras
o magnéticas fue la razén de estudio de numerosos trabajos publicados, ya sea para el

desarrollo de biosensores como para celdas de combustible?9.

Quany colaboradores5®5¢ inmovilizaron LAC sobre la superficie de un electrodo
de platino. En este caso, introdujeron grupos hidroxilo mediante oxidacion
electroquimica de la superficie, la funcionalizaron con grupos amina y luego
inmovilizaron LAC con glutaraldehido. Con este método elaboraron biosensores para la
deteccion de hidroquinona, acido homogentisico, para-fenilendiamina y otros
compuestos. El tiempo de respuesta fue de dos segundos para todas las

determinacionesy la estabilidad alcanzada estuvo cerca de los 60 dias.

En 2009, Tan y colaboradores®® utilizaron quitosan modificado con
glutaraldehido para formar un biopolimero funcionalizado que luego reaccioné con LAC
para formar una matriz que pueda utilizarse en soluciones acidas. El compuesto fue
colocado sobre la superficie de un electrodo de carbono vitreo, y utilizado para catalizar
la reduccion de oxigeno con el fin de construir una celda de combustible. Ademas, se

evalud también la aplicacion del electrodo para la determinacion de catecol a pH = 3.

Chawla y colaboradores® describieron la construccion de una plataforma
biosensora para la determinacion del contenido total de fenoles en jugo de frutas. Para

ello utilizaron nanoparticulas de niquel cubiertas con nanotubos de carbono
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carboxilados funcionalizados con polianilina, que luego se modificaron con LAC y se
depositaron sobre la superficie de un electrodo de oro. De esta forma, se busco
combinar la elevada conductividad eléctrica de los nanotubos de carbono con los

atributos caracteristicos de la catalisis enzimatica.

Il.5 Caracteristicas de las enzimas utilizadas

Los catalizadores son sustancias que modifican la cinética de una reaccion
quimica. Su funcionamiento se basa en la disminucion de la energia de activacion
mediante la generacion de un estado de transicion diferente al de la reaccion
espontanea. No forman parte de la reaccion quimica global, pero forman parte del
complejo activado y se regeneran al final del proceso. La reaccion catalizada utiliza
exactamente los mismos sustratos y genera los mismos productos que aquella no
catalizada. Ademas, el catalizador no altera el equilibrio entre los productos y los

reactivos®2.

Las enzimas son catalizadores extraordinarios. En algunos casos incrementan
la velocidad de una reaccion por un factor de 10*® y son capaces de reaccionar con un
sustrato con muy alta especificidad. Su presencia en los seres vivos es esencial, pues el
metabolismo seria extremadamente lento sin |a existencia de las enzimas y la vida seria

inviable en la forma que la conocemos.

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion se utilizaron las enzimas
glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) y lacasa (EC 1.10.3.2) como elementos de

biorreconocimiento en los sensores elaborados.

Il.5.1  Mecanismos enzimaticos

De un modo simple, se puede considerar a las enzimas (E) como

macromoléculas proteicas que modifican a otras moléculas, en este caso los sustratos
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enzimdaticos (S). Estos se unen al sitio activo de la enzima y son transformados en

productos a través de una serie de pasos que componen los mecanismos enzimaticos.

Existen diferentes mecanismos enzimaticos pero, en general, pueden dividirse
en dos grandes grupos: reacciones de catalisis enzimatica de sustrato Unico y reacciones

de sustratos multiples®2.

Reacciones de sustrato Unico: Mecanismo de Michaelis — Menten

En cinética enzimatica es habitual medir la velocidad inicial (v,) de una reaccion
en particular, la que corresponde a una cantidad conocida y fija de sustrato (S). A medida

que la reaccion se desarrolla, la concentracion de S disminuye.

La Figura IlI-4 muestra la variacion de v, para una reaccion catalizada por una
enzima, con respecto a la concentracion de S. Para bajas concentraciones de sustrato
[S]voaumenta linealmente con pendiente elevada, mientras que a medida que aumenta
[S] la pendiente de v, disminuye gradualmente hasta alcanzar un valor limite. En esta
ultima regidn, todas las moléculas de enzima estan reaccionando con S, y la vo no

cambia con el aumento de [S]%3.

Ko [S]

Figura Il-4: Grafico de la velocidad inicial de una reaccién enzimatica en funcién de la concentracion del sustrato.
Determinacién grdfica de la velocidad mdxima y de la constante de Michaelis — Menten.

El mecanismo utilizado para describir reacciones en las que participa un Unico

reactante y un Unico producto fue propuesto por Michaelis y Menten en 1913%:
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E+S:<—>;ESL>E+P -6

Donde E, S y P corresponden a las respectivas concentraciones de enzima,
sustrato y producto, mientras que ES indica la concentracion del complejo enzima —

sustrato. La velocidad inicial de formacidn de producto, vo, esta dada por:
d[P]
v, =| — | =k,[ES -7
° ( dt l : [ES]

Inicialmente, hay una reaccion entre la enzima y el sustrato que da como
resultado la formacion del complejo ES. El modelo considera que este paso se lleva a
cabo rapidamente por lo que se establece un pseudo - equilibrio con la especie
intermediaria. Asi, Michaelis y Menten asumieron que k..>>k,. La ruptura del complejo
ES para formar E + P se considera la etapa limitante de la reaccion®. La constante de

disociacién Ks esta dada por:

K, =Ka_ I1-8

-
L |
m
—
—
w
[ E—

Una segunda ecuacion, usualmente conocida como ecuacion de conservacion,
relaciona la concentracion total de enzima [Eo] con la concentracion de la enzima en

estado libre y formando complejo con S:
[Eo] = [E] + [ES]

Despejando [E] en lI-g y reemplazando en |1-8:

K :([EO]_[ES])[S] [l-10

[ES]

Resolviendo la ecuacion para [ES] se obtiene:
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[ES]:% I1-11

Sustituyendo esta Ultima, en la ecuacion en Il-7:

vo=[d[P]J _k[B][S]_ k[E] ll-12

dt Ke+[S]  (1+K,/[S])

Consecuentemente, la velocidad inicial es directamente proporcional a la
concentracion total de enzima. A bajas concentraciones de sustrato, [S] << Ks y
entonces Vo= (k2/Ks) [Eo] [S]. A altas concentraciones de sustrato, [S] >> Ksy Vo= k. [Eo].
En este caso, la velocidad inicial corresponde al valor de Vmax (porcion asintdtica del

grafico de la Figura ll-4).

De esto modo, cuando todas las moléculas de enzima se encuentren
acomplejadas con el sustrato formando ES, la velocidad alcanzara su valor maximo

(Vmax) y entonces:

Vi :kz[Eo] [1-13

Posteriormente Briggs y Haldane® postularon a partir de la teoria desarrollada
por Michaelis y Menten, que tan pronto la enzima y el sustrato se ponen en contacto, la
concentracion de ES alcanza un valor constante, y puede aplicarse la siguiente

aproximacion de estado estacionario:

d[ES]
dt

=0=k [E][S]-k,[ES]-k,[ES] Il-14

=k ([E]-[ES])[S]- (k. +k,)[ES]

Y resolviendo la ecuacion para [ES]:
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[Es]:w [l-15

Sustituyendo la ecuacion ll-15 en 1I-7 y reacomodando:

L kK[E]S] _ Kk[E][S]
Pk [S]HkyHk,  [(Ky+k,) Ik ]+[S]

_K[Eo][S] _ Vi [S] 116
Ky +[S] Ky +[S]

Vo

Donde Ky es la constante de Michaelis

K, =—~—2 [l-17

Comparando la ecuacion //-16 con la ecuacion /l-12 se puede observar que en
ambos casos hay una dependencia similar con la concentracion del sustrato, pero Ky #

Ks a menos que k.1>>k,.

Cuando la velocidad inicial es la mitad de la velocidad maxima, la ecuacion //-16
se vuelve Ku = [S]. En otras palabras, también se puede concluir que mientras mas

grande es Ky, mas sustrato se necesita para alcanzar la velocidad maxima®2.

Mecanismo de ping pong para las enzimas rédox

La mayoria de las reacciones enzimaticas involucran dos o tres sustratos y/o
productos y por consiguiente, la velocidad de reaccion en estos casos depende de la
concentracion de esos dos o tres sustratos. El orden en que interactuan los sustratos
determina las propiedades cinéticas de estas reacciones. En ciertos mecanismos de
doble desplazamiento, también conocidos como mecanismos de ping-pong, el producto
del primer paso de reaccion se libera de la enzima antes de que otro sustrato se una con

ella®s.
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El mecanismo de reaccion ping-pong se esquematiza en la Figura Il-5. Alli, la
enzima se encuentra representada como una linea horizontal. Por debajo de ella se
indican la enzima libre E y otras formas intermedias. Los sustratos se designan con las
letras A y B, mientras que los productos se representan con Py Q. Las flechas indican

reacciones bidireccionales con sus correspondientes constantes de estabilidad®.

En una primera etapa, el sustrato A se une a la enzima formando el complejo
EA. Este complejo reacciona para dar lugar a la formacion y liberacidn del producto P.
Luego de liberar el primer producto, la enzima se mantiene en la forma F a la espera de
la reaccion con el sequndo sustrato B. Entonces, se forma el complejo intermedio FB, se
produce la catalisis del segundo sustrato y su producto es liberado como la especie Q.
Como puede observarse en la Figura ll-5, luego de estas etapas la enzima restablece su
estado inicial. El nombre del mecanismo (ping pong bi bi) se debe a que se desarrolla en
dos etapas sucesivas con el uso de dos sustratos y la generacion de dos productos (bi

bi)e3.

pi ng pong
Figura Il-5: Esquema para una reaccion enzimdtica del tipo ping pong®s.

Bajo condiciones de velocidad inicial, donde las concentraciones de P y Q se
consideran cero, se puede demostrar®3 que la ecuacion de velocidad que se obtiene para

esta reaccion es la siguiente:

Ve Vmx I1-18
1+&+ﬁ
[A] [B]

Donde:
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Vi = Kok, [Er ]/ (s +Ky)

max ll-19
K, :k7(k2+k3)/{k1(k3+k7)} [1-20
Ky = Ky (kg +K;) / {Ks (ks +k;)} ll-21

En este trabajo se utilizan enzimas rédox que funcionan mediante este
mecanismo. Sin embargo, teniendo en cuenta las distintas condiciones en que se
desarrolla la reaccidon enzimatica, en algunos casos puede considerarse despreciable el
efecto del sustrato B en el control de la velocidad, y la ecuacion se reduce a una con la

forma de la cinética de Michaelis y Menten®2 (ecuacion //-16).

Il.5.2 Glucosa Oxidasa (EC 1.1.3.4)

La GOX (B-D-glucosa: oxigeno 1-oxido-reductasa) cataliza la oxidacion de 3-D-
glucosa a acido gluconico, utilizando oxigeno molecular como aceptor de electrones y
produciendo perdxido de hidrogeno®®®7. La fuente mas comuin de obtencion de GOX es
através de la produccion fermentativa de hongos del género de Aspergillus, Penicillium,
y Saccharomyces. La mayoria de la enzima obtenida comercialmente es aislada a partir

del organismo Aspergillus Niger.

La GOX es una glicoproteina homodimérica que contiene dos subunidades
polipeptidicas idénticas que se encuentran covalentemente enlazadas mediante un
puente disulfuro. La GOX cuenta con una porcion glucosidica que constituye el 10-16%
de su peso molecular, y en la cual posee un alto contenido en residuos manosa. El punto
isoeléctrico es 4,2, por lo que a pH fisioldgico la GOX es una enzima anidnica®, y la
superficie cargada negativamente puede formar complejos electrostaticos con
polimeros catidnicos®®. Los carbohidratos estan unidos a la proteina por enlaces O-
glucosidicos y N-glucosidicos. La proteina tiene una masa de aproximadamente 160
kDa®® y cada subunidad contiene una coenzima flavin-adenin dinucleétido (FAD). El

grupo FAD esta unido no covalentemente a la enzima y es el sitio principal que actua en
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la catédlisis de dxido-reduccion. La enzima tiene alta especificidad hacia B-D-glucosa,
mientras que a-D-glucosa no es un sustrato adecuado para la GOX. Algunos metales
como Ag*, Hg**, Cu?' y otras sustancias quimicas como hidroxilamina, hidracina,

fenilhidracina, dimedona y bisulfato de sodio inhiben la actividad de la GOX®®.

La estructura primaria de cada subunidad de GOX es una cadena polipeptidica
con 583 residuos de aminoacidos”®. El sitio activo tiene Tyr-73, Phe-418, Trp-430, Arg-
516, Asn-518, His-520 y His-563, siendo Arg-516 el aminoacido mas involucrado en la
unidn eficiente de B-D-glucosa a la enzima, mientras que Asn-518 contribuye en menor
medida. Los residuos de Tyr-73, Phe-418 y Trp-430 son importante en la orientacion
correcta del sustrato. Las His-520 y His-563 forman puentes hidrogeno con el grupo
hidroxilo en posicidn 1 de la B-D-glucosa. La GOX puede ser entrecruzada a través de los
aminoacidos lisina (Lys) de la secuencia de la enzima. Posee 30 Lys (2,6% respecto del

total de aminoacidos) pero ninguna de estas Lys forma parte del sitio catalitico®¢:68,

La reaccion catalitica se produce mediante un mecanismo ping-pong con una
etapa de oxidacion y una de reduccion. En el paso de reduccidn, GOX cataliza la
oxidacion de B-D-glucosa a D-glucono-&-lactona que se hidroliza espontaneamente a
acido gluconicoy consecuentemente FAD es reducido a FADH, y en el paso de oxidacion

la enzima reducida es oxidada por oxigeno produciendo H,O, tal como se muestra en la

Figura Il-6.
OH OH
OH
H O OH H
GOX H,O H .
on H : » KoH H COOH
HO H HO
H OH H OH H OH
B-D-glucosa D-glucono-6-lactona Acido gluconico

~ N

GOD -FADH, GOD-FAD

o, ~

HZOZ

Figura I1-6: Mecanismo de reaccion de la glucosa oxidasa®®.
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II.5.3 Lacasa(EC1.10.3.2)

Las LACs son miembros de la familia de oxidasas “azules” que contienen cobre
en el sitio activo. Se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos eucariotas
(hongos, plantas) y en los procariotas (bacterias), principalmente como enzimas
extracelulares y llevan a cabo funciones diversas en cada uno de ellos. Han sido
estudiadas durante mucho tiempo debido a su capacidad de oxidar una amplia variedad
de sustratos organicos y de reducir el oxigeno molecular en agua?*72. Debido a su
capacidad para catalizar la oxidacion de una gran variedad de especies organicas sin
generar efectos secundarios perjudiciales, las LACs recibieron la atencion de areas
vinculadas al medioambiente y la biotecnolgia’3. Por este motivo fueron aplicadas en
muchos procesos industriales, como la decoloracion de tinturas?4, la deslignificacion de
la pulpa en laindustria de papel’> y la oxidacion de contaminantes orgdanicos’3. Otro tipo
de aplicacion tecnoldgica de las LACs involucra el desarrollo de biosensores’®77 y celdas

de combustible?®.

Como todas las oxidasas “azules”, las LACs son glicoproteinas donde la fraccion
de carbohidratos puede constituir desde el 10% al 45% del peso de la proteina’s. La masa
molecular varia dependiendo de la fuente de la que provienen, donde la mayor
diferencia se encuentra en la cantidad de carbohidratos presentes. En general, LACs
provenientes de hongos tienen una masa molecular de entre 6o kDay 8o kDa y un punto

isoeléctrico de 4 a 7, dependiendo de la glicosilacion**72.

Las oxidasas que transfieren 4 electrones al oxigeno para formar agua sin la
formacion de peroxido de hidrogeno, generalmente son enzimas complejas. En esta
familia de enzimas complejas, las LACs representan a un grupo de enzimas que
presentan un mecanismo de reaccion relativamente simple’. El centro activo esta
formado por un grupo de cuatro atomos de cobre, los que a su vez se dividen en tres sub
grupos, dependiendo de las caracteristicas obtenidas por UV/visible y mediante
resonancia paramagnética electronica (EPR). El cobre tipo | (T1, implica los residuos His-

428, Cys-500, His-5o5 y posiblemente Leu-51079) es responsable del color azul de la
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enzima ya que tiene una intensa absorbancia electrénica a 600 nm y es detectable
mediante EPR. El cobre tipo I (T2, ligado con His-431 y His-435) no muestra absorcion
en el espectro visible, pero se detecta mediante EPR. El cobre tipo Ill se divide en dos
sitios en los que sus atomos de cobre estan acoplados anti —ferromagnéticamente (cada
uno de estos sitios T3 esta ligado por tres His. Un sitio por las: His-435, His-499, His-501
y el otro sitio T3 por las His-g5, His-97, His-140). El cobre tipo Ill presenta una absorcidn

débil a 330 nm mientras que no se detecta mediante EPR8%,

Las LACs tienen actividad hacia grupos orto, para y difenoles, incluyendo
mono, di y polifenoles, aminofenoles, metoxifenoles, aminas aromaticas y ascorbato,
con la correspondiente reduccion de oxigeno a agua’. Ademas, oxidan una serie de
complejos de iones metalicos inorganicos y organicos entre ellos el ferrocianuro,
ferrocenosy citocromo c®°. Los inhibidores conocidos son iones de azidas y halogenuros
que en general son inhibidores inespecificos de las oxidasas azules. Sélo se conocen

unos pocos inhibidores selectivos de LAC®,

El mecanismo catalitico comienza cuando el sitio T1 dona un electrén al
sustrato (Figura Il-7), sequido por una transferencia interna de electrones desde el sitio
T1 reducido hacia los sitios T2 y T3. Cada uno de los sitios de cobre T3 funcionan como
aceptores de un par de electrones en el proceso de oxidacion aerdbica, en el cual es
necesaria la presencia del cobre T2. La reduccion del oxigeno a agua toma lugar en el
grupo que forma el sitio T2 con dos sitios T3y durante su desarrollo se forma un peréxido

intermediario®2.

O, + 4H*

Figura Il-7: Mecanismo simplificado de reaccion de LAC, cuando oxida un sustrato adecuado.
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El sitio de doble nucleo en LAC puede formarse por residuos de aminoacidos
localizados en las areas de la cadena polipeptidica que forman sitios "azules" y "no
azules". Este, es un evento fundamental en las oxidasas multinucleares ya que, a través
de los diversos atomos de cobre, optimiza los procesos de transferencia de electrones
intramoleculares desde el sustrato oxidado (oxigeno) hasta el sequndo sustrato (fenol),

sin liberacion de intermediarios de oxigeno de alta reactividad?®.

El mecanismo catalitico de la LAC es del tipo ping pong bi bi de dos sitios, lo que
significa que durante la reaccion, los productos se liberan antes de la unidn de nuevos

sustratos®2.

1.6 Caracteristicas de los componentes del soporte de inmovilizacion

La funcidn del soporte de inmovilizacion es la de mantener anclado al elemento
de bioreconocimiento. Este anclaje debe evitar, en la mayor medida posible, que
ocurran cambios en la conformacion de la enzima que alteren el sitio activo. Por otro
lado, se deberia considerar que aquellos soportes que se asemejen al microambiente
nativo en el que catalizan estas proteinas proveeran mejores condiciones para mantener
la actividad de las mismas. Muchas de las matrices que cumplen de manera satisfactoria
con este proposito son altamente hidrofilicas, por lo que son capaces de incorporar gran

cantidad de agua dentro de su estructura tridimensional sin perder su conformacion.

Los hidrogeles son redes poliméricas entrecruzadas hinchables en agua. En
este tipo de material, las cadenas poliméricas se encuentran conectadas a través de
uniones que impiden el despliegue del entramado polimérico lo cual los hace
insolubles®. El entrecruzamiento de las cadenas que conforman la estructura puede ser
por uniones del tipo fisicas o quimicas. Las uniones fisicas que generan
entrecruzamiento se deben a los enredos macromoleculares que son estables tanto por
interacciones secundarias tales como fuerzas de van der Waals, interacciones
hidrofdbicas, puentes hidrogeno o fuerzas electrostaticas. Por otro lado, las fuerzas de
unidn que dan origen al entrecruzamiento quimico implican uniones covalentes entre
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cadenas poliméricas. Independientemente de la naturaleza de las fuerzas atractivas, el
entrecruzamiento le confiere las caracteristicas estructurales y de integracion fisica a la

red polimérica®®s,

Los hidrogeles pueden ser clasificados segun diferentes parametros®. Si se
tiene en cuenta el origen de los polimeros que forman la estructura, pueden existir
hidrogeles naturales, sintéticos o semisintéticos. Por otro lado, de acuerdo a los tipos
de grupos funcionales expuestos, se clasifican en idnicos o neutros. De acuerdo con la
morfologia que adquiere la red polimérica pueden existir hidrogeles amorfos o
semicristalinos. Por Ultimo, de acuerdo a la estructura de la red se pueden clasificar en

Macroporosos, microporosos Y NO POrosos.

En este trabajo se utilizaron polimeros naturales como la mucina, la albumina
y el quitosan. Todos ellos se entrecruzaron con glutaraldehido para formar los distintos
soportes de inmovilizacion empleados en la construccion de biosensores. Las mezclas
de polimeros entrecruzados suelen ser mecanicamente débiles segun la forma en que
se preparan. Durante su manipulacidon puede verse comprometida su estructura, y por
ello es necesario protegerlos con un material que sea mecanicamente mas resistente.
Para esto se ubica una membrana a cada lado de la matriz de forma tal que quede
atrapada entre ellas, con lo que se obtiene una estructura que se denomina sandwich y
que se puede manipular con facilidad. Es interesante ademas que cuando se utilizan
estas matrices en biosensores, al menos una de las membranas sea permeoselectiva con

el fin de evitar el efecto de interferentes.

[1.6.12 Hidrogeles: estructura y propiedades

La estructura de los hidrogeles se puede definir a partir de tres parametros
impotantes®”. El primero es la fraccién de volumen de polimero en estado hinchado

(v5,5). Es una medida de la cantidad de agua que puede absorber la matriz en cuestion.

El sequndo parametro de interés es el peso molecular entre puntos de

entrecruzamiento (M.), que da idea del promedio de los pesos moleculares de las
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porciones de cadena polimérica entre dos puntos de entrecruzamiento (Figura lI-8). Este
parametro se encuentra asociado al grado de entrecruzamiento (X). Mientras mas
grande sea el valor de M, menos entrecruzada se encontrara la red polimérica, y las

propiedades mecanicas de la matriz se veran afectadas en consecuencia con ello.

Por Ultimo, el tamafo de poro de la red polimérica (§) representa la distancia
entre puntos consecutivos de entrecruzamiento y es una medida de la porosidad de la

red que forman los polimeros del hidrogel (Figura I1-8).

Figura I1-8: Representacion de la estructura entrecruzada de un hidrogel, donde M. es el peso molecular y & es el tamario
de poro.

En muchas oportunidades, estos pardmetros teoricos no pueden ser
determinados en la caracterizacion de las redes poliméricas que se forman debido
principalmente a que se utilizan macromoléculas naturales de gran tamano disponibles
comercialmente, por lo que es dificil conocer el peso molecular del monémero. Sin
embargo, se pueden establecer otras propiedades mecanicas y cinéticas de interés
mediante distintos ensayos, como la determinacidn de las propiedades viscoelasticas,

el indice de hinchamiento, o los procesos de transporte de materia a través de la matriz.

Los estudios realizados en polimeros indican que éstos poseen un
comportamiento viscoelastico. El término viscoelasticidad en la caracterizacion de un
material hace referencia a la coexistencia simultanea de propiedades viscosas y
elasticas. La respuesta de una muestra que se somete a un experimento donde se le
aplican fuerzas mecanicas oscilatorias depende de la escala temporal del experimento

en relacion con el tiempo natural del material. Esto es, si el experimento es
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relativamente lento la muestra se podria considerar como si fuese un sistema liquido en
el que se amortigua la sefial de perturbacion (esto se denomina componente viscoso de
la muestra). En este caso, la perturbacion mecanica es mas lenta que la respuesta del
material. Mientras que si el experimento es relativamente rapido, la respuesta de la
muestra mostrara su resistencia a la perturbacion mecanica y se parecerd mayormente
a un sistema rigido (esto se denomina componente elastico de la muestra). A tiempos
intermedios, se observa la coexistencia de ambas observaciones, y el comportamiento
sera viscoelastico. Es decir que, si se aplican fuerzas de diferentes magnitudes en un
intervalo amplio de tiempos se pueden observar en la respuesta del material tanto

propiedades liquidas como sdlidas, o una combinaciéon de ambas®,

De acuerdo a sus propiedades viscoelasticas, los geles poliméricos pueden ser
clasificados en tres grupos: materiales covalentemente entrecruzados, redes enrolladas
y geles fisicos. Los materiales covalentemente entrecruzados se forman por
entrecruzamiento de cadenas de alto peso molecular o mediante polimerizacion de
monodmeros multifuncionales. Estos materiales pueden considerarse como moléculas
gigantes de peso molecular extremadamente grande. Por otro lado, las redes enrolladas
estan formadas por la simple interaccion de cadenas poliméricas. Estas se pueden
disolver cuando se agrega un exceso de disolvente, lo que no ocurre en geles
entrecruzados. Las redes enrolladas fluyen como liquidos de alta viscosidad a muy bajas
frecuencias de perturbacion. Por Ultimo, los geles fisicos son redes entrecruzadas por
uniones no covalentes de baja energia. El nUmero de enlaces y la posicion dependen del
tiempo de reaccidon y de la temperatura. Las uniones no covalentes pueden ser
couldmbicas, dipolo-dipolo, de Van der Waals, transferencia de carga, hidrofdbicas,
puente hidrogeno, entre otras. Los geles fisicos se clasifican en fuertes y débiles.
Cuando se les aplican pequenas deformaciones la mayoria de los geles responden como
solidos, pero frente a grandes deformaciones los geles fuertes son sélidos mientras que

los geles débiles son fluidos estructurados y fluyen como liquidos.
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I1.L6.2 Polimeros utilizados como soporte enzimatico

Mucina

El mucus es una secrecion viscosa adherente secretada por las células
caliciformes que revisten el epitelio de las mucosas de drganos expuestos al medio
externo, como el tracto respiratorio, el gastrointestinal o el reproductivo. Este tipo de
secrecion cumple multiples funciones en cada uno de los lugares en que se encuentra,
ya que actUa como lubricante para facilitar el pasaje de elementos sélidos, mantiene una
fina lamina de hidratacion sobre el epitelio, constituye una barrera frente a agentes
nocivos y patogenos, y funciona como lamina semipermeable para el intercambio de

gases y nutrientes con el tejido subyacente®.

En adicion a las funciones de proteccion, el mucus juega un papel muy
importante durante los procesos infecciosos al ser la primera barrera con la que muchos
nutrientesy drogas deben interactuar, para luego difundir a través de él. Esta es la forma
en que son absorbidos para llegar luego al sistema circulatorio y finalmente alcanzar al
organo que es su objetivo. Ademas, tiene alta resistencia a la digestion enzimatica y

capacidad para amortiguar pequefias cantidades de acido o base8%:%°.

El mucus esta compuesto aproximadamente por un 95% de agua, pero también
contiene sales, lipidos como acidos grasos, fosfolipidos y colesterol, proteinas que
cumplen funciones defensivas y factores de crecimiento. Sin embargo, la glicoproteina
mucina es el principal componente responsable de su comportamiento viscoso como

gel viscoelastico®.

Las mucinas son glicoproteinas extracelulares de pesos moleculares que van
desde o,5 MDa a 20 MDa. Estan altamente glicosiladas constituyendo el 80% del peso
total de la glicoproteina. Los constituyentes de la porcidon glucosidica son: N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucosa, galactosa y acido sialico, también se
encuentran trazas de manosa y sulfato. La parte glicosilada (también llamada
glucosilada) esta formada por oligosacaridos ramificados. Estos oligosacaridos a su vez

estan constituidos por 5 a 15 mondmeros que se encuentran unidos a la proteina por
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uniones O-glucosidicas a los grupos hidroxilos de las cadenas laterales de serina y
treonina y estan dispuestos en forma de “cepillo de probeta” en torno al nicleo

proteico®.
a (B AR A IR A IR A
L ] = o o
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Figura ll-9: (a) Esquema de la estructura del mondmero de mucina de estémago porcino que muestra las regiones
glicosiladas separadas de las regiones de baja glicosilacion. (b) Simbolos que representan los diferentes dominios. (c)
Dimero unido por puente disulfuro. (d) Unidn de dimeros durante la polimerizacion de mucina que da lugar al alto peso
molecular y la polidispersidad de las mucinas secretorias®s.

La porcidn proteica constituye el 20% remanente de la masa molecular (200-
5ooKDa) y se organiza en regiones diferentes. Esta conformada por una region central
compuesta por un gran numero de repeticiones alternadas de grupos ricos en serina,
treoninay prolina (repeticiones STP). Estos grupos pueden representar mas del 60% de
los aminoacidos de la proteina y es la parte que permanece unida al polisacarido. Hacia
los extremos N-terminal y C-terminal, y algunas veces entre las repeticiones STP, se
encuentran regiones peptidicas con pocos sitios O-glucosilados y N-glucosilados ricos
en el aminoacido cisteina (>10%). Estos sitios tienen alto contenido de cisteinas y
poseen secuencias similares a los dominios Cy D del factor de von Willebrand (FvW) y al
dominio nudo de cistinas en el C-terminal. Ademas, estos sitios estan involucrados en la
formacion de dimeros a través de enlaces disulfuro y en consecuencia de la

polimerizacion de mucina®* (Figura II-g).
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La determinacion del potencial zeta permitido obtener un punto isoeléctrico
parala mucina entre 2y 3. Esto se debe a la proporcion de acido sialico (pKa= 2,6) que se
encuentratanto en la fraccion glucosidica, como en las regiones peptidicas descubiertas
que no se encuentran asociados a carbohidratos. Esto hace que las moléculas de mucina
se comporten como un polielectrolito anidnico a pH neutro, disminuyendo su carga a

medida que el pH cambia a valores mas acidos®.

Muchas sustancias mucoadhesivas tienden a unirse a la mucina ya que pueden
formar interacciones electrostaticas, hidrofébicas y puentes hidrégeno92. Es conocida
la interaccion de mucina con lipidos lo cual evidencia la presencia de dominios
hidrofébicos. También es posible la interaccion de mucina, especialmente cuando esta
cargada negativamente, con iones como el Cr(lll) que produce cambios

conformacionales y la consecuente agregacion de la glicoproteinad™.

La mucina es una matriz que puede incorporar grandes cantidades de agua en
su red y ha mostrado retener eficientemente la actividad de las enzimas con las cuales
se ha ensayado. Es una matriz de dificil manipulacion debido a que tiene consistencia
gelatinosa laxa aun después del entrecruzamiento, por lo que suele mezclarse con otras
proteinas. Se utilizd en sensores combinada con carbopol o con quitosan, obteniéndose
excelentes resultados para un sensor de oxalato en medio acido994. Las combinaciones
de mucina y albumina resultaron exitosas en el desarrollo de biosensores para la

deteccion de lactato™ y de glucosa’.

Albumina

La albumina es una de las proteinas mas abundantes del sistema circulatorio de
los mamiferos y es sintetizada en el higado. La fraccion albUumina-globulina es
aproximadamente del 55%, mientras que al resto de las proteinas plasmaticas se las
denomina en conjunto globulinas. Esta proteina cumple un rol fundamental en el
transporte de acidos grasos, metabolitos y drogas, sean éstos compuestos enddgenos
o exogenos. La presencia de albumina es muy importante para el mantenimiento de la

presion osmaotica, necesaria para la distribucion correcta de liquidos corporales entre el
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compartimiento intravascular y extravascular. Al pH sanguineo, la carga eléctrica
predominante es negativa, lo que evita su pérdida por filtracion glomerular debido a la

carga negativa del glomérulo9.

La propiedad mas destacada de la albumina es su capacidad para unirse
reversiblemente a una gran variedad de ligandos. Su union a proteinas les permite
mayor solubilidad en el plasma, menor toxicidad hacia el medio y mayor proteccion
contra la oxidacion del ligando unido%>%. Su abundancia hace que sea un factor
importante en el comportamiento farmacocinético de muchos farmacos, afectando su
eficacia y tasa de liberacion. La albumina también es responsable de la mayor parte de
la capacidad antioxidante del suero humano, ya sea porque se une directamente a
radicales libres, porque transporta captadores de radicales, o debido a que secuestra

iones de metales de transicion con actividad oxidante%%:97.

La albumina de suero bovino es una proteina globular pequena (66 kDa)
compuesta por 583 aminoacidos en una cadena polipeptidica simple. Contiene pocos
restos de triptéfano o metionina, pero abundancia de residuos cargados, como lisina 'y
acido aspartico, destacandose la ausencia de grupos prostéticos o carbohidratos. Esto

hace que su punto isoeléctrico sea 4,9.

Estudios cristalograficos mostraron que la albUmina posee una estructura
terciaria en forma de corazon, pero en solucion es elipsoidal. Su estructura esta
compuesta mayormente por a-hélices. La proteina estd compuesta de 3 dominios
homologos (Figura Il-10), cada uno de ellos conteniendo dos subdominios (A y B). Los
subdominios se mueven uno con respecto al otro por medio de bucles flexibles
proporcionados por residuos de prolina que, junto a la flexibilidad proporcionada por

puentes disulfuro que unen cada dominio, favorece la union de los ligandos%8:99.
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Dominio lll

Dominio ll

Figura ll-10: Estructura de la albumina de suero bovino obtenida por modelado, donde se observan los tres dominios que
la forman y cada una de sus sub unidades9s.

La albumina contiene una gran cantidad de lisina, constituyendo alrededor del
10% del total de los aminoacidos. Por ello, puede formar numerosos enlaces con el
glutaraldehido, lo cual propicia la formacidn de una red polimérica muy compacta y
rigida comparada con la mucina. Esta proteina se ha utilizado como matriz para la
construccion de sensores quimicos en especial mezclada con mucina, con muy buenos

resultados analiticos92%°°,

Quitosan

La quitina (B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-B-D-glucosa) es un polisacarido natural
de gran importancia, analogo al coldgeno en animales superiores y a la celulosa en
plantas terrestres. Este biopolimero es sintetizado por una enorme cantidad de
organismos vivos. Asi como las plantas producen celulosa en la pared celular, los
insectosy crustaceos producen quitina en sus exoesqueletos. En ambos casos, la funcion
de estos polisacaridos es brindar integridad y proteccion. En la naturaleza se presenta
como microfibras cristalinas ordenadas, que dan forma a numerosos elementos
estructurales en los exoesqueletos de artrépodos o en la pared celular de algunas
levaduras y hongos. La celulosa es un homopolimero, mientras que la quitina y el

quitosan son heteropolimeros. La quitina se diferencia de la celulosa (-(1-4)-2-desoxi-
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B-D-glucosa) en que posee un grupo acetamida en el carbono 2, en lugar de un grupo

hidroxilo***™3 (Figura ll-11).

La quitina es un copolimero de los azucares B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-
glucosay B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-B-D-glucosa, cuya relacion es aproximadamente de
0,9 (acetamido/amino). El cociente es denominado grado de acetilacion, e indica la
presencia de grupos aminos con gran influencia en la solubilidad de la quitina. La quitina
se presenta en tres formas polimorficas diferentes (o, B y y), que se diferencian
principalmente en el empaquetamiento y la polaridad de cadenas adyacentes®. Las
propiedades fisicas del quitosan dependen de muchos parametros como el peso
molecular (entre 10 kDa y 1 MDa), el grado de desacetilacion (representa la proporcion
de unidades desacetiladas y esta comprendida entre 50-95%), la secuencia de los grupos

amino y acetamida, y la purificacion del producto?°s.

OH
OH
O
HO oo z o Celulosa
OH
OH n
CHs :
on 0= OH OH
HO o) 4 0 0]
NH HO HO
o:< OH NH, NH,
CHa n n

Quitina Quitosan
Figura ll-11: Estructuras quimicas de celulosa, quitina y quitosan.

El orden molecular de quitina depende del rol fisioldgico y de la caracteristica
del tejido. Las cadenas de polisacaridos estan unidas entre si a través de puentes
hidrogeno y se organizan en forma de hojas o laminas. En la estructura a se produce un
mejor empaquetamiento de las cadenas de polisacarido, a diferencia de la forma 3, que

presenta una estructura mas expandida.

El quitosan se obtiene a partir de la desacetilacion parcial alcalina de la quitina
para obtener un grado de acetilacion menor a 0,35. Cuando el pH de una solucion de

quitosan disminuye, se produce la protonacion de los grupos amino (pKa = 6,3) y el
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polisacarido adquiere carga positiva. Esto hace que el quitosan sea un polielectrolito
cationico soluble en agua, uno de los pocos que se encuentran en la naturaleza. Por el
contrario, cuando el pH aumenta por encima de 6, el polimero pierde sus cargas

positivas, se agrega y se vuelve insoluble®,

El quitosan posee caracteristicas quimicas y bioldgicas distintivas. A lo largo de
su cadena lineal de alto peso molecular tiene grupos amino e hidroxilos reactivos que se
encuentran disponibles para realizar modificaciones quimicas. Cuando se solubiliza
quitosan en medio acido los grupos amino de su cadena adquieren carga positiva, lo que
propicia su adherencia a superficies cargadas negativamente o a compuestos
polianidnicos, otorgandole excelentes propiedades para la formacion de geles. Ademas,
tiene la propiedad de quelar iones metalicos pesados. El quitosan es biocompatible,
biodegradable, no tdxico, fisioldgicamente inerte y tiene gran afinidad con las
proteinas, entre otras propiedades®> por lo que es muy utilizado en aplicaciones
biomédicas y farmacéuticas. Al ser bioadhesivo, promueve la cicatrizacion de heridas y
tiene efecto bacteriostatico*®®. En las aplicaciones médicas y farmacéuticas es utilizado

como componente de hidrogeless.

El quitosan puede formar hidrogeles fisicos o quimicos. La formacion de
hidrogeles fisicos se logra principalmente por interacciones idnicas e interacciones
secundarias, mientras que los hidrogeles quimicos se forman especialmente por uniones
covalentes entre las cadenas de polisacaridos. El glutaraldehido se utiliza para generar
este tipo de uniones mediante la reaccion con los grupos aminos de los azucares de la
cadena del polimero. Su uso como matriz se ha incrementado en los Ultimos afos, ya
que se ha utilizado para inmovilizar biomoléculas covalente y electrostaticamente®°s. La
preparacion de geles se basa en la disolucidon rapida del quitosan en soluciones
levemente acidas de muchos acidos organicos, incluido el formico, acético, tartaricoy
citrico, para formar soluciones viscosas que precipitan cuando se incrementa el pH del

medio.
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Mezclas entrecruzadas con glutaraldehido

La mezcla de macromoléculas es un proceso favorecido entropicamente, que
también depende de las interacciones atractivas entre los polimeros, es decir, de la
entalpia de la mezcla. Si la entalpia de mezcla es negativa, se producen mezclas de
polimeros miscibles donde las interacciones intermoleculares son del tipo uniones
puente hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo o complejos de transferencia de carga.
Existen numerosos casos de mezclas estables en las que no se produce separacion de
fase'7. Si la mezcla de polimeros se entrecruza covalentemente, se producen redes
poliméricas estables con diferentes grados de interpenetracion, dependiendo de la

composicion inicial de la mezcla.

Los hidrogeles en los que se utiliza un polimero quimicamente entrecruzado
pueden clasificarse en tres tipos*©2. El polimero entrecruzado consigo mismo*°?, es la
estructura mas simple e involucra el entrecruzamiento entre unidades de mondmeros
que pueden o no pertenecer a la misma cadena polimérica. Las redes poliméricas
hibridas*°?, se obtienen por entrecruzamiento entre dos cadenas poliméricas, sin
descartar las uniones entre cadenas del mismo tipo (consigo misma u otra diferente).
Finalmente se encuentran los hidrogeles que forman redes poliméricas
interpenetradas®? los cuales contienen un polimero que no reacciona quimicamente con
el otro, pero donde cada uno puede entrecruzarse para formar una red interpenetrada
con la red del otro polimero. En todos estos hidrogeles las uniones covalentes son las
principales interacciones, pero no se pueden obviar las interacciones secundarias. Los
hidrogeles que forman redes poliméricas hibridas e interpenetradas presentan

interacciones puente hidrégeno que contribuyen a la estructura del gel.

Los entrecruzantes son moléculas que poseen al menos dos grupos funcionales
reactivos que permiten la formacion de puentes entre las cadenas poliméricas. Se han
usado muchas moléculas bifuncionales de pequeiio tamano para entrecruzar cadenas
de polimeros, incluyendo diglicidil éter, genipina, diisocianato, diacrilato y otros®,
siendo el glutaraldehido uno de los mas comunes®d. Los dialdehidos permiten la
reaccion directa en medio acuoso, en condiciones suaves y sin la adicion de moléculas
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auxiliares, siendo una ventaja en términos de biocompatibilidad. Sin embargo, el
principal inconveniente de los dialdehidos como el glutaraldehido es que generalmente
se consideran toxicos*d. Se han probado con éxito multiples implantes prostéticos en
las Ultimas décadas, indicando que el entrecruzamiento con glutaraldehido ha sido
aceptable clinicamente®. Por ejemplo, se han empleado microesferas de gelatina
reticuladas con glutaraldehido como portadores para el crecimiento y propagacion de
fibroblastos y células endoteliales. Sin embargo, se conoce que el glutaraldehido es

toxico si se libera a la circulacion®s.

El glutaraldehido reacciona preferentemente con grupos aminos primarios de
aminoacidos basicos como la lisina. En distintos trabajos se ha demostrado que los
aminoacidos lisina son claves en la formacion de agregados a partir de proteinas**®. La
reaccion de entrecruzamiento con glutaraldehido requiere habitualmente catalisis acida
y ocurre por adicion nucleofilica de un grupo amino sobre el carbonilo electrofilico del
grupo aldehido (1) formandose un hemiaminal inestable como intermediario, el que por
perdida de una molécula de agua produce la imina (2) correspondiente como muestra el

siguiente esquema**:

/cH3
N
| he— ||
H€—C—H —————— HC—C—H + H,0
H+

A medida que se lleva a cabo la reaccidn de entrecruzamiento, se van uniendo
las cadenas de polimero por medio de puentes formados por moléculas de
glutaraldehido. Conforme se desarrolla el proceso de entrecruzamiento, aumenta tanto
la viscosidad como la elasticidad de la solucidon, mientras se incrementa el peso
molecular y el nUmero de sitios de entrecruzamiento. Generalmente, comienza a ser
mas importante el comportamiento elastico de la mezcla hasta el punto en que se

considera que la muestra se ha gelificado. Entonces, el polimero es insoluble v, si la
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reaccion avanza lo suficiente, se obtendria tedricamente una molécula macroscopica

del mismo tamano que la muestra.

El entrecruzamiento de las cadenas le otorga a la mezcla mayor estabilidad
estructural y térmica. El aumento de los puntos de anclaje en la red restringe el
movimiento y mantiene las cadenas en su posicion, lo que hace también que aumente

la fragilidad y disminuya la flexibilidad.

Los hidrogeles obtenidos a partir de las mezclas de mucina/albumina o
mucina/quitosan, entrecruzadas con glutaraldehido, generan redes poliméricas
hibridas. Esto, se debe a que simultaneamente pueden ocurrir multiples combinaciones
de entrecruzamiento. Es decir que se pueden formar uniones covalentes entre
polimeros de la misma naturaleza, como mucina/mucina, albumina/albumina,
quitosan/quitosan o bien entre polimeros diferentes como mucina/albumina o
mucina/quitosan*®2. También pueden existir interacciones fisicas y secundarias entre
cadenas. De los tres polimeros utilizados, el quitosan es quien posee mayor cantidad de
grupos amino, por lo que en una mezcla con mucina sera el polimero mas involucrado
en el entrecruzamiento. Por otro lado, cuando se mezclen mucina y albumina, esta
Ultima serd la macromolécula que se entrecruce mas, debido a la mayor densidad de
lisina en su estructura. De acuerdo a la concentracion de reactivos que se utilice, se
obtendran redes mas o menos rigidas. Cuando se mezcla mucina, ya sea con quitosan o
con albumina, disminuye la cantidad de grupos aminos totales y por consiguiente
disminuye también el grado de entrecruzamiento. Por lo tanto, las caracteristicas
finales que se obtengan de la mezcla dependeran tanto de la concentracion de cada

polimero como de la concentracion utilizada de entrecruzante.
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CAPI{TULO lll: FUNDAMENTOS METODOLOGICOS

lll.2 Técnicas electroquimicas

Las reacciones quimicas que se dan sobre la superficie de un conductor

eléctrico, pueden ser exploradas mediante diferentes técnicas de barrido de potencial o

corriente, y permite estudiar variados procesos de multiple complejidad. Las reacciones

en las que existe una transferencia de electrones entre dos moléculas son reacciones

rédox.

Una reaccion rédox involucra siempre dos especies que sufren una

transformacion: una especie oxidada (O) y una especie reducida (R). Cuando ambas

especies son solubles en el solvente utilizado, las ecuaciones de transferencia de carga

pueden ser escritas de acuerdo con el siguiente modelo***:

a-
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La molécula reactiva se acerca a la superficie electroactiva por procesos de

transferencia de masa como difusion, conveccion o migracion.
La especie que sufre una reaccion de transferencia de carga se reestructura.

La reaccion de transferencia de carga se lleva a cabo una vez aplicado el
potencial eléctrico segun la técnica electroquimica de que se trate. La ecuacion

que representa este proceso es:

=i

O+ne «——R -1

1

=

donde k y k son las constantes de velocidad para el proceso de reduccion y de

oxidacion, respectivamente, y n el nUmero de electrones involucrados.

La especie que se forma se reorganiza.

El producto que se genera por la reaccion sobre la superficie del electrodo puede

trasladarse al seno de la solucion mediante procesos de transferencia de masa.



Como resultado de las etapas descritas, se obtendra una respuesta eléctrica
que, adquirida y almacenada con el equipamiento adecuado, permitira analizar y

caracterizar al sistema electroquimico en estudio.

Cuando sobre la superficie electroactiva se coloca un biosensor tipo sandwich,
las etapas anteriores se modifican debido a la barrera difusional agregada, y a la
presencia de la enzima que incorpora una reaccion previa en el sistema. En este caso, las

etapas se resumen como sigue:

i.  El sustrato llega a la superficie expuesta del biosensor mediante procesos de

transferencia de masa.

ii. Elsustrato difunde primero por la membrana permeoselectiva, y luego a través

de la matriz polimérica hasta alcanzar el sitio activo de la enzima.
iii.  Seproduce lareaccion enzimatica, en este caso una reaccion de oxidacion.

iv.  Elproducto de lareaccion enzimatica se transporta desde la matriz hacia el seno

de la solucion, como hacia la superficie del electrodo.

v.  El producto de la reaccion enzimatica se oxida o reduce en la superficie del
electrodo de acuerdo al potencial eléctrico aplicado, y se registra la corriente

generada por este proceso, lo que corresponde a la sefal analitica del sistema.

El transporte de masa en las etapas anteriores puede darse por diferentes
fendmenos de movimiento**?. Cuando se trata de migracion, las especies cargadas
consiguen moverse debido a la influencia de un campo eléctrico aplicado externamente.
Sin embargo, cuando se utiliza un electrolito inerte en exceso como soporte de la
reaccion, este efecto se atenuUa en gran medida. Por otro lado, cuando el seno de la
solucion se agita mecanicamente, se produce transporte por conveccion o transporte
hidrodinamico. Para asegurar la homogeneidad de los procesos de transferencia por
conveccion, es fundamental mantener controlada la velocidad de la agitacion. En el caso
de un biosensor tipo sandwich, este control hace que se mantenga una velocidad

constante de llegada del sustrato a la membrana externa. Por Ultimo, los movimientos
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por difusion de una especie se producen cuando se presenta un gradiente de
concentracion en los distintos espacios fisicos. Dentro de la superficie del electrodo no
existe influencia por conveccion hidrodinamica, por lo que el fendmeno de difusion es el
que gobierna el movimiento de las especies dentro de la matriz, tanto de sustratos como
de productos. Este fendmeno siempre se encuentra presente, y su magnitud dependera
del aumento o disminucion en la concentracion del sustrato y de los productos

enzimaticos.

lll.1.2 Cronoamperometria

La medicion de la corriente que circula a través de la superficie electroactiva se
obtiene a partir de la aplicacion de un potencial a la celda electroquimica. La funcion de
potencial que se aplica determina el tipo de técnica utilizada, y por lo tanto el tipo de
respuesta obtenida. Si bien la técnica cronoamperometria es una de las mas sencillas,
es la técnica mas eficiente para la construccion de las curvas de calibracion de
biosensores y para caracterizar cada uno de los electrodos enzimaticos que se han
construido a partir de las diferentes matrices estudiadas. La técnica se basa en aplicar
una diferencia de potencial constante a la interfaz electroquimica mientras se registra
la corriente faradaica que se genera debido a las reacciones de oxidacion — reduccion.
En cronoamperometria, generalmente se espera que la corriente generada sea
proporcional a la concentracidn del analito en el seno de la solucion. No obstante,
cuando se desea expresar la corriente en funcidn de las especies dentro de la matriz
enzimatica, resulta mas apropiado indicar que la corriente es proporcional al gradiente
de concentracion de la especie electroactiva que se genera o consume, debido a la
reaccion enzimatica. Ademads, debe tenerse en cuenta que comunmente la
concentracion del analito cae practicamente a cero dentro de la matriz, como
consecuencia de la reaccion enzimatica. También se puede decir que la corriente (/) que
circula durante la electrdlisis es directamente proporcional a la velocidad de reaccidn

electroquimica sobre el electrodo de acuerdo a la ley de Faraday**2:
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| =an—N -2
dt

donde dN/dt es la velocidad de oxidacidn o de reduccion en moles por segundo, N es el
numero de moles de la especie electroactiva presente, t es el periodo de tiempo

considerado, y F es la constante de Faraday (F = 96485 C.mol™).

Por otro lado, la cantidad de moles que reaccionan en un periodo de tiempo

representa el flujo de materia J de acuerdo a la siguiente ecuacion:

dN

T —AJ -
dt 3

donde J es el flujo de materia y A la superficie del electrodo.

La naturaleza heterogénea del proceso hace que la corriente dependa de la
velocidad de transferencia de carga en la interfaz, y del trasporte de masa de la especie
rédox hacia el electrodo desde el seno de la solucion. En el momento en que se aplica el
potencial que genera la electrdlisis, la concentracion de la especie O (Reaccion /ll-1)
sobre el electrodo, se hace menor que en el seno de la solucidn ya que O se convierte en
R. En el caso de que la solucidn no se encuentre agitada hidrodinamicamente y que la
migracion de las especies se mantenga controlada, la difusion sera la Unica forma de
transporte de masa. En este caso, el flujo de O con direccion a la superficie del electrodo,
para un determinado tiempo t, sera proporcional al gradiente de concentracion de O a
la distancia x. De este modo el flujo de carga puede describirse mediante la primera ley

de Fick*3:
3(x.t) = b, 4B -4
dx

donde J(x,t) representa al flujo medido a una distancia x del electrodo a un tiempo t,

y c es la concentracion de la especie O, que difunde en la solucidn con un coeficiente de

difusion Do.
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Si se combinan las ecuaciones /ll-2 y Ill-3 sobre la superficie del electrodo (es
decir cuando x=0), la corriente con una superficie A para el electrodo se puede definir de

acuerdo a la siguiente acuacion®*2:

I =nFAJ(0,t) g
y la expresion para la corriente en funcion del tiempo sera:
d[c(0,t
I, =nFAD, M 11-6

dx

Cuando el potencial al que se polariza es lo suficientemente elevado, es posible
que se alcancen condiciones de corriente limite en las que la concentracion del sustrato
sobre el electrodo se aproxima a cero. En este caso, la velocidad de la reaccion es
maxima y se alcanza el estado en que la corriente es controlada por difusion. Con estas
condiciones, el perfil de concentracion con respecto a la distancia del electrodo se
representa de acuerdo a la Figura Ill-1. Alli, el eje de las abscisas representa la distancia
al electrodo, siendo el punto de origen la superficie del mismo. En el eje de las ordenadas
se representa la concentracion de la especie electroactiva. La concentracion maxima
esta representada por ¢*, que es la concentracion en el seno de la solucion, y que se

considera constante.

X=0 X

Figura Ill-1: Perfil de concentracion versus distancia al electrodo al potencial al cual se alcanza la corriente limite. Cada
una de las curvas representadas ocurre a distinto tiempo t.
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Se conoce como capa difusional de Nernst (8) a la region en la que la
concentracion disminuye desde su valor en el seno hasta cero sobre la superficie del
electrodo®3. Esta capa tiene un espesor que depende de la viscosidad de la solucidn que
se utilice, pero después de cierto tiempo el espesor se mantiene constante, debido a que
se ha alcanzado la condicion de estado estacionario. Considerando los perfiles
linealizados con el Modelo de Capa Difusional de Nernst, se puede representar

matematicamente el gradiente de concentracion segun la siguiente ecuacion:

% _ (C* _Co)
dx 0

lll-7

Cuando la concentracion del analito en la superficie del electrodo ¢, es cero,
esta ecuacion puede ser simplificada como sigue:
de_c -8
dx o
Teniendo en cuenta el flujo en la superficie del electrodo se puede definir la

corriente estacionaria (lest) como**2:

nFAD,C” lll-g
est — T
| =NFAK C’ lll-10

donde kmn es la constante de velocidad de transporte de masa, calculada como el
cociente entre el coeficiente de difusion del sustrato, Ds, y el espesor de la capa
difusional (8). Esta Ultima expresion es la corriente estacionaria que se obtiene de la
electrdlisis de un analito y, como puede deducirse de la ecuacion lll-g, es directamente
proporcional a la concentracion en el seno de la solucidn y al coeficiente de difusion, e
inversamente proporcional al espesor de la capa difusional de Nernst. Cuando se aplica

el pulso de potencial a t=0 la corriente es maxima y comienza a caer asintdticamente a
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medida que transcurre el tiempo, hasta alcanzar el estado estacionario /est. El perfil de

corriente se muestra en la Figura Ill-2.

est

t=o0 t
Figura IlI-2: Perfil de corriente en funcion del tiempo obtenido al aplicar un pulso de potencial.

En el caso de un biosensor tipo sandwich, la capa difusional generalmente se
extiende desde la superficie del electrodo hasta el limite externo del sandwich. Si bien
los sustratos y productos de la reaccion enzimatica deben alcanzar un estado
estacionario en el interior de la matriz proteica, las concentraciones de estas especies
en la solucion acuosa se consideran constantes debido a la diferencia de coeficientes de
difusion en uno y otro medio. El transporte del sustrato a través del soporte de anclaje
se representa por la reaccion /ll-11, y su velocidad estara determinada por la diferencia
de concentracion que existe entre el seno de la solucidn y el interior del biosensor, segun

ecuacion /ll-12.

S*L)So [1-11
J, =k ([ST —[S],) lll-12

donde J, es el flujo de sustrato, [S] y [S], son las concentraciones de sustrato en el

seno de la solucidn y en la superficie del electrodo, respectivamente.
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lll.2 Ecuaciones para simular la respuesta del biosensor de GOX

Mediante el uso de sistemas de calculo, es posible llevar a cabo simulaciones
computacionales que permitan modelar el comportamiento de las reacciones que
ocurren cuando se utiliza un biosensor. Para esto, se tiene en cuenta la difusion de los
solutos y productos dentro del sensor y las ecuaciones que describen a las reacciones

enzimaticas y electroquimicas.

El sensor que se utilizd en este trabajo tiene la forma de un sandwich, en el que
la matriz enzimatica que retiene a la enzima se encuentra atrapada entre dos
membranas de policarbonato. Este arreglo se deposita sobre la superficie del electrodo,
donde se desarrollan las reacciones electroquimicas. El conjunto sandwich — electrodo
se coloca en una celda de reaccidn, en la que electrolito soporte se encuentra en
agitacion constante para asegurar que en todo momento la solucion es homogénea. El
movimiento de conveccion del electrolito se detiene en la membrana externa, porlo que
el flujo de sustratos y productos esta controlado por la difusion dentro del sandwich
(Figura llI-3). La GOX es una oxidasa que cataliza la oxidacion del sustrato S (glucosa) y
la reduccion del mediador M (oxigeno) mediante un mecanismo ping—pong. Los dos
productos de la reaccion enzimatica pueden difundir desde la matriz hacia el exterior.
Sélo la especie P (perdxido de hidrégeno) es electroactiva. Las reacciones que ocurren

en la matriz enzimatica se pueden resumir de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

E +ST2ES—5E,+R ll1-13
E0+M¢>EOM —k E 4P lll-14

E;y E, corresponden respectivamente a las formas reducida y oxidada de la
enzima, mientras que E;S y EoM son los complejos intermediarios de la enzima con el
sustratoy con el mediador, respectivamente. La reaccidn que toma lugar en la superficie

del electrodo es la siguiente:
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P—= >M+2H" lll-15

La oxidacion del producto catalitico P sobre la superficie del electrodo regenera
al mediador M. Es decir, el oxigeno consumido por la GOX en cada ciclo catalitico se
convierte en peroxido de hidrédgeno, que regenera al oxigeno molecular al oxidarse
sobre la superficie del electrodo.

conveccion difusion

membrana matriz  membrana
SOLUCION ELECTRODO

-

R+H,0,T
?‘1102 (—*d/-\«[\p - \,/ \/{\\,//_)

Figura Ill-3: Esquema de un biosensor tipo sandwich.

Para analizar las reacciones /ll-13 y Ill-14 se necesita conocer la concentracion
de las especies involucradas dentro de la matriz enzimatica. La concentracion de los
sustratos y de los productos puede variar de acuerdo a su posicion con respecto a la
superficie del electrodo. Por este motivo, la combinacion de las contribuciones cinética
y difusional hace que la sefial amperométrica que se genera no pueda ser descrita por
medio de una Unica ecuacion analitica*4. Por este motivo, las simulaciones numéricas
se pueden aplicar no sdlo para calcular la respuesta de un biosensor sobre un amplio
intervalo de parametros experimentales, sino que puede entregar informacién sobre los
perfiles de concentracion de las especies involucradas dentro de la matriz

enzimatica®415,

Modelo matematico

En el desarrollo de un modelo tedrico que describa un biosensor enzimatico

basado en el esquema de la Figura llI-3, se debe asumir que**4:
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- La enzima se encuentra sdlo en la matriz enzimatica, y mantiene una
concentracion constante (Cg).

- En el inicio del experimento donde t = o, la concentracion de M (Cu) es una
constante y las concentraciones de S (Cs) y P (Cp) son iguales a cero, ya seaen la
solucion como dentro del sensor.

- Dentro del sensor, el coeficiente de difusion de cada una de las especies
involucradas es constante, y la enzima no puede difundir en la matriz al estar
inmovilizada debido al proceso de entrecruzamiento.

- Sobre la superficie del electrodo, el producto de la reaccion enzimatica P es
instantaneamente oxidado, por lo que (Cp)x-o = 0.

- El grosor del sensor (Ax) estara comprendido entre 10 pm y 100 pm,
considerados valores de espesor tipicos para un biosensor tipo sandwich.

- La concentracion del electrolito soporte es suficientemente alta como para no

considerar los efectos asociados con la migracion de las especies.

La ecuacion de velocidad que se obtiene para una reaccion enzimatica con
mecanismo ping-pong bi bi estd dada por la Ecuacion //-18, expresada de la siguiente

manera:

vV

max

V=
1+K,/Cs +K,, /C,,

Para describir la transferencia de masa a través del eje x, es decir en direccion
normal a la superficie del electrodo, se debe diferenciar la porcion del sandwich por la
que esta difundiendo la especie en cuestion. Si la transferencia de masa ocurre dentro
de las membranas de policarbonato, cuando (xc = x> xb) y (Xa = X > Xo), la difusion puede

ser descrita mediante la siguiente ecuacion:

oc, _ _aZCi II1-16
ot ox
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donde irepresenta a cualquiera de las especies S, M, P, Ry D es el coeficiente de difusidn

correspondiente a cada una de ellas en el interior de la membrana.
Por otro lado, cuando las especies difunden dentro de la matriz enzimatica, es

decir que x toma valores de (x» = x > Xq), la difusion se describe mediante:

6CS =D 82CS _ Vmax |||-17
a o 1+K/Co+K,, /C,,

Cu _p 9Cu _ Vi l11-18
ot "o 1+K /C.+K,, /C,

Co _p o°C, N Viax Ill-19
ot T ot 1+K /C +K,, /C,

oCe _H 9°Cq Vinox lll-20

=D +
ot ot 1+K /C +K,, /C,

Estas ecuaciones nos indican que, para el caso de los sustratos de la reaccion
enzimatica (oxigeno y glucosa, My S, respectivamente) su concentracion en el tiempo
estd dada por la difusion de éstos al interior de la matriz enzimatica menos lo consumido
por la catalisis. Lo opuesto sucede para los productos, peroxido de hidrégeno (P) y acido
gluconico (R) que son generados en la reaccion enzimatica. Finalmente, sobre la

superficie del electrodo, el flujo de las especies esta determinado por:

ﬂ:_[) (%j =D (aCMj I-21
n,FA "Lax ), “Uox )

(aCS) :(aCRj =0 -22
oX Jo OX Jyo

Para evaluar los perfiles de concentracion y los respectivos resultados del

modelo planteado, las Ecuaciones lll-4 a lll-10 se reformulan de acuerdo a las

expresiones obtenidas por el método de diferencias finitas**4*'5 que se escriben a
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continuacion. Cuando se evalUan los valores de x correspondientes al interior de las

membranas de policarbonato, la ecuacion que se obtiene es la siguiente:

D.At

(C )Tl =(C )tj + —2[(Ci )tj—l —2(G )tJ +(G )ti+1} -3

AX

mientras que para valores de x correspondientes al interior de la matriz enzimatica la

ecuacion queda:

()} =€), + 25 (), -2, + (G,

+ Vinex -
F e e,

En la ecuacion anterior, el signo menos se utiliza para las ecuaciones lll-5 y Ill-
6, mientras que en las ecuaciones llI-7 y 1lI-8 se emplea el signo mas. El subindice i
representa a las especies presentes, mientras que el superindice j corresponde a una
dada posicion dentro del sensor. Por Ultimo, sobre la superficie del electrodo se expresa:
t
I(t) t _ DyAtN (Cp), lll-25

t) = = =
v n,FAC; Ax  Ax* C;

donde, y(t) corresponde a la corriente adimensional en el momento de tiempo t = NAt.
Las ecuaciones lll-11, lll-12 y IlI-13 aportan los estados transitorios tedricos desde los
cuales pueden determinarse las corrientes de estado estacionario, para poder simular

las distintas condiciones experimentales.

I1I.3 Mediciones reologicas

La Reologia es la disciplina cientifica en la que se estudia la relacién entre la
tension y la deformacion a la que son sometidos aquellos materiales capaces de fluir.
Los materiales que se incluyen en su campo de aplicacion van desde liquidos a solidos

pasando por los viscoelasticos, que presentan un comportamiento intermedio entre
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estos extremos. Los polimeros se encuentran dentro de aquellos que poseen
comportamiento viscoelastico. Para una mejor comprension de esta caracteristica, es
necesario entender los extremos del espectro de la respuesta mecanica, es decir la

respuesta que se obtiene de sélidos y liquidos puros.

Para estudiar las propiedades reoldgicas de un material, se lo somete a una
tension conocida y se mide la magnitud de la deformacidn producida por esta fuerza de
estrés. También, es posible medir la relacion contraria, sometiendo al material a una
deformacion conocida y midiendo la fuerza que el material ejerce en oposicion a la

deformacion y tendiente a restablecer su forma original.

Solidos ideales

El comportamiento viscoelastico o reoldgico de solidos ideales es descrito por
la ley de Hooke que establece una relacion directamente proporcional entre la
deformacion y la fuerza aplicada a una muestra del material®. El estrés, en tanto, se
define como el cociente entre la fuerza aplicada y el area sobre la que se aplica esta
fuerza. El estrés produce una deformacion, que es la relacion entre el cambio en la

dimension de la muestra frente a la dimension original.

El estrés de traccion (o), representado en la Figura lll-4 (A), produce sobre el
bloque rectangular una deformacion € = dl/l. Aqui, [ es la longitud original del bloque y
dl es el cambio producido debido a la aplicacidn de la fuerza en el drea A,. En este caso,
ocurre un flujo extensional de materia en el que las particulas adyacentes tienden a
separarse unas de otras en la misma direccion de la fuerza externa aplicada, mientras
que tienden a acercarse en el sentido perpendicular a la fuerza. Para estudiar este
sistema se define el moédulo de traccion o mdédulo de Young (E) de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

e_o_FI/A -26
e dl/l
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AreaA,

Fuerza F

D ——

Superficie fija

Fuerza F

A B

Figura Ill-4: Esfuerzo de traccion (A) y esfuerzo de corte (B) aplicado a geometrias ideales.

El estrés de corte (1), representado en la Figura Ill-4 (B), produce una
deformacion debida a un desplazamiento paralelo a una cara o superficie fija. En este
caso, la deformacion de corte (y) esta representada por la tangente del angulo a.
Cuando las deformaciones son pequenas, se puede considerar que tan o = a. En este tipo
de deformacion, sucede que las particulas de un plano se desplazan en el sentido
opuesto a las del plano subyacente. El mddulo de corte o mdédulo de rigidez (G) se define

segun:

G:Z:F/_Ao 1-27
y flana

Cuando las deformaciones son pequenas, tan o = a y G se puede calcular

también como:

Gr— [-28

Los sdlidos ideales recuperan completamente su forma una vez que cesa el
estrés que actua sobre ellos. En la practica, la linealidad entre tension y deformacion se
mantiene hasta que se alcanza el limite eldstico del material. Una vez superado, las
tensiones aplicadas producen deformaciones permanentes y el material no recupera su

forma original luego de que la fuerza deja de actuar.
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Liquidos ideales

Cuando se trata de liquidos ideales, o newtonianos, el flujo de corte se puede
representar mediante un modelo hipotético de capas®. En el modelo se representan
distintas capas de fluidos que se deslizan una con respecto a la otra como resultado de
la aplicacion de una tensidn de corte (Figura lll-5). De acuerdo a esto, el caso mas simple
se encuentra cuando la velocidad con que se mueve cada capa del fluido se incrementa
de forma lineal con respecto a la capa que esta inmediatamente por debajo. Asi, la capa
que se encuentra al doble de la distancia de cualquier capa estacionaria se mueve al
doble de velocidad. El gradiente de velocidad que se forma con direccion perpendicular

al flujo se denomina velocidad de deformacion (7) y la fuerza por unidad de area

producida por el flujo es el esfuerzo (7).

\\J,

Capas
hipotéticas

Figura Ill-5: Modelo hipotético de capas en flujo de corte para un liquido newtoniano.

De acuerdo con lo anterior, la viscosidad (7) se define como:

T T

S — lll-29
T4, a7

A diferencia de los materiales sélidos, los liquidos son incapaces de recuperar
su forma original luego de aplicada la tension de corte. La energia utilizada para
deformar la muestra se pierde en forma de calor. Cuando se trata de liquidos no ideales,

la relacion lineal entre tension y velocidad de deformacion se pierde.
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Materiales viscoelasticos

La gran mayoria de los compuestos formados por polimeros presentan un
comportamiento mixto entre un material sélido y un liquido. De esta forma combinan
las propiedades elasticas propias de los materiales sélidos y la viscosidad de los liquidos.
Asi, el estrés aplicado serd proporcional tanto a la deformacion como a la velocidad en

que ésta se produce.

Los sistemas viscoelasticos en los que predominan las caracteristicas de un
solido, ante la aplicacion de un estrés constante, no mantienen una deformacion
constante. Esta caracteristica se debe a que el material continUa deformandose luego
de que el estrés deja de ser aplicado, fendmeno que se denomina deslizamiento. En
cambio, aquellos materiales con predominante caracteristica liquida almacenan parte
de la energia aplicada que luego utilizan para recuperar parcialmente su forma luego de

la deformacion inducida por el estrés.

l1.3.1 Reologia

Las propiedades viscoelasticas de los materiales se estudian mediante la
técnica Reologia. Esta técnica consiste en aplicar una deformacion sinusoidal a una
muestra y medir la respuesta mecanica en funcion de la frecuencia a la que oscila la

fuerza de estrés.

Cuando se aplica una onda de deformacion sinusoidal a un sélido ideal, el estrés
maximo se alcanza cuando se aplica la maxima deformacion. En este caso, la onda de
estrés esta en la misma fase que la onda de deformacion. En cambio, un liquido ideal
sometido a una deformacion sinusoidal, mostrara un desfasaje de go grados entre la
onda de estrés y la de deformacion. Cuando el material tiene caracteristicas tanto
liquidas como sdlidas, el angulo de desfasaje entre el estrés y la deformacion estara
comprendido entre o y 9o grados. El valor dependera de la prevalencia de una u otra

caracteristica viscoelastica.

81



Como el método de medicion es dinamico, algunos sistemas responden de
manera diferente de acuerdo con la frecuencia de oscilacion. Las altas frecuencias
pueden hacer que un sistema tipo gel se comporte como un sélido elastico, por lo que la
recuperacion sera completa luego de que se elimina la tension aplicada. Por el contrario,
a baja frecuencia de oscilacidn, las muestras reaccionan como un material viscoso. La
deformacion entonces es irreversible cuando se aplica la tensidn. Las frecuencias
intermedias exponen caracteristicas de ambos tipos de comportamientos. En definitiva,
lo mencionado anteriormente indica que todos los materiales se pueden comportar
como liquidos o solidos, de acuerdo al tiempo en que ocurre la deformacion. A tiempos
mayores, los sélidos amorfos fluyen como liquidos cuando son sometidos al estrés. A
tiempo muy cortos, por el contrario, los liquidos se comportan como lo hace un material

solido.

La Figura llI-6 esquematiza el principio de oscilacion sinusoidal con amplitud Y0y
frecuencia oscilatoria ® que se aplica sobre una muestra. Durante el ensayo, la

deformacion sinusoidal aplicada puede expresarse como®8:
y(t) = y’sen(ot) lll-30
Entonces, la velocidad a la que se produce la deformacion de corte es:
7(t) = r"wcos(wt) = 7° cos(wt) lll-31

donde y(t) y 7(t) corresponden respectivamente a los valores instantaneos de la

deformaciony la velocidad de deformacion de corte.

82



Deflexion maxima

Velocidad de corte =o
Frecuencia oscilatoria ®

: ; ’ ‘ -/ L 7~ X Amplitud y°

/
/

Velocidad de corte méaxima tiempo

Deflexion =o
Figura Ill-6: Principio de oscilacion sinusoidal de frecuencia oscilatoria @y amplitud »°.

En el caso de que el material ensayado sea perfectamente elastico, la onda de
esfuerzo resultante estara puntualmente en fase con la onda de deformacion. En caso
contrario, un sistema puramente viscoso estara 9o grados desfasada con respecto a la
deformacion impuesta por la fuerza externa. Como estos son casos extremos para
materiales ideales, generalmente la onda de esfuerzo tendra una diferencia de fase 9,
comprendida entre 0° y go°. El valor que tome el angulo, o usualmente su tangente, es
una medida de la relacion viscosidad / elasticidad para un determinado material, a una
frecuencia de oscilacion w. La respuesta tiene entonces dos componentes, y se

representa comunmente utilizando la deformacion compleja G™:
G (0) =G (w)+ JG (w) lll-32

donde o denota la frecuencia angular de la onda experimental, j es la unidad imaginaria,
producto de la raiz cuadrada de -1, G’ es el componente real y refleja la naturaleza
elastica de la respuesta, y G” es el componente imaginario que representa la naturaleza
viscosa. Ambas componentes estan relacionadas por la tangente del angulo 8 y su valor

muestra la proporcién entre ambos componentes:
G .
tand = — ll-33
G

También puede decirse que G’ representa la energia almacenada durante la
deformacion y por eso se lo conoce como mddulo de almacenamiento. Si la energia
mecanica aplicada no es almacenada elasticamente, se pierde como calor a través de la
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friccion molecular. Esto es como una disipacion viscosa dentro del material, y por ello
G” se conoce como moédulo de pérdida. El médulo de almacenamiento de corte G’ (en
fase) y el modulo de pérdida de corte G” (fuera de fase) se definen de la siguiente

manera:
G = =.(G?*+G"?) ll1-34

Esta teoria se cumple Unicamente en el caso que las deformaciones producidas
sean relativamente pequefas, de modo que no se supere el limite elastico que producen
deformaciones que alterarian permanentemente la estructura del material. Para esto,
se debe utilizar un redmetro, instrumento disefiado para obtener muy alta resolucion,
para el control de pequenas deformaciones y elevada sensibilidad para detectar

pequenas variaciones en la deteccidn del esfuerzo.

En el redmetro se utilizan normalmente dos tipos de herramientas o geometrias
para el estudio de materiales viscoelasticos. En la Figura lll-7 se muestra un esquema de
un arreglo experimental donde se coloca la muestra entre dos placas paralelas (A) y
entre un cono movil y una placa paralela (B). En el primer caso, para soélidos
viscoelasticos la deformacion maxima de corte se calcula como r@/h, mientras que

para liquidos viscoelasticos la velocidad de deformacidénes y=w/ [ .
\_é—’/v Velocidad

radial ®
i
Placas (=  “~ > Conode
paralelas “"' “ angulo
<

Figura lll-7: Herramientas utilizadas para el estudio de tension-deformacion de corte: placas paralelas para solidos
viscoeldsticos (A), plato-cono para liquidos viscoeldsticos (B).
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lll.4 Hinchamiento

El hinchamiento es un efecto que se produce cuando las redes poliméricas
absorben e incorporan en su estructura al solvente con el que se encuentran en
contacto. Durante el proceso, las cadenas de la red se desenrollan y estiran de acuerdo
a cuan favorable sea la interaccion entre el polimero y el solvente. Como contraparte,
existe una fuerza retractil opuesta al hinchamiento que actua ejerciendo una presion
desde las cadenas de la red hacia el solvente incorporado. La magnitud de las fuerzas de
atraccion y repulsion dependen de la polaridad de los segmentos poliméricos y de sus
caracteristicas quimicas. Si las interacciones polimero-solvente estan mas favorecidas
respecto de las fuerzas atractivas polimero-polimero, las cadenas comienzan a absorber
moléculas de solvente, se despliegan de su forma enredada y el polimero se hincha
aumentando su volumen. Si las interacciones entre cadenas de polimeros son muy

débiles, este proceso puede evolucionar hacia una solucion.

En el caso de materiales cristalinos, entrecruzados o aquellos que presentan
interacciones puente hidrégeno en los que las interacciones polimero — polimero son lo
suficientemente fuertes, el proceso de solvatacion avanza hasta un determinado punto
y se detiene. Esto se debe a que a medida que la red se hincha, aumentan las fuerzas
retractiles de las cadenas enlazadas. En el estado de equilibrio, existe un balance de
fuerzas atractivas y repulsivas. En este momento, se habra incorporado al polimero una
cantidad de solvente que determinara el aumento de volumen, dando como resultado

un gel hinchado™7.

El cambio de volumen de una red polimérica, depende termodinamicamente
de la energia libre total y por lo tanto, el hinchamiento estara favorecido cuando AGzotal
< 0. En hidrogeles neutros, la energia libre total esta compuesta por la energia libre de
mezcla (AGmix) ¥ la energia libre de elasticidad (AGewst) de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

AG,, =AG, . +AG

total

elast |||-35
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Durante el proceso de hinchamiento, AGmix aumenta y generalmente tiene
signo negativo debido al incremento en la entropia en la mezcla del solvente con el
polimero. AGmix se puede descomponer en una contribucion entalpica (AHmix) y en una

entropica (ASmix) de acuerdo con la siguiente ecuacion:
AGmix =AH mix _TASmix -36

AHmix se relaciona con el cambio de energia que se produce en las interacciones
entre las moléculas de polimero-solvente con respecto a las interacciones polimero-
polimero y solvente-solvente. ASmix es proporcional a la fraccion molar de solvente en la

red y se incrementa con el ingreso de éste en la estructura del polimero.

AGeust refleja la resistencia de la estructura al hinchamiento y tiene un valor
mayor a cero ya que la entropia disminuye cuando se estiran las cadenas de polimeroy
se produce tension en los puntos de anclaje. La relacion entre la energia libre de

elasticidad y la entropia de elasticidad (ASes:) esta dada por:

AG,,, =-TAS

elast —

elast 1 |—37

En los hidrogeles idnicos, la red polimérica contiene grupos funcionales que
pueden ser de tipo anidnicos o cationicos. Los grupos funcionales de los hidrogeles
anionicos no estan ionizados por debajo del pKa y el hinchamiento depende de la
compatibilidad termodinamica entre el polimero y el agente de hinchamiento. A valores
de pH por arriba del pKs, los grupos funcionales estan ionizados y el hinchamiento se
produce como consecuencia de la fuerza osmotica que generan las cargas fijas del
polimero. En cambio, los grupos funcionales de los geles cationicos no estan ionizados

por encima del pKy, pero adquieren carga por debajo del mismo*%.

El hinchamiento que sufren los hidrogeles idnicos depende también del grado
de ionizacion de la red polimérica, el equilibrio de ionizacion entre el gel y el solvente, y

el tipo de contraion presente en el medio. Los modelos que buscan explicar el
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hinchamiento de geles idnicos introducen el término de energia libre idnica (AGisn) en la

ecuacion de energia libre total del sistema:

AGto’(al = AGmi>< + AGelast + AGién |||-38

lll.5 Transporte de solutos a través de la matriz polimérica

La permeabilidad que presenta una matriz proteica a distintas sustancias, es
una caracteristica que depende simultaneamente de la difusidon dentro del polimero y
de las limitaciones a la transferencia de masa. Este, es un pardmetro importante cuando
se quiere comprender el mecanismo de transporte de un soluto de interés en el interior
de la matriz. La difusion de solutos a través de un hidrogel puede describirse a través de
la teoria de difusion de Fick. Para el caso de difusion en una dimension, la Ley de Fick
puede expresarse de la siguiente forma**3:

‘]i - _ E -39

dX
donde J; es el flujo molar del soluto por unidad de area (mol cm™? s?), G es la

concentracion del soluto, y D es el coeficiente de difusion del soluto en el hidrogel.

La difusidon es un proceso complejo, donde las velocidades de difusion son
intermedias entre las de materiales sélidos y liquidos. Estas dependen en gran medida
de los gradientes de concentracion y del grado de hinchamiento de la matriz. La difusion
del solvente esta asociada a las propiedades fisicas de la red del polimeroy la interaccion
entre el polimero y el solvente. Cuando se trata de un proceso de difusion en estado
estacionario, en el que el tanto el flujo molar como el coeficiente de difusion son
constantesy las concentraciones dentroy fuera del polimero estan relacionadas por una

constante, la integracion de la ecuacion /ll-39 resulta:
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Ji = Kd D%CI = PACI I”-l|.0

donde d es el espesor del hidrogel, Ky es el coeficiente de particion y P es el coeficiente
de permeabilidad. La permeabilidad es directamente proporcional al Ky y a la difusion
del soluto pero inversamente proporcional al espesor del hidrogel. El Ky esta definido
como el cociente entre la concentracion de soluto en el hidrogel y la concentracion del

soluto en la solucion, después de haber alcanzado el equilibrio3®:

[soluto]
. [soluto]

matriz I1-42

solucién

El transporte a través de matrices poliméricas, en especial en aquellas que no
tienen una estructura definida con un marcado comportamiento viscoso, como las
compuestas por mucina, es un proceso complejo y depende de muchos factores. Entre
ellos se puede mencionar la concentracion del componente glicoproteico, el tamafio y
la carga eléctrica de las especies que difunden, la densidad de entrecruzamiento y el
efecto de barrera causado por las interacciones fisicas entre las cadenas
macromoleculares. Por ello, en estos sistemas resulta mas conveniente realizar
determinaciones experimentales utilizando directamente el analito que se desea
investigar. En este caso, se utilizéo un método experimental desarrollado por Peppas,

que permite determinar el transporte de solutos en geles y mucus“*.

Cuando el transporte de un soluto a través de una matriz polimérica es
constante en el tiempo, el coeficiente de difusion se puede determinar a través del
analisis de estado estacionario. Para esto, el soporte polimérico se coloca en un espacio
de dimensiones conocidas, disefiado de tal forma que se interpone entre dos camaras
que contienen soluciones con agitacion del soluto al que se desea medir el coeficiente
de difusion. Cada una de las cdmaras posee soluto en concentraciones ¢, y ¢.. El analito
difunde desde la cdmara que lo contiene en mayor concentracion, llamada celda

donora, hacia la celda receptora. Después de un determinado tiempo, se alcanza un
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estado estacionario en el cual la variacion de la concentracion del soluto en el tiempo en

la celda receptora se torna constante“*.

Se asume que la resistencia de la transferencia de masa desde el seno de la
solucion a la superficie del polimero es despreciable, y el proceso de difusion dentro de

la matriz polimérica esta regido por*3:

dC_Dd2C l-42

dt dx?

donde c es la concentracion del soluto dentro del hidrogel, D es el coeficiente de

difusion, t es el tiempo y x es la distancia de acuerdo a las condiciones de contorno:
C=C, cuando x=0y c=c, cuando x=I ll-43

En el estado estacionario, la ecuacion /ll-42 se expresa de la siguiente manera:

2
O:D% ll-44
X

No resulta sencillo obtener una expresion para el perfil de concentracion y para

el flujo. Integrando dos veces la ecuacion lll-44, se llega a la siguiente ecuacion:

c=a+bx 45

Las constantes a y b se obtienen a partir de las condiciones de contorno

expresadas en /ll-43, obteniéndose el perfil de concentracion en el estado estacionario:
X
c:c1+(c2—c1)T l1l-46

Derivando la ecuacion anterior, se obtiene el flujo en el estado estacionario:

J, :—D%: Da~C
dx I

l-47

89



CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

IV.1 Preparacion de soluciones y materiales

Todas las soluciones utilizadas en este trabajo fueron preparadas con agua ultra

pura obtenida de un sistema Milli-Q Millipore, con una resistividad de 18,2 MQ.cm.

Soluciones buffer

La soluciéon amortiguadora concentrada (10:1) de fosfato tiene concentracion 1,0 My
se prepara pesando la masa necesaria de fosfato diacido de potasio (Merck, Alemania) y
fosfato monoacido de potasio (Merck, Alemania) de forma tal que, al disolverlas en agua
ultra pura, se obtenga una solucion o,5 M de estas dos especies de fosfato. Mediante el
agregado de pequenas cantidades de una solucion concentrada de KOH (Merck, Alemania)
o de HCI (Baker, Estados Unidos) se ajusta a pH = 7,0. La solucidon amortiguadora madre de

fosfato se conserva a 4 °C.

La solucion amortiguadora de fosfato para el uso diario se denomina Buffer Fosfato y
se prepara diluyendo diez veces la solucion madre de fosfato en agua ultra pura. El Buffer

Fosfato tiene concentracidn analitica de 0,1 My se prepara al momento de ser utilizada.

La solucion amortiguadora concentrada (20:1) Britton Robinson (BR) se prepara
disolviendo fosfato diacido de potasio (Merck, Alemania), acido bdrico (Sigma-Aldrich,
Argentina) y acido acético (Sigma-Aldrich, Argentina) en agua ultra pura. Se pesa la masa
de fosfato monoacido y acido bérico y se mide el volumen necesario de acido acético para

obtener una solucion 1 M de cada componente. La solucion se conserva a 4 °C.

La solucién amortiguadora 1:1 de Britton-Robinson para el uso diario se denomina
Buffer Britton Robinson (BBR) y se prepara diluyendo veinte veces la solucidn madre de BR
en agua ultra pura, obteniendo de este modo una concentracion o,05 M de cada
componente. Esta solucion de BBR se prepara al momento de ser utilizada y el pH se ajusta

mediante el agregado de soluciones concentradas de KOH o HCI.
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Soluciones enzimadticas

Solucidn de glucosa oxidasa (GOX): se agregan oo pl de Buffer Fosfato en un
recipiente conteniendo 2000 U de GOX (147900 U/g) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Se
mezcla la solucion para disolver la enzima teniendo especial cuidado en evitar la formacion
de espuma. Posteriormente se toma una alicuota de 400 pl de la solucidon concentrada de
GOX vy se realiza una dilucidn 1:4 en un vial de 1,5 ml. Finalmente se dividen las dos
soluciones de GOX resultantes en fracciones de 20 pl colocando en viales estériles de 200
pl. De este modo se obtienen alicuotas de GOX de 20 pul con 8o U y 20 U. Estas alicuotas se
conservan a -20 °C hasta el momento de su uso. Cuando se usa la enzima se la descongela

de forma rapida.

Solucion de lacasa (LAC): se agregan 200 pl de BBR, pH = 5, en un recipiente
conteniendo 6400 U de LAC M120 (116000 U/g) (Amano Enzymes, Japdn). Se mezcla
cuidadosamente para disolver la enzima evitando que se forme espuma. Luego se toman
alicuotas de esta solucion concentrada de LAC para realizar diluciones 1:2, 1:4 y 1:8 en
viales de 200 pl y 1,5 ml. Las soluciones resultantes se dividen en fracciones de 20 pl
colocando las alicuotas en viales estériles de 200 pl. De esta forma se prepararon alicuotas
de LAC con 80U, 160 U, 320 U y 640 U. Estas alicuotas se conservan a -20 °C hasta el

momento de su uso. En el momento de usar la enzima se la descongela de forma rapida.

Soluciones estandares de analito

Solucidn de glucosa: se prepara diluyendo glucosa sélida (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) con agua ultra pura en un matraz de 10 ml para obtener una solucidon de
concentracion analitica 1 M. Esta solucion se conserva a 4 °C. Las soluciones estandar de
glucosa se preparan por dilucion 1:10 y 1:100 de la solucion madre en agua ultra pura. De
esta forma se obtienen soluciones de concentracion analitica 0,2 M y 0,01 M. Estas

diluciones se preparan diariamente.

Solucidn de catecol: se prepara diluyendo catecol sélido (Sigma-Aldrich, Argentina)
con agua ultra pura en un matraz de 10 ml para obtener una solucion de concentracion

analitica 0,2 M. Esta solucion se conserva a 4 °C. Las soluciones estandar de catecol se
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preparan por dilucion 1/10 y 1/100 de la solucion madre en agua ultra pura para obtener
soluciones de concentracion analitica 0,01 M y 0,001 M. Cada una de estas se prepara

diariamente.

Solucion de entrecruzante

Solucién de glutaraldehido: Se obtiene diluyendo la solucidon comercial de
glutaraldehido (Merck, Alemania) (25% v/v) con agua ultra pura en un vial de 1,5 ml. Se
preparan soluciones de 1%; 3%; 5%; 7%; 10%, 12,5% Yy 15%. Las soluciones no son estables,

y se preparan en el momento de ser utilizadas.

Preparacion de los polimeros

La mucina de estdomago porcino (Sigma-Aldrich, Argentina) se presenta
comercialmente en estado solido en forma de escamas secas deshidratadas. Para su uso,
se pesan 10 g en un vaso de precipitado y se muele utilizando un mortero de agata. El polvo

que se obtiene se conserva a 4°C en un recipiente hermético hasta su uso.

La albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich, Argentina) se presenta
comercialmente en estado solido deshidratado en forma de granos macroscdpicos. Antes
de su uso, se pesan 10 g en un vaso de precipitado y se muele en un mortero de agata. El

polvo obtenido se almacena en un recipiente hermético a 4°C.

IV.2 Preparacion de electrodos enzimaticos y disefio experimental

Los electrodos sensores elaborados en este trabajo se caracterizan por el uso de un
par de membranas permeoselectivas entre las cuales se coloca la matriz enzimatica, que
estd compuesta por polimeros en donde se inmoviliza la enzima. Este arreglo se conoce
como membrana enzimatica o “sandwich” y es el elemento biosensor propiamente dicho.
Mediante el uso de un capuchodn plastico y un aro de goma (“o-ring”) se sostiene
firmemente el sandwich sobre la superficie del electrodo, que actua como elemento

transductor. En la Figura IV-1 se muestra en detalle los componentes del biosensor.
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Figura IV-1: Esquema del electrodo biosensor.

En la Figura IV-2 se muestra un esquema donde se detallan los componentes de la
celda de trabajo. En un recipiente de vidrio (beacker 10 ml) se colocan 4 ml de solucion
buffer, el electrodo biosensor, denominado electrodo de trabajo o work (simbolizado por
la letra “W") y dos electrodos adicionales: el electrodo de referencia ("R”) y el contra
electrodo ("C”). Estos, se utilizan para mantener una diferencia de potencial constante
entre los electrodos W y R, y para medir la corriente que circula entre los electrodos Wy C.
Para la determinacion de glucosa, cuando se utiliza el electrodo de GOX, se aplica un
potencial constante de 0,65 V al electrodo de trabajo con respecto de un electrodo de
referencia de Ag|AgCI|KCI(3 M). En cambio, durante el analisis de fenoles en el que se utiliza
el electrodo de LAC, se aplica un potencial de -0,2 V al electrodo de trabajo versus el
electrodo de referencia. La corriente generada se registra en intervalos de o,5 sequndos
mientras se agita la solucion con una barra magnética de 10 mm que gira a 120 rpm durante
todo el experimento. Los experimentos se realizan utilizando un potenciostato OMNI 9o,
controlado desde una PC mediante una interface analogo/digital (National Instruments,

Estados Unidos) y un programa desarrollado en lenguaje LabView 8.0.

Electrodo Electrodo de

de trabajo referencia

P
Contra electrodo

Solucién de
" electrolito

—§> Barra agitadora

Figura IV-2: Esquema de la celda de reaccion y electrodos.
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Electrodos

Se utilizaron dos electrodos de trabajo, segun el biosensor elaborado. Antes de su
uso, se los tratd a ambos de la misma manera. La superficie de trabajo se pule durante 10
minutos con el uso de alumina (grano de 0,3 pm), apoyando el electrodo sobre un pafo
para pulido, adherido a una superficie plana, humedecido con agua ultra pura. Luego, se
lava con agua ultra pura y se sumerge en una mezcla de acido sulfurico y acido nitrico 3:1

durante una hora. Posteriormente se lava nuevamente con abundante agua ultra pura.

Para la construccion del biosensor de GOX se utilizo un electrodo de trabajo de
platino (CH Instruments, USA). La superficie activa es un disco de platino de 2 mm de

didametro, y el cuerpo esta recubierto de resina epoxi.

En la elaboracion del biosensor de LAC, fue utilizado un electrodo de carbono vitreo
(CH Instruments, USA), cuya superficie reactiva es un disco de 3 mm de diametro. El cuerpo

esta recubierto de resina epoxi.

Membranas permeoselectivas

En la construccion de los biosensores se utilizaron dos tipos de membranas porosas,
con similares caracteristicas, pero de diferentes fabricantes. Ambas membranas se cortan
mediante el uso de un sacabocado en discos de 8 mm de didmetro. Antes de su uso se lavan
con agua ultra pura y se secan dentro de un recipiente evitando el ingreso de polvo. Se

manipulan con el uso de pinzas.

En la elaboracion del sensor de GOX se utilizaron membranas de policarbonato
Isopore — Millipore presentada en discos de 47 mm de diametro, con un espesor de 7 um a

22 pmy un tamano de poro de 0,05 pum.

Para el biosensor de LAC fueron utilizadas membranas de policarbonato
Nucleopore — Whatman, en discos de 47 mm de didmetro, con un espesor de 7 um a 20 um

y un tamano de poro de 0,05 um.
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IV.2.12 Matriz enzimatica de Glucosa

Los biosensores de glucosa se prepararon utilizando como soporte mucina y
albumina. La matriz se prepara pesando en balanza analitica 6,00 mg totales de polimero
que se disuelve en 40 pl de solucion estandar de fosfato. Se mezclé manualmente con el
uso de un tip durante 5 minutos. Se trabajé con diferentes relaciones porcentuales en peso
de mucina y albumina (100%/0%, 70%/30%, 50%/50%, 30%/70% y 0%/100%). Estas
composiciones se nombraron muc 100, muc/alb 70/30, muc/alb 5o/50, muc/alb 30/70y alb

100, respectiva mente.

La matriz enzimdtica se prepara agregando 20 pl de solucion de glucosa oxidasa a
40 pl de matriz hidratada y mezclando cuidadosamente durante 2 minutos. Esta mezcla se

prepara al momento de ser utilizada y se conserva hasta 96 h a 4 °C.

[V.2.2 Matriz enzimatica de lacasa

Los sensores que utilizan lacasa como elemento de bioreconocimiento se preparan
utilizando una matriz proteica de mucina y quitosan. En una balanza analitica se pesa 6,90
mg totales de polimero que se disuelven en 8o pl de solucidon BBR pH = 5y se mezcla con el
uso de un tip durante 5 minutos. Para la elaboracion de los sensores se utilizaron diferentes
relaciones porcentuales en peso de mucina y quitosan (100%/0%, 70%/30%, 50%/50%,
30%/70% y 0%/100%). Estas composiciones se nombraron muc 100, muc/quit 70/30,

muc/quit 50/50, muc/quit 30/70 y quit 100, respectivamente.

Para la preparacion de la matriz enzimatica se toman 4o pl de la matriz hidratada y
se mezclan cuidadosamente durante 2 minutos con 20 pl de solucidn de lacasa. Esta

mezcla se prepara al momento de ser utilizada y se conserva hasta 96 h a 4 °C.

IV.2.3 Preparacion de los electrodos enzimaticos

Se utiliza el mismo procedimiento para la elaboracion de los sensores enzimaticos
de GOXy LAC. En el caso de GOX se utiliza la solucion buffer fosfato pH = 7, mientras que

para LACse usa BBR pH = 5. El proceso se esquematiza en la Figura IV-3. En un primer paso,
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se coloca 1 pl de solucion estandar sobre la superficie del electrodo para humedecerla 'y
facilitar la adhesion del sandwich. Luego se coloca un disco de 8 mm de membrana de
policarbonato e inmediatamente por encima 4 pl de matriz enzimatica. El
entrecruzamiento entre los polimeros y la enzima se logra agregando 3 pl de solucion de
glutaraldehido sobre la gota de matriz enzimatica, y de inmediato se mezcla
cuidadosamente durante 2 minutos. Se agrega luego la segunda membrana de
policarbonato para formar el sandwich. Se coloca el o-ring sobre la sequnda membranay
se tapa con el capuchon plastico, presionando firmemente para lograr un sellado adecuado
entre el sandwich y el electrodo de trabajo. A los 5 minutos del agregado del entrecruzante,
se lava el sensor sumergiendo el electrodo en soluciéon buffer 1:1, de fosfato o Britton-
Robinson, para remover el excedente de glutaraldehido que no reacciond. Luego, el
biosensor se mantiene 5 minutos mas en la solucion de lavado. Una vez realizado este
procedimiento, el biosensor se puede utilizar inmediatamente o almacenar para su

posterior uso.

N 2'mezcla
tip « \ '\ PRESION

\\ 3pl glutaral-

4pl matriz \ dehido ) )
disco de enzimatica | ca;lagck}on
policarbonato pléastico

«— O-ring

P P g

.. & 5 (& 2
1ul solucidén m} Mﬂ )
disco de

estandar | .
policarbonato

cuerpo de ., ‘ |
electrodo Bl » | ! »

’ \

{

Figura IV-3: Procedimiento para la elaboracion del electrodo biosensor.
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IV.3 Determinaciones realizadas por cronoamperometria

IV.3.2 Curvas de calibracion

Las curvas de calibracion para los distintos electrodos se realizaron colocando 4 ml
de solucion de electrolito en la celda de medida y aplicando el potencial correspondiente a
cada electrodo durante al menos 2000 segundos. De esta forma, se asegura una corriente
de base estable. Luego se realizan agregados de solucidn estandar de analito de distintas
concentraciones, usualmente 4 pl en cada agregado, y se registra la corriente generada en

el electrodo de trabajo.

IV.3.2 Efecto del pH

Para estudiar el efecto del pH sobre la respuesta de los sensores, se realizaron
curvas de calibracion registrando la corriente generada por el agregado de 4 pl de solucion
estandar de analito, cuando en la celda de reaccion se emplean 4 ml de solucidn buffer. El
ajuste del pH de las soluciones buffer se lleva a cabo utilizando soluciones concentradas de
HCl o KOH, mientras el cambio de pH se registra con un pH-metro Seven Compact de

Mettler Toledo.

Primero, se realiza una curva de calibracion al pH que se considera como optimo
para la enzima en solucion, a partir de datos de bibliografia®79. Luego, se efecttan
sucesivas curvas de calibracion descendiendo en cada una de ellas o,5 unidades de pH y
este proceso se continva hasta que la respuesta deja de ser significativa. A continuacion,
se vuelve a realizar una curva de calibracidn al valor de pH inicial, y finamente se efectua
un conjunto de curvas incrementando el valor de pH en o,5 unidades hasta que

nuevamente la respuesta deja de ser significativa.

IV.3.3 Evaluacion de la estabilidad

Para estudiar la estabilidad de los biosensores se analizaron, en funcion del tiempo

de ensamblado, las respuestas electroquimicas obtenidas por el uso intermitente de los
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distintos biosensores estudiados. Las curvas de calibracidon se compararon con aquellas
obtenidas en el momento de su elaboracidn. Luego del uso inicial del sensor, se quito el
capuchon plastico, y con la ayuda de una pinza se retira de la superficie del electrodo el
biosensor tipo sandwich. Se evaluaron tres condiciones distintas de almacenamiento. El
primero, se almaceno dentro de un vial con 12 ml de solucidn buffer a 4 °C. El sequndo, se
guardo en un vial limpio y a 4 °C. El tercero, se guardd dentro de un vial limpio de 1,5 ml a

temperatura ambiente.

IV.3.4 Medidas en suero sanguineo y ensayo de recuperacion

En este trabajo, también se midieron muestras de suero sanguineo obtenidas del
laboratorio de analisis clinico de un hospital de la Ciudad de Cérdoba cuantificando
previamente el contenido de glucosa. El suero obtenido se colocé en un tubo heparinizado
mantenido en hielo y la medicion se realizé inmediatamente después de recibida la

muestra.

Para las medidas amperométricas, se utilizo un biosensor de glucosa preparado con
2,7 U de GOX en una matriz muc/alb 30/70, entrecruzado con glutaraldehido al 3% y
elaborado 7 meses antes de la medicion del suero (almacenado seco a temperatura
ambiente, desde su elaboracion). Para calibrar apropiadamente el biosensor, se realizd una
curva de calibracion con la misma solucion estandar de glucosa (193 mg/dl de glucosa) que
utiliza el laboratorio del hospital. Para esto, se colocan 4 ml de buffer fosfato en la celda de
reacciony se deja estabilizar la corriente registrada. Posteriormente se agrega una muestra
de suero sanguineo y se registra la respuesta del biosensor. Inmediatamente después, se
agregan 8 pl de solucion estandar de glucosa 0,1 M y se registra la respuesta. Se limpia la

celda de reaccion y se repite el procedimiento con otra muestra de suero.

El porcentaje de recuperacion se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

R% = Qa0 +5) —Qa0) IV-1

Qa(S)
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Donde R% es el porcentaje de recuperacion, Qa(S) es la cantidad de analito A
agregado, Qa(O) es la cantidad de analito que contiene la muestra original, y Qa(O+S) es la

cantidad de analito de la muestra original mas la agregada.

IV.4 Estudio de las propiedades fisicoquimicas

El procedimiento experimental para determinar las propiedades fisicoquimicas de
las matrices poliméricas usadas tanto en el desarrollo de biosensores de GOX como de LAC
es el mismo. Con ambas matrices se utiliza BBR 50 mM. En las matrices preparadas con
mucinay albumina, se ajusta el pH a 7, mientras que en el caso de las matrices compuestas

de mucinay quitosan, se ajusta el pH a .

IV.4.1 indice de hinchamiento

El estudio de hinchamiento se realizd para matrices muc 100 (a pH 7y 5), muc/alb
70/30 (a pH 7), muc/alb 5o/50 (a pH 7), muc/alb 30/70 (a pH 7), alb 100 (a pH 7), muc/quit
70/30 (a pH 5), muc/quit 50/50 (a pH 5), muc/quit 30/70 (a pH 5) y quit 100 (a pH 5). En cada
caso se pesd una masa total de 11,67 mg de los respectivos polimeros que luego se
mezclaron con 200 pl de solucion BBR hasta obtener una mezcla homogénea. Las matrices
se entrecruzaron con 150 pl de glutaraldehido 5% en ausencia de enzima. A los 5 minutos
de agregar el entrecruzante se incorpora 1 ml de solucion BBR y se deja en reposo durante
92 h a temperatura constante, para equilibrar la matriz. Se elimina el sobrenadante y se
registra el peso de la matriz hinchada. Se agrega solucidn estandar nuevamente y se deja
en reposo 24 horas. Se quita el sobrenadante y se registra el peso. Cuando se encuentra
que la diferencia entre ambas pesadas es menor al 1%, se puede considerar que la matriz
se encuentra en equilibrio con el solvente y la Ultima masa registrada se denomina “peso
hinchado” (Pp). Posteriormente, se quita la tapa de cada uno de los viales y se colocan las
muestras en una estufa a 30 °C durante 24 horas. Se mide la masa de las matrices para
obtener el “peso seco” (Ps) de cada una de ellas. El indice de hinchamiento (Hp) se calcula

de acuerdo a la ecuacion IV-2:
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IV.4.2 Coeficiente de particion

Las medidas del coeficiente de particion (Kq) se realizan para los sistemas evaluados
para el indice de hinchamiento y se efectta el mismo procedimiento hasta llegar a matrices
en equilibrio con el solvente. En ambos casos, se adicionan 8oo pl de catecol 1 mM,
preparado en solucion BBR, al pH correspondiente a cada matriz. Se deja en reposo
durante 72 horas para que el analito se equilibre con la matriz. Luego, se toma una alicuota
de sobrenadante y se mide la concentracion de catecol mediante espectrofotometria UV
visible. El coeficiente de particidn se calcula utilizando la ecuacion IV-3, en la que ¢m y s
corresponden respectivamente, a la concentracion de catecol en la matriz y en el
sobrenadante, Vi y Vs indican el volumen de la matriz y del sobrenadante, y co y ce son las
concentraciones iniciales y en equilibro del analito en el sobrenadante.

cm  Volco—co)

K; = = — V-
¢ Cs VmCO 3

IV.4.3 Coeficiente de difusion

Para medir el coeficiente de difusion (D) de un analito a través de las matrices
utilizadas en el desarrollo de los biosensores, se utilizo una celda de difusion modificada de
Falk etal.**, Figura IV-4. El sistema consta de una celda donora hecha de teflon, una cubeta
espectrofotométrica de cuarzo que funciona como celda aceptora y distintos discos de
teflon que aseguran la difusion del analito entre una y otra celda. Se utilizé el catecol como

analito difusor.

Las mediciones de difusidn se realizaron en las matrices mencionadas en el punto
IV.4.1. En cada caso se pesd una masa total de 11,67 mg de los respectivos polimeros que
luego se mezclaron con 200 pl de solucion BBR hasta obtener una mezcla homogénea. Las

matrices se entrecruzaron con 150 pl de glutaraldehido 5% en ausencia de enzima.
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Figura IV-4: Esquema de la celda de difusion utilizada.

Para armar el sistema, se ubica la celda donora invertida sobre una superficie plana
y se pone un o-ring de 8 mm. Sobre éste se coloca una membrana permeoselectiva de
policarbonato y se agrega el disco de teflon de 2 mm. Se humedece la membrana con 4 pl
de buffer, y posteriormente se llena el espacio con matriz polimérica previamente
hidratada y entrecruzada. Luego, se coloca la segunda membrana de policarbonato, y los
discos de teflon de 3 mm y 4 mm, con sus respectivos o-rings. Finalmente, se ajustan los
tornillos de fijacion, de modo que se desplaza el excedente de matriz enzimatica entre las
membranas. Una vez transcurridos 5 minutos desde el agregado del entrecruzante, se
sumerge el sistema en solucion BBR y se lava durante 10 minutos para quitar el exceso de
glutaraldehido de la matriz. Se coloca un buzo magnético dentro de la cubeta
espectrofotométrica y se llena con solucion BBR, con el pH correspondiente al tipo de
matriz que se utiliza. Luego, se coloca la celda preparada anteriormente sobre la cubeta,
cuidando de que no queden burbujas de aire que afecten la difusion. El sistema se ubica en
el porta muestra del espectrofotdmetro y se agrega un agitador adaptado a las medidas
del equipo. La celda donora se carga con una solucion de catecol 0,12 M preparada en BBR,
respetando el pH correspondiente a cada matriz polimérica. El espectrofotémetro se
programa para que realice un espectro de absorbancia desde 250 nm a 320 nm cada 300

segundos, durante 8 horas.
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Para poder relacionar los datos obtenidos de absorbancia en funcién del tiempo con
la concentracion del analito en la celda aceptora, se construyeron curvas de calibracion
para cada pH de trabajo. Para ello, se colocaron 3 ml de solucion BBR en la cubeta
espectrofotométrica y se realizaron agregados de solucidn estandar de catecol 0,01 M. La
absorbancia resultante se midio en el mismo intervalo de longitudes de onda que durante

el experimento de difusion.

El coeficiente de difusion se calcula a partir de la siguiente ecuacion®3:

1 <Cl(t) —G (t)) Ves

D =—1
gt '\ o7

Donde c4(t) y c.(t) son las concentraciones de catecol en funcion del tiempo en las
celda donora y receptora respectivamente, ¢,° y ¢.° son las concentraciones iniciales en
estas celdas y B es un parametro fisico que depende del disefio de la celda, que se calcula

con la siguiente expresion:

(@) 7+ 7) v
P=\w) 7 7 E
Donde Ay y Wy corresponden al area y al ancho de la matriz expuesta

respectivamente, V; es el volumen de la celda donora y V., el de la cuba

espectrofotométrica.

IV.4.4 Permeabilidad

La permeabilidad (P) de las matrices al catecol se calcula a partir de los datos
obtenidos en los estudios del coeficiente de particion y del coeficiente de difusion. Paraello

se utiliza la siguiente ecuacion:

p=—2 V-6
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IV.4.5 Reologia

El estudio de las propiedades mecanicas de las matrices se llevé a cabo sobre las
matrices mencionadas en el punto IV.4.1. Para esto, se pesd una masa total de 100 mg de
cadamezcla de polimeros con 1 ml de soluciéon BBR. En cada caso se toman cuatro alicuotas
de 200 pl de matriz y se agrega 150 pl de glutaraldehido, antes de colocarlas en el
redometro. Las concentraciones de entrecruzante evaluadas fueron 0%, 1%, 5% y 10%. El
experimento se realiza con un equipo Rheoplus Physica MCR 301 (Anton Paar) que registra
el modulo elastico G’, el moédulo viscoso G” y la fuerza normal N, utilizando para esto una
geometria de placas paralelas de 25 mm de diametro (PP25). El estudio de la dinamica del
entrecruzamiento de las matrices se lleva a cabo a temperatura constante, y se evalua el
progreso de la reaccion en el tiempo. Las mediciones se llevan a cabo en la region lineal
viscoelastica de las matrices. Se utiliza una amplitud que garantice que la deformacion sea
despreciable con respecto al tiempo caracteristico de sintesis del hidrogel. Todas las
condiciones experimentales intentan asegurar que el analisis reoldgico no interfiera en la
formacion de la red. La frecuencia en la oscilacion se define realizando un barrido previo, y
eligiendo un valor donde los médulos elastico y viscoso no varien frente a la frecuencia. Las
medidas se realizan a razédn de una por minuto durante 30 minutos, aplicando una
perturbacion sinusoidal, con una frecuencia de 1 Hz y una deformacion maxima de 1,0°.
Los 350 pl de muestra se colocan en el plato del reémetro, se hace descender la placa
superior hasta alcanzar una separacion de 0,500 mm y finalmente se limpia el excedente

de matriz que desborda del espacio entre las placas.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Desarrollo del biosensor para la determinacion de glucosa

Con el objetivo de seleccionar la matriz mas adecuada para funcionar como
soporte enzimatico en la construccion de los biosensores de GOX, se llevé a cabo una serie
de experimentos que involucraron la elaboracion de multiples sensores de glucosa con el
correspondiente analisis de su respuesta electroquimica. En esta seccidn se presentan los
resultados, que permitieron obtener las condiciones dptimas de composicion, grado de
entrecruzamiento y cantidad de enzima inmovilizada. Se analizé la forma en que estas
condiciones afectan el funcionamiento analitico de los sensores, como asi también el
desempeino de los mismos frente a muestras reales y en distintas condiciones de
almacenamiento. Se estudiaron mezclas de mucina con distintas proporciones de

albumina, entrecruzadas con diferente concentracion de glutaraldehido.

V.1.12 Efecto de la concentracion de entrecruzante

La concentracion de la solucidn de glutaraldehido utilizada para entrecruzar los
polimeros de la matriz y para atrapar a la enzima es un parametro muy importante, ya que
condiciona la eficacia del proceso de inmovilizacidn afectando la actividad de la enzima 'y
por ende la sensibilidad del sensor. El efecto de la composicion del agente entrecruzante
sobre la respuesta electroquimica de los sensores de glucosa se observa en la Figura V-1.
En la realizacion de estos experimentos se emplea una matriz de muc/alb 70/30 mezclada
con 0,27 UE de GOX y se utilizan distintas concentraciones de agente entrecruzante para
la elaboracion de cada sensor. En la Figura V-1 (A) se grafican los transitorios de corriente
cuando se realizan sucesivos agregados de 4 pl de glucosa 0,1 M en la celda electroquimica,
mientras que en la Figura V-1 (B) se muestran las curvas de calibracidon construidas
tomando la corriente limite obtenida luego de cada agregado de solucion estandar. Los

resultados muestran que todos los sensores construidos presentan un excelente
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comportamiento lineal en el intervalo de concentracion evaluado. Los perfiles
amperomeétricos para sensores entrecruzados con glutaraldehido de concentracion igual o
mayor al 3% muestran cierta similitud. Esto se refuerza al comparar las curvas de
calibracion obtenidas en cada caso. Como se observa, la respuesta disminuye

notablemente cuando la concentracion utilizada de entrecruzante cae por debajo del 3%.
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Figura V-1: (A) Perfiles cronoamperomeétricos para matrices enzimaticas cuando se entrecruzan con soluciones de
glutaraldehido de concentracion: (a) 0.5%; (b) 1%; (c) 2%; (d) 3%; (e) 5%; (f) 7%; (g) 20%; (h) 15%; (i) 25%. La respuesta
corresponde a agregados de 0,2 mM de glucosa. (B) Curvas de calibracion de cada sensor calculadas con los valores de ljim
correspondiente a cada agregado de solucion estandar. Sensores con 0,27 UE de GOX en una matriz muc/alb 70/30.

La sensibilidad de cada sensor obtenida a partir de las pendientes de las curvas de
calibracion en funcion de la concentracion de entrecruzante se muestra en la Figura V-2
(A). Los valores de las pendientes y su correspondiente error se muestran en la Tabla V-1.
Aqui se observa con mayor claridad que el uso de entrecruzante de concentracion menor
al 3% produce una rapida disminucion en el valor de la sensibilidad del sensor. Por otro
lado, concentraciones mayores a ese valor no producen grandes cambios en las pendientes
de las curvas de calibracion. Si bien se alcanza un maximo de sensibilidad cuando se usa

glutaraldehido al 5%, los valores de pendiente se mantienen relativamente constantes.

Cuando se evaluUa el tiempo de respuesta de los sensores en funcion de la
concentracion del agente entrecruzante, se obtiene el grafico de la Figura V-2 (B). Se
observa que conforme aumenta la concentracion del glutaraldehido la respuesta

electroquimica demora mas tiempo en alcanzar el estado estacionario. Concentraciones
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de entrecruzante iguales o por debajo al 5% resultan en tiempos de respuesta
relativamente similares. Cuando se supera este valor de concentracion el tiempo de
respuesta crece linealmente y se obtienen sensores mas “lentos” cuanto mas concentrada

sea la solucion de glutaraldehido utilizada.

Estos resultados, con las condiciones evaluadas hasta este punto muestran que un
sensor optimo se construye utilizando un 5% de glutaraldehido, lo que implica un maximo

de sensibilidad y un tiempo de respuesta bajo frente al resto de los sensores.
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Figura V-2: Dependencia de (A) la sensibilidad (liim Cgiucosa™ y (B) del tiempo que toma alcanzar el 95% de la corriente limite
(tos) frente a la concentracion de glutaraldehido utilizado. Sensores con 0,27 UE de GOX en matriz muc/alb 70/30.

Tabla V-1: Pendientes de las curvas de calibracion y error asociado. Sensores con 0,27 UE de GOX en matriz muc/alb 70/30.

Colut | % lim(Cglucosa)™® [ MA.M™ Error | mA.M™*
0,5 0,0375 0,0009
1 0,0948 0,0008
2 0,187 0,003
3 0,335 0,002
5 0,375 0,003
7 0,337 0,002
10 0,319 0,006
15 0,355 0,002
25 0,302 0,004
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V.1.2 Efecto de la composicion de la matriz

El efecto que produce la variacion de la composicion polimérica de la matriz en la
elaboracion de los biosensores se estudia modificando el porcentaje en peso de cada
proteina constituyente. Con cada una de las mezclas evaluadas se elaboran diferentes

sensores a partir del uso de glutaraldehido de distinta concentracion.

En la Figura V-3 (A) se presentan los valores de las pendientes de las curvas de
calibracion para multiples sensores preparados con distintas concentraciones de
glutaraldehido, mucina y albumina. La sensibilidad de los sensores cae notablemente
cuando la concentracion del glutaraldehido es menor al 3%, independientemente de la
concentracidon de mucina y de albumina que se haya empleado. Con respecto al efecto de
mucina en la composicidn del sensor, las matrices que se encuentran formadas Unicamente
por mucina presentan valores minimos de sensibilidad. Los valores de /;» crecen con la
incorporacion de albumina en la matriz y con soluciones de entrecruzante mas
concentradas. La sensibilidad puede considerarse que se mantiene constante en aquellos
sensores construidos con matrices enzimaticas preparadas con glutaraldehido de
concentracion igual o mayor que el 3%, y cuando al menos un 30% en peso de las proteina
que forman el hidrogel corresponde a albumina. Si se observa con detenimiento, se
encuentra un maximo de /lim cuando la matriz enzimatica se prepara con 5% de

glutaraldehido y 30% de mucina.

El comportamiento observado en estos experimentos se puede explicar, por un
lado, teniendo en consideracion la funcion que cumple el glutaraldehido como
entrecruzante de especies ya que reacciona con los grupos amino de otras moléculas. Por
otro lado, es importante tener en cuenta que la mucina es una glicoproteina con baja
densidad de grupos amino, por lo que no puede interactuar activamente en una reaccion
de entrecruzamiento. Como consecuencia, aquellas matrices preparadas con baja cantidad
de glutaraldehido o alto porcentaje de mucina no se encontraran lo suficientemente
entrecruzadas, por lo que la enzima difundira durante el lavado del sensor y mientras esté

siendo utilizado. Del mismo modo que el glutaraldehido actia como generador de puntos

107



de unidn entre los polimeros de la matriz, también puede reaccionar con la enzima por un
extremo y por el otro con una molécula proteica, manteniendo asi a la enzima anclada a la
matriz polimérica. De esta forma, al disminuir su concentracion en el sensor es probable
que algunas moléculas de enzima no se inmovilicen y que fluyan al medio cuando el sensor

entra en contacto con el solvente.

oSS 3

Figura V-3: Dependencia de (A) la sensibilidad (liim Cgiucosa®) y (B) del tiempo de respuesta (t459) con respecto a la
concentracion de glutaraldehido (Cgue) y a la relacidn en peso mucina / albumina (Crnuc) utilizadas en la construccion de las
matrices enzimdticas de sensores de GOX. En todos los casos se utilizé 0,27 UE de GOX por sensor.

La dependencia del tiempo de respuesta con respecto a la concentracidon de
glutaraldehido y al porcentaje de cada macromolécula en la matriz, se consideran factores
importantes a la hora de decidir cual es la matriz enzimatica que presenta las mejores
condiciones para el desarrollo de un biosensor. En la Figura V-3 (B) se observa que aquellos
sensores que son preparados en matrices formadas por 100% de albumina y aquellos con
una concentracion de entrecruzante relativamente alta son los que presentan los mayores
tiempos de respuesta dentro del grupo de sensores analizados. De manera opuesta, las
respuestas mas rapidas se encuentran cuando los biosensores son preparados con baja
concentracidon de glutaraldehido, independientemente de la relacion porcentual de las
proteinas en la matriz. Un comportamiento similar se evidencia cuando se analiza el
tiempo de respuesta de los sensores construidos con alto porcentaje de mucina en su

matriz. Estos resultados sugieren que existe un mayor nivel de entrecruzamiento, ya sea
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por mayor concentracion de entrecruzante o por la mayor proporcion de albumina. En
ambos casos se limitaria la difusion tanto de los reactivos como de los productos a través

de la matriz, aumentando por consiguiente el tiempo de respuestad°.

Evaluacion del intervalo lineal de la respuesta

La mayor concentracion de analito que cada biosensor puede cuantificar antes de
que la corriente pierda el comportamiento lineal, constituye el limite superior del intervalo
lineal. En la Figura V-4 se muestran las respuestas cronoamperomeétricas (A) y las curvas de
calibracion (B) que se obtienen cuando se construyen sensores con una matriz muc/alb
70/30, para distintas concentraciones de glutaraldehido. En cada determinacion, los
primeros 10 agregados de solucion de glucosa corresponden a una concentracion de o,1
mM, mientras que los 6 restantes corresponden a la concentracion de 1 mM de glucosa por
agregado. Una primera vista de la figura muestra que, cuanto menor es la concentracion
utilizada de glutaraldehido, mas se prolonga el intervalo lineal de los sensores. Por
consiguiente, cuanto mayor es la sensibilidad alcanzada, menor es el intervalo en que la
respuesta electroquimica se comporta de manera lineal frente a los aumentos de

concentracion del analito.
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Figura V-4: (A) Perfiles cronoamperométricos para matrices enzimdticas cuando se entrecruzan con soluciones de
glutaraldehido de concentracion: (a) 0.5%; (b) 1%; (c) 2%; (d) 3%; (e) 5%; (f) 7%; (g) 210%; (h) 15%; (i) 25%. La respuesta
corresponde a 10 agregados de 0,2 mM y 6 agregados de 1 mM de glucosa. (B) Curvas de calibracién de cada sensor
calculadas con los valores de I;im correspondiente a cada agregado de solucion estandar. Datos correspondientes a sensores
con 0,27 UE de GOX en una matriz muc/alb 70/30.
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El comportamiento de la respuesta lineal del sensor con respecto a la
concentracidon de entrecruzante también se analiza en la Figura V-5 (A). Alli se grafica el
valor de la maxima concentracion de glucosa que presenta una respuesta directamente
proporcional en la sefal de corriente frente la concentracidn de entrecruzante. Como se
observa, para concentraciones de glutaraldehido mayores al 3%, el intervalo lineal oscila
entre los 2 MMy 3 mM de glucosa, mientras que cuando la concentracion de entrecruzante
es menor a 3% el limite lineal crece hasta un maximo de alrededor de 6 mM. Por otro lado,
se puede evaluar también el comportamiento lineal teniendo en cuenta la composicion de
la matriz enzimatica. En la Figura V-5 (B) se establece una relacidn entre el porcentaje
utilizado de mucina y el intervalo lineal para matrices entrecruzadas con glutaraldehido
diluido al 3%. Se observa que es mayor el intervalo de respuesta lineal, cuanto mayor es el
porcentaje de mucina. Para explicar esto, hay que tener en cuenta que a menor
concentracidon de glutaraldehido y a mayor porcentaje de mucina existe posiblemente
menor grado de entrecruzamiento de la matriz, por lo que parte de la enzima difunde fuera
del sensor. La cantidad de oxigeno, mediador natural de la reaccion enzimatica, esta
regulada por difusion y al haber menos GOX habra mas oxigeno disponible por unidad
enzimatica para llevar a cabo la catalisis. Por otra parte, debe tenerse en cuenta que para
determinar el limite superior del intervalo lineal se utiliza elevada concentracidon de
sustrato, por lo que el mediador es la especie que se vuelve limitante de la reaccion
enzimatica. En otras palabras, la linealidad de la respuesta se pierde cuando la llegada de

oxigeno limita la reaccion enzimatica.

Teniendo en cuenta estas respuestas, se puede prever el comportamiento del
intervalo lineal para distintas matrices y concentraciones de entrecruzante. Cuanto mayor
cantidad de mucina y menor concentracion de glutaraldehido, menor sera la sensibilidad
del sensor y por consiguiente, mayor sera su intervalo lineal. Por el contrario, al aumentar
la cantidad porcentual de albumina y la concentracion de glutaraldehido, el sensor
mostrard mayor sensibilidad, pero al mismo tiempo sera menor el intervalo de respuesta

lineal frente a adiciones de glucosa.
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Figura V-5: Concentracion maxima de glucosa medida con comportamiento lineal frente a (A) la concentracion de
glutaraldehido cuando la matriz enzimdtica estd compuesta por 70% de mucina y 30% de albumina y (B) frente a la
composicion de la matriz cuando se utiliza 3% de glutaraldehido. En ambos casos se utiliza 0,27 UE de GOX por sensor.

Seleccion de la matriz para desarrollo analitico

Con los resultados obtenidos se realizo la seleccion de la matriz enzimatica mas
adecuada para la elaboracion de los biosensores. Evaluando conjuntamente los resultados
que se muestran en la Figura V-3 se puede calcular la relacion punto a punto entre los datos
de Ay los de B, correspondiéndose a la relacion entre sensibilidad y tiempo de respuesta
para cada sensor. Con este analisis, se seleccion6 una matriz que se compone por 30% de
mucina, 70% de albUminay se entrecruzd con una solucion de glutaraldehido diluida al 3%.
De esta forma, se trabajé con sensores que presentan buena sensibilidad (valor muy
cercano al maximo encontrado) y un tiempo de respuesta por debajo de 100 segundos,
valor que se ubica también dentro del lote dptimo en cuanto a este parametro. Si bien el
uso de 30% de mucina, de acuerdo con la Figura V-5 (B), no permite medir linealmente la
mayor concentracion de glucosa posible, el uso de glutaraldehido al 3% ubica este
parametro dentro de los valores medios experimentales (Figura V-5 (B)). En este sentido
se priorizaron los parametros de sensibilidad y tiempo de respuesta frente al valor de
intervalo lineal. Esto se debe a que se requeriria un cambio sustancial en la composicion de
la matriz para mejorar el intervalo de respuesta lineal y este cambio seria en desmedro de

los otros parametros analiticos.
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V.1.3 Efecto de la concentracion de la enzima

En esta etapa se evalla el efecto que produce la variacion en la cantidad de enzima
inmovilizada sobre la respuesta analitica de los sensores desarrollados. Para ello se
preparan multiples sensores con diferente concentracion de GOX en cada uno de ellos. En
la Figura V-6 (A) se muestran las respuestas cronoamperomeétricas para estos sensores,
elaborados todos en matrices muc/alb 30/70 entrecruzadas con glutaraldehido al 3%. Cada
adicion de estandar corresponde a un valor de 0,2 mM de glucosa en la solucidn resultante.
Si se toman las pendientes de las curvas de calibracion construidas con estas respuestas,
frente a la concentracion de enzima en cada sensor, se obtiene el grafico de la Figura V-6
(B). Aqui se observa que mientras mayor es la concentracion de enzima, la sensibilidad
crece rapidamente hasta que alcanza un valor maximo, dado que luego la sensibilidad se
mantiene relativamente constante. La pendiente se incrementa hasta que se emplean 1,34
UE, mientras que el aumento de la concentracion a 2,7 UE de GOX no se traduce en un
incremento apreciable de la sensibilidad. Para explicar esto, se debe tener en cuenta que la
respuesta del sensor se encuentra limitada por la difusion del sustrato y del oxigeno,
mediador natural de la reaccion (Figura 11-6). Cuando la cantidad de GOX es relativamente
baja, tanto la velocidad de difusion del sustrato como del oxigeno dentro del sensor es
suficiente para mantener activa a la enzima. A medida que la cantidad de GOX aumenta,
particularmente la difusion del sustrato comienza a limitar su concentracion dentro del
sandwich y por ende, la velocidad de la reaccidon enzimatica. Debido a esto, el incremento

de GOX en el sensor no mejora necesariamente la respuesta electroquimica.
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Figura V-6: (A) Perfiles cronoamperométricos para matrices enzimdticas compuestas por 30% de mucina y 70% de albumina
entrecruzadas con glutaraldehido al 3%, cuando la concentracion de enzima es de: (a) 2,7 UE; (b) 1,34 UE; (c) 0,67 UE; (d)
0,34 UE; (e) 0,17 UE; (f) 0,08 UE. La respuesta corresponde a sucesivos agregados de 0,2 mM de glucosa. (B) Dependencia

de la sensibilidad (lim Cgiucosa™ frente a la concentracion de GOX utilizada.

En distintos trabajos se han evaluado aspectos de los biosensores tipo
sandwich**4*5 donde se sefala que el tiempo de respuesta de los sensores se reduce
mientras que la corriente limite se incrementa con el aumento de Vimax, que es proporcional
a la concentracion de enzima (ecuacion /l-18). Ambos resultados concuerdan con la forma
de las curvas cronoamperométricas de la Figura V-6 (A). A pesar de que inicialmente se
predijo*** que la corriente limite (im) se deberia incrementar linealmente cuando aumenta
Vmax, la Figura V-7 muestra que yiim se incrementa linealmente para Vimax< 0,01 Ms™ (curva
(b)). Para valores mas grandes, la dependencia de iim con Vmax se desvia de la linealidad y
Wiim alcanza un maximo para Vmax> 0,3 Ms™. La comparacion de los resultados tedricos y
experimentales revela una forma simple para estimar que un sensor preparado con 1,34 UE
de GOX tendrd un valor de Vmax= 0,13 Ms™, Figura V-7 curvas (a) y (b). Esta aproximacion se
logra simplemente comparando los perfiles tedricos y experimentales. Mas importante
aun, los datos demuestran que el uso de una mayor concentracién de GOX no cambia la
respuesta del sensor, debido a que la respuesta esta limitada por la difusion de la glucosay

del O,, mediador natural de la reaccion.
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Figura V-7: Dependencia de (a) lim experimental con Ceox (estrellas) y de (b) Wiim (tedrica) con Vmax (circulos). En el modelo,
Dylucosa = 1%2076 €mM?s™%, Dhz02 = 5%1076 cm?s7%, Do, = 1x1075 cm?s~2, Co, = 0.274 MM, Ko = Kgiucosa = 0.1 M, Vimax = 0.10
mM.s7%, Cgiucosa = 0.2 MM, ancho del sensor: 100 um.

La evaluacion del tiempo de respuesta se grafica en la Figura V-8 (A). A medida
que la concentracién de GOX aumenta, disminuye el tiempo necesario para que la
respuesta alcance el 95% del valor de la corriente limite. Cuando se utilizan mas de 0,67 UE
de GOX, el tiempo de respuesta se encuentra alrededor de 50 sequndos. Con menores
concentraciones de GOX, el tiempo de respuesta aumenta. En el esquema de la Figura V-9
se muestra lo que sucede dentro del biosensor, inmediatamente después del agregado de
una cantidad determinada de glucosa en la solucion, representada por C*. El valor de C* es
constante en todo el volumen de la celda, pero no dentro del biosensor. Cuando el analito
supera la membrana externa e ingresa en la matriz enzimatica, comienza inmediatamente
a ser consumido por la enzima. Cuando la concentracion de enzima es elevada con respecto
a la cantidad de sustrato agregada, la velocidad de catalisis es sustancialmente mayor que
el tiempo que requiere el sustrato para difundir en el sensor. De esta forma, la
concentracion de glucosa dentro de la matriz sera menor cuanto mayor sea la cantidad de
enzima presente. Como la enzima genera una molécula de perdxido de hidrégeno por cada
molécula catalizada de glucosa, los perfiles de concentracion para este producto serdn

inversos a los mostrados para el sustrato. Fenomenoldgicamente, también se observa que
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cuanto mayor sea la cantidad de GOX en |la matriz, la sefial del sensor alcanzara mas rapido

el estado estacionario, disminuyendo asi su tiempo de respuesta.
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Figura V-8: Dependencia del (A) tiempo de respuesta y de (B) la concentracion mdxima de glucosa medida linealmente
frente a la concentracion de GOX utilizada por sensor. En todos los casos se utiliza una matriz muc/alb 30/70 con 3% de
glutaraldehido.
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Figura V-9: Esquema de los perfiles que tendria la concentracion de glucosa dentro de un biosensor tipo sandwich, si a un
determinado instante se consideran mayores concentraciones de GOX en la matriz enzimdtica.

No todos los sensores responden de la misma manera en el intervalo de
concentraciones de glucosa evaluados. En la Figura V-8 (B) se grafica la concentracion
maxima de glucosa medida con comportamiento lineal frente a la concentracion de GOX
utilizada en cada caso. Como consecuencia, cuanto menor es la cantidad de GOX utilizada,
mayor es la concentracion de glucosa que puede ser cuantificada. Este resultado concuerda
con lo mostrado en la Figura V-5, en la que se observd que con el uso de menor
concentracidn de glutaraldehido y mayor cantidad de mucina se obtienen matrices con

menor entrecruzamiento. En el caso de la Figura V-5, parte de la enzima se escapa del
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sensor, dando lugar a una menor concentracion efectiva de GOX dentro del mismo. Debido
a esto, también se logra que mas oxigeno esté disponible para la catalisis, logrando asi
extender el intervalo de respuesta lineal. Esto mismo ocurre cuando se agrega menos

enzima en la composicion del biosensor.

V.1.4 Propiedades analiticas

Los experimentos desarrollados en las secciones anteriores permiten determinar
la composicion y el entrecruzamiento dptimo para un sensor de glucosa con las
caracteristicas deseadas. Para determinar caracteristicas analiticas tales como limite de
deteccion, intervalo lineal, reproducibilidad y estabilidad se utilizan sensores donde se

inmoviliza GOX en una matriz de muc/alb 30/70 entrecruzada con glutaraldehido al 3%.

Reproducibilidad de sensor a sensor

En la Figura V-10 (A) se muestran las respuestas cronoamperométricas de dos
biosensores en los que se utiliza la misma cantidad de GOX, pero que fueron preparados
en distinto momento, a partir de matrices independientes. Como se muestra, ambas
respuestas cronoamperométricas son muy similares. Para poder diferenciarlas entre si, las
dos primeras adiciones en la curva (a) se realizan con 0,1 mM de glucosa mientras que las
restantes adiciones corresponden a 0,2 mM de concentracion. El desvio estandar de las
curvas de calibracion construidas es menor al 1%, Figura V-10 (B). Por otro lado, a partir del
analisis de seis curvas de calibracion correspondientes a seis sensores independientes
preparados a partir de la misma matriz, se observa que la pendiente varia 10% alrededor
de un valor promedio de 0,36 mA.M?, lo que demuestra muy buena reproducibilidad tanto
en la preparacion como en la respuesta obtenida por parte de los distintos sensores para
este sistema. Para lograr esto, no solo es importante haber seleccionado la matriz
enzimatica apropiada, sino también ser cuidadoso al momento de la preparacion de la

matriz y en el ensamblado del sensor9°,
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Figura V-10: (A) Perfiles cronoamperomeétricos de dos biosensores independientes compuestos por 2,7 UE de GOX por
sensor. (B) Curvas de calibracion para cada sensor calculadas tomando los valores de ljim. (C) Perfiles cronoamperométricos
para las adiciones 1, 2 y 3. Los dos primeros agregados de la curva (a) corresponden a 0,2 mM de glucosa, mientras que el
resto son de 0,2 mM de glucosa. Se utiliza una matriz muc/alb 30/70 con 3% de glutaraldehido.

En el grafico inserto en la Figura V-10 (C) se compara la forma de tres saltos de
corrientes en el registro (b), que son los indicados con las flechas correspondientes en la
Figura V-10 (A). Aqui se deja en evidencia que el tiempo de respuesta del sensor se
incrementa cuando lo hace la concentracion del analito en solucidn. Este hecho ocurre
particularmente en soluciones con mas de 2,4 mM de glucosa. En un principio, se considerd
que este comportamiento era debido a la pérdida por difusion de la enzima que no se
encontraba adecuadamente entrecruzada con la matriz y lentamente se liberaba en la
solucion. Sin embargo, la comparacion de distintos perfiles amperométricos demuestra
que multiples sensores, preparados con diferente concentracion de glutaraldehido,
incrementan su tiempo de respuesta cuando la concentracion de glucosa supera 2,4 mM.
Como resultado, se concluye que la pérdida de linealidad depende de la difusidn de los
sustratos, en particular del oxigeno molecular a través de la matriz enzimatica. Y como se
determind anteriormente, este problema puede ser resuelto disminuyendo la

concentracion de GOX en el sensor.

Limite de deteccion e intervalo lineal

La Figura V-11 (A) muestra el perfil amperomeétrico de un biosensor tipo sandwich

preparado con una matriz muc/alb 30/70, glutaraldehido 3% y 1,34 UE de GOX. La
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respuesta observada surge de sucesivas adiciones de 8 pl de soluciones estandar de
glucosade1mM, 10 MMy 100 MM en la celda electroquimica. La celda se llena inicialmente
con 4 ml de buffer fosfato pH 7 y se utilizd el método de adiciones de estandar para
determinar el limite de deteccion y el intervalo lineal del sensor. El inserto (B) de la figura
muestra la respuesta cronoamperométrica del sensor luego de 5 adiciones en las que cada
una incremento la concentracion en 2 uM de glucosa, mientras que el Ultimo agregado de

glucosa en la Figura V-11 (A) corresponde a una concentracion final en celda de 4,7 mM.

De acuerdo con la definicion dada por IUPAC*?°, el valor del limite de deteccion
(LOD, por sus siglas en inglés) puede ser determinado por el valor que corresponde a 3
veces la desviacion estandar de la seial de base (ob) dividida por la pendiente de la curva
de calibracion. El valor de op se calcula a partir del conjunto de datos obtenidos 400
segundos antes de la primera adicidn de estandar de glucosa en la celda, lo que arroja un
valor de 0,9 uM. Si bien este valor es consistente con los datos que se presentan en la Figura
V-11 (B), esta definicion de LOD no considera la calidad del analisis de regresion lineal que
se lleva a cabo para el calculo de la pendiente de la curva de calibracion. En este sentido, la
regresion lineal de los datos para una concentracion de glucosa por debajo de 3,5 mM
(marcado con una flecha en la figura) arroja un coeficiente de correlacion cuadratico (R?)
igual a 0,9999, mientras que si se incluyen la totalidad de los datos (hasta 4,7 mM de
concentracion de glucosa) este parametro toma un valor de 0,9990. Ambos analisis de
regresion arrojan practicamente el mismo valor de pendiente, aunque sus errores son
sensiblemente diferentes. El calculo del LOD sugerido por el ICH™* (International
Conference of Harmonisation) arroja un valor de 3 puM. Se calcula como 3 veces la
desviacion estandar de la intercepcion del eje y (oy) sobre la pendiente de la curva de
calibracion para los datos registrados por debajo de 3,5 mM en las adiciones estandar de
glucosa. Esta forma de calcular el valor del LOD es consistente con los datos obtenidos en
la Figura V-11, y considera el ruido instrumental de la sefal y ademas la dispersion de los

datos obtenidos de la regresion lineal.
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Figura V-11: (A) Perfil cronoamperométrico de un biosensor preparado con una matriz muc/alb 30/70 entrecruzada con
glutaraldehido 3%. El registro corresponde a 5 agregados de 2 uM (detalle de la respuesta en inserto (B)), 5 agregados de 20
UM y mdltiples agregados de 0,2 mM de glucosa. (C) Dependencia logaritmica de la corriente limite frente a la
concentracion de glucosa.

Elinserto (C) de la Figura V-11 es un grafico logaritmico de la corriente limite frente
a la concentracion de glucosa. Claramente se observa que el sensor construido tiene un
amplio intervalo de comportamiento lineal. La dependencia lineal de /im implica mas de

tres érdenes de magnitud de concentracion, desde algunos p-moles hasta casi cuatro mili

moles de glucosa por litro de solucidn.

V.1.5 Estabilidad del biosensor de glucosa

La Figura V-12, muestra las respuestas de dos biosensores construidos en igual
momento, utilizando la misma matriz enzimatica pero que fueron almacenados en
distintas condiciones luego de su uso. El sensor de la Figura V-12 (A), se almacend en un
vial con buffer fosfato a 4 °C, mientras que el biosensor de la Figura V-12 (B) se enjuagd con
buffer luego del uso y se guardo en un vial a 4 °C. Las respuestas fueron normalizadas con
el objetivo de simplificar la comparacion de sus perfiles cronoamperométricos. El biosensor
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almacenado en buffer (Figura V-12 (A)) muestra perfiles muy reproducibles entre si. La
forma de estos cronoamperogramas es practicamente la misma independientemente del
dia en que se realizd el analisis. Todas las curvas muestran valores de corriente de estado
estacionario muy bien definidos, lo que permite el calculo de la sensibilidad analitica del
sensor. Como consecuencia de esto, se pudo establecer que las caracteristicas
biocataliticas, geomeétricas y fisicoquimicas no presentan cambios significativos con el
transcurso de las semanas de uso. Esto refuerza el hecho de que la composicion de la matriz
enzimatica no solo es responsable de la buena sensibilidad del sensor, sino que también

asegura muy buena estabilidad para la enzima que se inmoviliza®.
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Figura V-12: Perfiles cronoamperométricos normalizados de dos biosensores luego de la adicién de 0,2 mM de glucosa. Las
curvas corresponden a la respuesta de cada biosensor luego de transcurridas distintas cantidades de dias desde el
ensamblado. Los sensores fueron almacenados en Buffer (A) y dentro de un vial vacio (B) a 4 °C.

En la Figura V-12 (B) se observa una situacion algo diferente. La forma de la sefal
se modifica desde el primer dia de analisis. La intencion de este estudio fue la de
determinar qué tan robusto era el biosensor de glucosa cuando era almacenado bajo
condiciones que pueden ser criticas o extremas para la mayoria de los sensores
presentados en bibliografia®. Se encontré que luego de una semana de ensamblado, el
sensor alcanzo el estado estacionario en menor tiempo que el determinado para un sensor
recientemente preparado. El biosensor, almacenado practicamente en seco, mostrd su
respuesta mas rapida luego de una semana de ensamblado, siendo la mas lenta la

determinada en el dia cero.
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Cuando se evalud la sensibilidad de los biosensores en funcidon del tiempo
transcurrido desde el momento del armado, se encontré que la sefal cae luego de
transcurrida la primera semana. La respuesta desciende a alrededor del 80% del valor
encontrado para un sensor preparado recientemente. Este comportamiento se muestra en
la Figura V-13, que resume la informacién de un conjunto de biosensores que fueron
evaluados por mas de un afo. Durante este tiempo, fueron llevadas a cabo al menos 20
curvas de calibracion en las que se realizaron mas de 10 agregados de solucion de estandar

de glucosa para cada biosensor.

Luego de la primera semana, los sensores almacenados en frio mantuvieron su
sensibilidad relativamente constante por aproximadamente 3 meses. Esto se observa en
las curvas a 'y b de la Figura V-13. Transcurrido ese tiempo, gradualmente incrementaron
su sensibilidad durante los siguientes 5 meses. En el caso de la curva g, la sensibilidad se
incremento desde 80% al 100%, mientras que para el biosensor correspondiente a la curva
b, el incremento de la sensibilidad fue de alrededor 130% de la sefial determinada en el
primer dia de medida. Como se puede observar, ambos biosensores mantuvieron sus

valores de sensibilidad durante aproximadamente un afio luego del ensamble.
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Figura V-13: Sensibilidad normalizada de tres biosensores de glucosa luego de diferentes dias desde el armado. Los sensores
fueron almacenados en distintas condiciones: en buffer a 4 °C (a), en un vial vacio a 4 °C (b), y en un vial vacio a
temperatura ambiente (c).

El cambio en la sensibilidad fue mas abrupto en el caso evaluado en la curva c de

la Figura V-13, donde el biosensor fue almacenado a temperatura ambiente. La sensibilidad
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de este biosensor decayd alrededor del 80% durante los primeros dias. Sin embargo, luego
de transcurrido un mes de uso, la sefal analitica se incremento a valores cercanos al 130%
del valor inicial. Aunque el sensor ¢ mantuvo su respuesta cronoamperométrica
relativamente constante por mas de un ano, su sensibilidad mostro variaciones de una
semana de analisis a la otra. Las variaciones descriptas no son importantes para un
biosensor tipo sandwich, ya que esta pensado para uso intermitente. Incluso cuando se
piensa en un sensor de uso mas intensivo, estas variaciones no presentan un inconveniente
mayor en el desempeio analitico si se realizan calibrados periddicos. De todos modos, las
variaciones observadas para el sensor almacenado a temperatura ambiente fueron

claramente mas importantes que aquellas de los sensores almacenados en frio.

La Figura V-14 muestra la dependencia del tiempo de respuesta frente a al tiempo
transcurrido desde el armado del sensor. Los datos fueron normalizados con el objetivo de
comparar estas curvas en su forma mas simple. El biosensor almacenado en buffer es el
que muestra mayor dispersion en los tiempos de respuesta. Sin embargo, todos los valores
asociados a su tiempo de respuesta se encontraron alrededor de un valor medio de (5 + 2)

x10's. El error se calculd a partir de la desviacion estandar de los datos.

Los sensores almacenados en condiciones de sequedad mostraron una tendencia
diferente del tiempo de respuesta frente al tiempo de almacenamiento. Luego de la
primera semana de almacenamiento, mostraron un significativo descenso en el tiempo de
respuesta. El valor promedio para sus respuestas fue de (23 + 6) s para el sensor
almacenado en frio y de (25 + 4) s para el sensor que se mantuvo a temperatura ambiente.
En ambos casos, el tiempo de respuesta fue aproximadamente la mitad que el encontrado
en el momento del armado del sandwich biosensor. Sin embargo, transcurrido 5 meses
después de los experimentos, el biosensor almacenado seco a temperatura ambiente,
incremento su tiempo de respuesta a 55 s, mientras que el almacenado seco en frio,
mantuvo su tiempo de respuesta invariable. Estos resultados se observan en las curvas b y

cde la Figura V-14.
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Figura V-14: Tiempo de respuesta normalizado de tres biosensores de glucosa en funcion de los dias transcurridos desde el
ensamblado. Los sensores fueron almacenados en distintas condiciones: en buffer a 4 °C (a), en un vial vacio a 4 °C (b), y en
un vial vacio a temperatura ambiente (c).

El tiempo de respuesta y la sensibilidad son parametros muy importantes para un
biosensor y, a pesar de las distintas condiciones en que fue almacenado, el biosensor

elaborado mostroé una excelente performance para ambos parametros durante un periodo

de tiempo superior a un afio y medio.

La Figura V-15 muestra las curvas de calibracion registradas el dia 222 luego del
ensamblado de dos biosensores. Ambos fueron almacenados en la heladera a 4°C, sélo que
uno en solucion buffer fosfato y el otro seco, dentro de un vial. Antes de ser empleados
para la obtencion de los registros mostrados, ambos sensores fueron utilizados en
multiples ocasiones para la construccion de curvas de calibracion sequn lo mostrado en la
Figura V-13. La flecha en la Figura V-15 (A) indica la corriente obtenida cuando en la celda
de reaccion la concentracion de glucosa es igual a 3 mM. En este punto de la curva, el
coeficiente de correlacion fue r? = 0,999 y se considera a ese valor cdmo el limite maximo
en que la relacion entre la concentracidn de analito y la corriente muestra un

comportamiento verdaderamente lineal para el biosensor.

Los valores de desviacion estandar calculados a partir de los Ultimos 200 s del

registro de la linea de base para cada curva de calibracion, fueron de 2x1075 pA para la curva
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() y de 1x1075 pA para la curva (b). El cociente entre estos valores y la pendiente de las
respectivas curvas de calibracion arrojan un valores de LOD de 0,2 puM para la curva (a) y de
0,1 UM para la curva (b) de cada sensor. Sin embargo, estos valores de concentracion no
pueden ser detectados experimentalmente con ninguno de estos sensores (Figura V-15
(B)). Teniendo en consideracion este hecho, es mas apropiado calcular el LOD
multiplicando por 3 el desvio estandar de la intercepcion de la recta de regresion con el eje
de las abscisas y dividiendo ese valor por la pendiente de la curva de calibracion. Los valores
calculados de este modo arrojan resultados mas realistas para el LOD, siendode 8 uMy 5
MM para los biosensores almacenados en solucion buffery en seco, respectivamente. Estas
magnitudes de LOD se encuentran mas correlacionadas con los datos que se muestran en
la Figura V-15 (B), en la que se muestra la sefial de corriente para sucesivas adiciones de 2
MM de glucosa. El inserto (C) de la Figura V-15 muestra como, luego de 7 meses de
ensamblados los sensores, el intervalo lineal de la respuesta se mantiene superior a 3
ordenes de magnitud de concentracidon de glucosa. Esta asombrosa respuesta indica,
nuevamente, la notable estabilidad que logra la enzima una vez que se inmoviliza en la

matriz desarrollada.
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Figura V-15: (A) Perfiles cronoamperométricos de dos biosensores. Las adiciones de glucosa corresponden a 2 uM (inserto
B), 20 uM, y 0,2 uM. (C) Dependencia logaritmica de l;m frente a Coi.c. Las curvas corresponden a sensores expuestos a uso
intermitente durante 222 dias que fueron almacenados a 4 °C, en un vial vacio (a) y en un vial con Buffer (b).
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Diferencia en el tiempo de respuesta de acuerdo a la forma de almacenamiento

El biosensor de glucosa mostr6 muy buenas caracteristicas de sensibilidad,
intervalo lineal, estabilidad y tiempo de respuesta. Sin embargo, es curioso el resultado
mostrado en la Figura V-14, donde se observd que el tiempo de respuesta de los
biosensores almacenados en seco se reducia notablemente frente al tiempo de respuesta
del sensor almacenado en buffer. Para resolver este interrogante es necesario considerar
el modelo matematico propuesto para este tipo de biosensores (Capitulo Ill). En la Figura
V-16 (A) se muestra el esquema de un biosensor tipo sandwich inmediatamente luego de
su preparacion, donde se atrapa la matriz enzimatica dentro de dos membranas de
policarbonato. El espesor de este tipo de membranas se estima cercano a 13 um?®335, Las
membranas permiten la difusion de los analitos mientras que mantienen la matriz soporte
en el espacio entre ellas. La matriz enzimatica es un hidrogel con un espesor cercano a los

20 um, y provee el ambiente adecuado para la contencion de la enzima.
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Figura V-16: Esquemas de un biosensor cuando la matriz enzimdtica no permea dentro de las membranas (A) y cuando el
sensor es deshidratado y rehidratado en multiples ocasiones (B).

El esquema de la Figura V-16 (B) corresponde a un biosensor que fue secado y

rehidratado en reiteradas ocasiones. Como consecuencia de las sucesivas etapas de
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deshidratacion — hidratacion, la matriz enzimatica podria penetrar y difundir dentro de los
poros de la membrana de policarbonato. Otra hipotesis es que la matriz no recuperaria la
forma original, debido a que se colapsaria en las sucesivas etapas de deshidratacion -
hidratacién, dando como resultado un espesor menor de matriz. Debido al hecho de que la
matriz no sufre una deshidratacion cuando se almacena el sensor en buffer, no se producen
cambios en el espesor del sensor cuando se guarda en solucidn acuosa. Esta hipdtesis fue
incluida en el modelo matematico para evaluar las respuestas cronoamperomeétricas
experimentales y describir los perfiles de concentracion de las especies involucradas en la

respuesta’.
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Figura V-17: (A) Respuesta cronoamperométrica experimental (circulos) y simulada (linea) para un biosensor recientemente
preparado luego de la adicion de 2,0 mM de glucosa. Perfiles de concentracion para el sustrato (B), oxigeno (C) y peréxido
de hidrégeno (D) dentro de un biosensor de 38 um de espesor. Los perfiles fueron calculados: (a) 4 s, (b) 14 s, (c) 24 s, (d) 60 s
luego de la adicidn de 0,2 mM de glucosa. Las lineas discontinuas indican los limites de las membranas de policarbonato.
Las lineas punteadas muestran los limites de la matriz enzimdtica.
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En la Figura V-17 (A) se muestran las respuestas experimentales y simuladas para
un biosensor recientemente preparado. Debido a que el coeficiente de difusion de la
glucosa es menor a los coeficientes para el O, y el H,0,, la difusion del sustrato a través de
la membrana externa limita el tiempo de respuesta del sensor. La cantidad de enzima
activa dentro del sensor es relativamente alta, dando como resultado un rapido consumo
de sustrato dentro de la matriz. La curva cronoamperométrica simulada permite conocer
como cambian los perfiles de concentracion de las especies involucradas dentro del
biosensor. El espesor de la membrana de policarbonato tiene un valor estimado de 13 um,
que es un valor consistente con los datos suministrados por el fabricante®s. En la Figura
V-17 (B), (C) y (D) se muestran los perfiles de concentracion de la glucosa, O,, y H.0,
respectivamente. Como se menciond, estos perfiles de concentracidn se obtienen a partir

de la simulacion de la curva en Figura V-17 (A).

Las lineas discontinuas indican los limites de las membranas de policarbonato,
mientras que las lineas punteadas sefialan los limites de la matriz enzimatica. A 13 um hacia
la derecha hay una linea discontinua que indica el limite exterior de la membrana de
policarbonato y de la matriz enzimatica. De acuerdo con el modelo, la matriz se extiende
desde el borde de la membrana externa (aquella en contacto con la solucién) hasta g um
dentro de la membrana interna (aquella que descansa sobre la superficie del electrodo).
Esto se debe a que la matriz puede difundir en la membrana interna durante el proceso de
ensamblado del biosensor®. Entonces, las moléculas de glucosa deben difundir 13 um hasta
poder reaccionar con la enzima. Una vez que la glucosa alcanza la matriz, es rapidamente
consumida debido a la alta concentracion de enzima activa en el sensor. Es interesante
notar que el perfil de concentracion de glucosa es practicamente lineal en el interior de la
membrana externa luego de 24 s de la adicion del analito. Esto indicaria que el sensor se
acerca a la condicion de estado estacionario, Figura V-17 (B). Otro hecho que indica la
proximidad de la respuesta al estado estacionario, es que el gradiente de concentracion de

la glucosa no cambia significativamente durante el tiempo siguiente.

Comunmente, los coeficientes de difusion de O, y H,O, son mayores que los de la

glucosa. Como resultado de esto, los perfiles de concentracion de estas especies son
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usualmente lineales y sus valores de concentraciones minimas y maximas necesitan al
menos 24 s para llegar a la condicion de estado estacionario, Figura V-17 (C) y (D). Esto se
debe a que los gradientes de concentracion de estas especies dependen de los perfiles de
concentracion de la glucosa y del espesor del sensor. Las concentraciones maxima y
minima de las especies se manifiestan en el limite de la matriz enzimatica cercano a la
membrana externa, debido a la alta concentracion de enzima y a la relativamente baja

concentracion de sustrato utilizada en los experimentos9:1°°.
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Figura V-18: (A) Perfil cronoamperométrico experimental (circulos) y simulado (linea) para un biosensor almacenado en un
vial vacio a 4 °C por 149 dias, luego de la adicidn de 0,2 mM de glucosa. Perfiles de concentracion para el sustrato (B),
oxigeno (C) y peroxido de hidrégeno (D) dentro de un biosensor de 33 um de espesor. Los perfiles fueron calculados: (a) 4 s,
(b) 14 s, (d) 60 s luego de la adicién de 0,2 mM de glucosa. Las lineas discontinuas indican los limites de las membranas de
policarbonato. Las lineas punteadas muestran los limites de la matriz enzimdtica.
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En la Figura V-18 (A) se muestran los perfiles cronoamperométricos experimental
y simulado correspondientes a un biosensor tipo sandwich, luego de 149 dias de haber sido
ensamblado. Este sensor fue almacenado en un vial vacio a 4° Cy utilizado para multiples
curvas de calibracion desde el momento del ensamblado. Los datos asociados con la
sensibilidad y la respuesta temporal se resumen en las Figura V-13 y Figura V-14. Luego de
5 meses, el tiempo de respuesta del biosensor es practicamente la mitad y la sensibilidad
es 20% mayor que la obtenida el primer dia en que el sensor fue ensamblado. Para explicar
la mejora en estos parametros analiticos, es necesario considerar los perfiles de
concentracion de las especies involucradas. En la Figura V-18 (B), (C) y (D) se muestran los
perfiles de concentracidn para la glucosa, O., y H.O. obtenidos de la respuesta simulada.
Nuevamente, las lineas discontinuas indican los limites de las membranas de
policarbonato, mientras que las punteadas sefalan los limites de la matriz enzimatica.La
matriz se habria introducido unos micrones dentro de la membrana externa. Como
resultado de esto, el biosensor se vuelve mas delgado que uno recientemente preparadoy
el analito debe difundir a través de una distancia menor que cuando el sensor se acaba de
ensamblar. Esto se debe a que el sensor pierde agua durante el periodo de
almacenamiento. Por consiguiente, la matriz enzimatica se encoje y permea dentro de la
membrana de policarbonato. Este proceso de permeacion es mas relevante en la
membrana externa, ya que en la membrana interna la matriz fue entrecruzada dentro de
la estructura. Entonces, la permeacion del soporte enzimatico dentro de la membrana

externa disminuira el tiempo de respuesta del biosensor.

Los perfiles de concentracion de la Figura V-18 (B), (C) y (D) muestran que el
estado estacionario se alcanza a los 20 s no sélo para la glucosa, sino también para O, y
H,O.,. Si bien este resultado es consistente con el tiempo de respuesta correspondiente a
la curva cronoamperométrica experimental, no explica el porqué del incremento en un 20%
en la sensibilidad del biosensor. La sensibilidad del biosensor depende, esencialmente, de
la distancia que debe difundir el H,O, desde la regiéon de su maxima concentracion hasta la
superficie del electrodo®®. La magnitud de este parametro define el gradiente de

concentracion del H,0, y por ello la sefal de corriente. Como se explicd, el hecho de que la
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matriz enzimatica se introduzca en las membranas, hace que disminuya el grosor de la
membrana externa asi como la seccion transversal del sensor. El primer proceso hace que
el tiempo de respuesta sea menor, mientras que el Ultimo es el responsable de la mejora

en la sensibilidad.
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Figura V-19: Perfiles de concentracidn de peréxido de hidrégeno dentro de biosensores con distinto espesor. Los perfiles
fueron calculados luego de 60 s de la adicion de 0,2 mM de glucosa y para una Co, = 0,274 mM. Las lineas punteadas
indican los limites de la matriz enzimatica.

La Figura V-19 muestra los perfiles de concentracion tedricos de H.O, calculados
a partir de un conjunto hipotético de biosensores tipo sandwich en los que el espesor es
alterado gradualmente. Todas las curvas corresponden a perfiles de concentracion de H.O,
cuando el sensor ha alcanzado el estado estacionario. Para asegurar esto, las curvas fueron
calculadas luego de 60 s de la adicidn del analito. El espesor del sensor se puede determinar
observando los puntos en donde la concentracion de H,0, llega a cero. Las curvas (a) y (a")
muestran perfiles correspondientes al mismo espesor. Del analisis, es posible comprender
que el tamafoy la posicidn del maximo en la concentracion de H,O, cambian con el cambio
en la posicion de la matriz enzimatica. Sin embargo, ambas curvas tendran el mismo
gradiente de concentracion para el H,O. en la superficie del electrodo. La posicion del
maximo se puede asociar con el tiempo de respuesta del sensor, mientras que el gradiente
de concentracion determina la sensibilidad para un dado sensor. Las curvas (a) — (f) son
perfiles de concentracion para un conjunto de biosensores que deberian mostrar el mismo

tiempo de respuesta, pero diferente valor de sensibilidad. Teniendo esto en cuenta, el

130



sensor de la curva f seria aquel con mayor sensibilidad, debido a que tiene el maximo

gradiente de concentracion de H.O, en la superficie del electrodo.

V.1.6 Analisis de muestras reales

En las secciones anteriores se ha descrito la performance y la robustez de los
biosensores desarrollados. Con el objetivo de mostrar de forma mas completa el
desempeiio, se evallUa la performance de los sensores frente a muestras reales de suero
sanguineo. Las muestras fueron provistas un hospital de la Ciudad de Cérdoba dentro de

viales de paredes protegidas por heparina.
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Figura V-20: Comparacion del contenido de glucosa en muestras de suero, cuantificada mediante el uso de un biosensor tipo
sandwich almacenado en un vial vacio por 222 dias a temperatura ambiente frente a los datos suministrados por el
hospital.

El grafico de la Figura V-20 muestra la respuesta del biosensor desarrollado en
comparacion con el método estandar espectrofotométrico con hexoquinasa, utilizado en
el hospital. El analisis de estas muestras fue realizado con un sensor de 7 meses de
antigiedad, almacenado en un vial vacio a temperatura ambiente. Como se puede
observar, hay muy buena correlacion entre ambos conjuntos de datos. La pendiente
obtenida de la regresion lineal es 1,09 + 0,05 y la dispersidn de los datos es menor al 5%. El

sensor utilizado fue expuesto, antes del analisis, a alrededor de oo agregados de estandar
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asociados con distintas curvas de calibracion a través de 222 dias. A pesar del uso, los datos
obtenidos con las muestras reales satisfacen los requerimientos establecidos en la norma

ISO 15197:2003**2.

V.2 Desarrollo del biosensor para la determinacion de catecol

El desarrollo del biosensor para la determinacion de fenoles implico la utilizacion
de diferentes polimeros para la construccion de las matrices como soporte enzimatico, asi
como diferentes tipos de electrodos como transductor electroquimico. El primer intento se
llevo a cabo utilizando la misma combinacion de proteinas que la utilizada para el sensor
de glucosa, para aprovechar la experiencia obtenida con ese sistema. Sin embargo, no se
obtuvieron resultados satisfactorios hasta cambiar el electrodo de platino por uno de
carbono vitreo. Aun con esta superficie de electrodo, la respuesta electroquimica de los
sensores resultd ser irreproducible, lo cual fue un obstaculo importante siendo que se

intentaba obtener un sensor confiable y robusto.

A partir de distintos trabajos encontrados en bibliografia?©s*237225 se decidio
utilizar quitosan combinado con mucina en la composicion de la matriz soporte. De esta
forma, se desarrollaron experimentos basados en la elaboracion de una serie de sensores
de LAC y la obtencion de su respuesta electroquimica. A continuacion se presentan los
resultados que permitieron obtener las condiciones dptimas de composicion de la matriz,
grado de entrecruzamiento y cantidad de enzima inmovilizada. También se analiza como
afectan estos parametros al desempefo analitico de los sensores. Sélo se muestran los
estudios de las mezclas mas exitosas de proteinas, vinculados a mezclas de mucina con
distintas proporciones de quitosan entrecruzadas con diferente concentracion de

glutaraldehido.
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V.2.1 Efecto de la concentracion de entrecruzante

El efecto que produce la cantidad de entrecruzante sobre la respuesta
electroquimica de los sensores de LAC se ilustra en la Figura V-21. En estos experimentos
se emplea una matriz muc/quit 50/50 que se mezcla con 5,33 UE de LAC. La concentracion
del glutaraldehido utilizado para entrecruzar cada sensor es una variable importante ya que
condiciona la cantidad de enzima inmovilizada y su actividad, afectando de esta forma la

sensibilidad del sensor.
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Figura V-21: (A) Perfiles cronoamperomeétricos para sensores con 5,33 UE de LAC en muc/quit 50/50 entrecruzada con
soluciones de glutaraldehido de concentracion (a) 1%; (b) 3%; (c) 5%; (d) 7%; (e) 12,5%; (f) 25%. La respuesta corresponde a
agregados de 0,01 mM de catecol. (B) Curvas de calibracion de cada sensor calculadas con los valores de ljim
correspondiente a cada agregado de solucion estdandar.

En la Figura V-21 (A) se grafican los transitorios de corriente cuando se realizan
sucesivos agregados de 4 pl de catecol 0,01 M en la celda electroquimica, mientras que en
la Figura V-21 (B) se muestran las curvas de calibracion correspondientes. En este sistema
se aplica un potencial de -0,2 V para que ocurra la reduccion de las quinonas generadas
enzimaticamente, por lo que la corriente que se registra es negativa. En el intervalo de
concentracion de catecol que se estudia, no se observa un comportamiento lineal de la
respuesta de todos los sensores. La mayor sensibilidad de la respuesta se observa cuando
se utiliza entrecruzante diluido al 5%, aunque la linealidad de esta respuesta se pierde por
encima de 5o uM. Por otro lado, al observar los perfiles cronoamperométricos se puede

inferir que en todos ellos se alcanza el estado estacionario a tiempos similares. La
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sensibilidad y el tiempo de respuesta de los sensores se muestran en la Figura V-22. Los
valores de las pendientes y su correspondiente error se muestran en la Tabla V-2.La
sensibilidad de cada sensor, obtenida a partir de las pendientes de las curvas de calibracion,
en funcion de la concentracion de entrecruzante se muestra en la Figura V-22 (A). A partir
de este analisis se concluye que si bien la sensibilidad alcanza un maximo cuando se emplea
glutaraldehido 5%, por encima de este porcentaje la sensibilidad del sensor disminuye,
pero los valores de corriente limite se mantienen relativamente constantes. A su vez, para
concentraciones de glutaraldehido por debajo de 3% la sensibilidad cae abruptamente. Por
otra parte, a pesar de que con 3% ,7% y 25% se obtienen valores inferiores para las

pendientes de curvas de calibracion, el intervalo de respuesta lineal es notablemente
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Figura V-22: Dependencia de (A) la sensibilidad (-liim Ccatecol™®) y (B) el tiempo de respuesta (tqs9) frente a la concentracion de
glutaraldehido utilizado. Sensores elaborados con 5,33 UE de GOX en una matriz muc/quit 50/50.

Tabla V-2: Pendientes de las curvas de calibracion y error asociado. Sensores con 5,33 UE de LAC en matriz muc/quit 50/50.

Colut | %0 -lim(Ceatecot)™® | MA.M™ Error [ mA.M™
1 0,159 0,005
3 0,36 0,02
5 0,42 0,02
7 0,33 0,01
12,5 0,30 0,01
25 0,342 0,008
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La evaluacion del tiempo de respuesta en funcion de la concentracion de
entrecruzante se observa en la Figura V-22 (B). A partir de este analisis queda claro que
todos los sensores presentan un tiempo de respuesta similar alrededor de los 160
segundos. El estado estacionario de la corriente se alcanza con mayor rapidez cuando se
utiliza 1% de entrecruzante aunque, como contrapartida, en estas condiciones la
sensibilidad es minima. La concentracion de entrecruzante afecta de forma diferente a la
sensibilidad y al tiempo de respuesta. Mientras el tiempo de respuesta se mantiene
invariable en un cierto intervalo, la sensibilidad alcanza un maximo entre 5% y 3% de

glutarladehido.

V.2.2 Efecto de la composicion de la matriz

La evaluacion del efecto de la composicion de la matriz enzimatica en la que se
inmoviliza la enzima en funcion de la sensibilidad y el tiempo de respuesta del sensor
resultante, se estudid modificando tanto el porcentaje en peso de cada proteina

constituyente, como la concentracion de glutaraldehido empleado.

Figura V-23: Dependencia de (A) la sensibilidad (-ljim Ccatecor™) ¥ (B) del tiempo de respuesta (tq5%) con respecto a la
concentracion del glutaraldehido utilizado (C4wt) y a la relacion en peso mucina / quitosdn (Cmuc) en la construccidn de las
matrices enzimaticas de sensores de GOX. En todos los casos se utilizé 5,33 UE de LAC por sensor.
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Los valores de las pendientes de las curvas de calibracion para los sensores
preparados con distintas concentraciones de entrecruzante, mucina y quitosan se
presentan en la Figura V-23 (A). Como puede observarse, los sensores preparados en
matrices constituidas solamente por quitosan alcanzan los valores mas altos de
sensibilidad, independientemente de la concentracion empleada de glutaraldehido. La
incorporacion de mucina a la matriz hace que los valores de corriente limite caigan
notablemente. Cuando se utiliza 50% o mas de mucina, la sensibilidad toma valores
relativamente constantes para todas las concentraciones de entrecruzante evaluadas. El
efecto de la concentracion de glutaraldehido se hace mas evidente en las matrices
elaboradas con un alto porcentaje de quitosan (70%y 100%). En estos casos, se observa un
maximo de sensibilidad para soluciones con concentracion de glutaraldehido entre 5% vy
7%. Soluciones mas concentradas hacen que la sensibilidad disminuya manteniéndose en
valores relativamente constantes para sensores preparados con diluciones de
glutaraldehido superiores al 12%. Los resultados muestran que es necesario utilizar altos
porcentajes de quitosan para que la LAC se encuentre anclada a la matriz y conserve su
actividad enzimatica. El quitosan resulta esencial para la composicion de la matriz de los
sensores de LAC, mientras que el glutaraldehido permite encontrar el punto optimo de

entrecruzamiento que maximiza la actividad de la enzima.

La escasa presencia de grupos amino en la estructura de la mucina hace que esta
proteina no pueda interactuar de manera significativa durante la reaccion de
entrecruzamiento. Lo opuesto sucede con el quitosan, que presenta una gran densidad de
grupos amino en su estructura y es el polimero mas involucrado en el proceso de
entrecruzamiento. Como consecuencia, aquellas matrices en las que existe alto porcentaje
de mucina no estaran, posiblemente, lo suficientemente entrecruzadas como para
mantener la enzima anclada en la estructura, permitiendo que ésta se escape del sensor
durante el lavado o durante el uso, disminuyendo asi la respuesta de corriente obtenida. Si
se utilizan altos porcentajes de quitosan, se forman distintos tipos de matrices de acuerdo
a la concentracion de glutaraldehido que se utilice. Cuando el entrecruzante se agrega en

soluciones relativamente concentradas (mayores al 7%), las matrices que se forman estan
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mas densamente entrecruzadas, son mas rigidas y al mismo tiempo se incrementan las
interacciones con los grupos funcionales reactivos de la LAC, lo que inactiva a la enzima.
Este efecto conjunto hace que disminuya la sensibilidad de estos sensores. Por el contrario,
cuando la concentracion de glutaraldehido es menor al 3%, la matriz que se forma no se
encuentra lo suficientemente entrecruzada como para retener toda la LAC en su interior, y
por consiguiente una parte de la enzima difunde durante el lavado y la respuesta no es la

que presenta la maxima sensibilidad.

En la Figura V-23 (B) se establece la dependencia del tiempo de respuesta frente a
la concentracion de glutaraldehido y al porcentaje de cada macromolécula presente en los
sensores de LAC. Este pardmetro es un factor importante a tener en cuenta cuando se
quiere determinar la composicidn éptima de una matriz para la construccidn de sensores.
Como se observa en esta figura, el comportamiento del tiempo de respuesta en funcion de
la composicion de la matriz es muy diferente al de la sensibilidad ya que no existe una zona
en la que el desemperio difiera significativamente de otra. Aquellos sensores construidos a
partir de matrices con algun porcentaje de mucina en su composicidn, presentan tiempos
de respuesta que se mantienen dentro de un cierto intervalo de valores, asemejandose a
una zona de meseta. Cuando se analizan matrices con 100% de quitosan, se observan
tiempos de respuesta que son levemente inferiores a los de las demas matrices. La
respuesta cronoamperométrica de los sensores tiende a disminuir el tiempo de respuesta
cuando la cantidad utilizada de glutaraldehido es menor al 3%. Los resultados sugieren que
el tiempo de respuesta de este tipo de biosensores no depende significativamente de la
concentracidon de entrecruzante utilizada, y que existiria una leve dependencia con la
concentracion de mucina en la matriz. Con respecto a este Ultimo punto, se podria decir
que no conviene agregar mucina a la matriz para lograr sensores con menores valores de

tiempo de respuesta.

Evaluacion del intervalo lineal de la respuesta

En el estudio de las respuestas de los sensores también se determina el valor de la

maxima concentracion que puede ser cuantificada mientras el sensor todavia muestra
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comportamiento lineal. Este valor, junto con el limite de deteccidn, determina el intervalo
lineal de la respuesta, y al igual que la sensibilidad y el tiempo de respuesta, da cuenta del

desempeno de los distintos sensores construidos.

En la Figura V-24 se muestra como depende el intervalo lineal de la respuesta de
los sensores de LAC con la composicion de la matriz. En la Figura V-24 (A) y (B) se grafican
las curvas de calibracion de distintos sensores entrecruzados con 7% de glutaraldehido y
elaborados con distinto porcentaje en peso de mucina y quitosan. Ademas de la diferencia
en sensibilidad, se evidencia un intervalo de comportamiento lineal que es distinto para
cada sensor. El maximo intervalo lineal se obtiene cuando los sensores se construyen
utilizando una matriz compuesta Unicamente por quitosan, Figura V-24 (C). Cuando se
incorpora mucina, no solo disminuye el intervalo lineal de la respuesta sino que también lo
hace la sensibilidad. Este comportamiento es muy diferente al obtenido en la elaboracion
de los sensores de glucosa, en los que con el aumento de mucina en la matriz se mejora la
linealidad. En este caso, el quitosan proporciona no sélo una mejor sensibilidad en la
respuesta, sino también el mejor intervalo lineal. Cuando se incorpora mucina, la matriz
formada no puede retener efectivamente la enzima, por lo que la poca cantidad de LAC
que se inmoviliza es saturada rapidamente frente a los incrementos de catecol en la celda

de reaccion.
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Figura V-24: (A) y (B) Curvas de calibracion para sensores entrecruzados con glutaraldehido 7%, elaborados a partir de
matrices enzimaticas de diferente composicidn:(a) quit 100; (b) muc/quit 30/70; (c) muc/quit 50/50; (d) muc/quit 70/30; (e)
muc 100. Las respuestas corresponden a agregados de 0,01 mM de catecol. Sensores con 5,33 UE de LAC. (C) Mdxima
concentracion de catecol medida con comportamiento lineal frente al porcentaje de mucina de la matriz.

138



Seleccion de la matriz dptima para el desarrollo analitico

Los resultados obtenidos en estos experimentos proporcionan una herramienta
para llevar a cabo la seleccion de la matriz 6ptima que permite obtener biosensores de LAC
con el mejor desempefio. El analisis de manera simultanea, mediante el calculo del
cociente entre sensibilidad y tiempo de respuesta, de los datos mostrados en la Figura V-23
(A) y (B), expone claramente que el mejor sensor esta conformado por una matriz de
quitosan 100% entrecruzada con una solucidn de glutaraldehido 5%. En este sentido, el
analisis de la Figura V-24 refuerza esta eleccion, ya que muestra que el uso de esta matriz
asegura mejor comportamiento lineal frente a las demas. De esta forma se concluye que
este tipo de biosensor es el que ofreceria la mejor sensibilidad, tiempo de respuesta e

intervalo lineal dentro de los analizados.

V.2.3 Efectodelaconcentracion de LAC

Con el objetivo de evaluar el efecto que produce la cantidad de LAC utilizada sobre
el desempeno de los sensores, se prepararon sensores utilizando soluciones con distinta
concentracion de enzima. Las respuestas cronoamperométricas de estos sensores se
grafican en la Figura V-25 (A). Para este experimento, en todos los casos se utiliza una
matriz compuesta Unicamente por quitosan y que se entrecruza durante 5 minutos con una
solucion de glutaraldehido 5%. Cada adicidn de analito corresponde a un aumento de 0,02
mM de catecol en |a solucion de medida del sensor. Las curvas de calibracion construidas a
partir de los valores de corriente limite registrado para cada agregado de catecol, se
muestran en Figura V-25 (B). Se observa que todos los sensores responden de manera
lineal con la concentracion de sustrato dentro del intervalo de concentracion evaluado. Por
el contrario, la sensibilidad y el tiempo de respuesta cambian con la concentracion de

enzima.
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Figura V-25: (A) Perfiles cronoamperométricos para sensores preparados con: (a) 1,34 UE; (b) 2,67 UE; (c) 5,33 UE; (d) 10,67
UE (e) 21,33 UE de LAC en una matriz de quitosan entrecruzada con glutaraldehido 5%. La respuesta corresponde a
agregados de 0,01 mM de catecol. (B) Curvas de calibracion de cada sensor calculadas con los valores de ljim
correspondientes a cada agregado de solucion estandar.

El analisis de la sensibilidad en funcidn de la concentracion de enzima se presenta
en la Figura V-26 (A). La sensibilidad alcanzada crece a medida que aumenta la cantidad de
LAC inmovilizada en la matriz, hasta que llega a un maximo cuando es igual a 5,33 UE de
LAC. Por arriba de este valor, no se observa aumento en la respuesta de corriente, sino que
este parametro se mantiene practicamente constante para los sensores construidos con
mayor cantidad de enzima. La cantidad de oxigeno disuelto en el electrolito soporte se
considera constante durante todo el experimento. En el momento en que se pone en
contacto al sensor con la solucion, el oxigeno difunde dentro de la matriz y alcanza
rapidamente un equilibrio. Cuando se aumenta la cantidad de LAC inmovilizada, también
aumenta la cantidad de producto generado cataliticamente, y por ello, la respuesta
electroquimica que se observa. No obstante, este crecimiento de la sefal esta limitado por
la cantidad de oxigeno que pueda difundir hasta la enzima. Este mediador difundira desde
la solucion al interior del sandwich ya que constantemente es consumido por la enzima.
Cuando la cantidad de LAC supera cierto limite, la respuesta electroquimica deja de crecer
linealmente con la cantidad de enzima ya que se encuentra limitada por la difusion del
mediador enzimatico. Este comportamiento puede observarse experimentalmente en la
Figura V-26 (A) y concuerda con resultados tedricos obtenidos mediante métodos de

simulacion numérica para sistemas como el descrito*?. La desviacion del comportamiento
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lineal observado en la Figura V-26 (A) puede ser utilizada para estimar la cantidad de

enzima activa dentro del sensor9:2°,
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Figura V-26: Dependencia de (A) la sensibilidad (-liim Ccatecol™) y (B) del tiempo de respuesta (tqs0) frente a la concentracion
de LAC utilizada. Sensores elaborados en una matriz de quitosan entrecruzada con glutaraldehido 5%.

La evaluacion del tiempo de respuesta de los sensores en funcién de la cantidad
de LAC se muestra en la Figura V-26 (B). Se observa que a medida que aumenta el numero
de unidades enzimaticas inmovilizadas en la matriz se hace mayor el tiempo que le toma
al biosensor alcanzar el valor de corriente limite. Cada molécula de sustrato catalizada por
la enzima es reconvertida en el mismo sustrato (catecol) debido a que las quinonas
generadas son reducidas sobre la superficie del electrodo. Este ciclo de realimentacion
hace que la cantidad de oxigeno disponible disminuya proporcionalmente mas que para
otros biosensores, tale como los de glucosa®? y lactato®°. Durante la etapa electroquimica
de estos otros biosensores se regenera el oxigeno, no el sustrato. Esta falta de oxigeno en

los sensores de fenoles hace que la respuesta se vuelva cada vez mas lenta, cuando la

cantidad de sustrato aumenta.

V.2.4 Efecto de lavariacion del pH de la solucion

Con el objetivo de estudiar el comportamiento del sensor de LAC frente a los
cambios de pH en el medio, se analiza su desempefo cuando en la celda de reaccidon se

utiliza solucion buffer de diferente pH. En este experimento, se utiliza el mismo sensor para
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todos los pH evaluados. Los resultados se muestran en la Figura V-27 (A), y revelan que el
sensor presenta practicamente la misma sensibilidad dentro del intervalo de pH
comprendido entre 4 y 5,5. Sin embargo, la sensibilidad cae rapidamente cuando el pH se
aleja de este intervalo. Por otro lado, cuando el sensor es utilizado a pH 3 0 pH 7y luego se
agrega acido o base para retornar el sistema a pH 5, la respuesta analitica es
aproximadamente la misma que la obtenida antes de cambiar el pH original desde 52367
(Figura V-27 (B)). Estos resultados demuestran que una vez que se inmoviliza la enzima en
la matriz polimérica se adquiere gran robustez frente al grado de acidez del medio, no sélo
manteniendo actividad maximizada dentro de un amplio intervalo de valores de pH, sino
también logrando recuperar totalmente su actividad luego de ser expuesta a soluciones
con pH que eventualmente podrian afectar a la enzima en solucion. El método de

inmovilizacion y el material soporte utilizado hacen posible este comportamiento.
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Figura V-27: (A): Sensibilidad normalizada frente a los cambios de pH del medio. (B): Curvas de calibracion del sensor de
LAC medidas a pH = 5 al comienzo del experimento y después de ser utilizado a pH =3 y a pH = 7. Matriz enzimatica
compuesta por 5,33 UE de LAC inmovilizada en 200% quitosan con glutaraldehido 5%.

V.2.5 Propiedades analiticas

Los experimentos desarrollados permiten determinar la composiciony la cantidad
optima de entrecruzante para un sensor de catecol tipo sandwich. Las caracteristicas
analiticas mas relevantes del biosensor tales como limite de deteccion, intervalo lineal,
reproducibilidad y estabilidad, fueron evaluadas en sensores preparados en una matriz de

quit 100 entrecruzada con glutaraldehido 5%.
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Reproducibilidad de sensor a sensor

Las respuestas cronoamperométricas de dos biosensores elaborados con la
misma cantidad de LAC, pero preparados en distinto momento, a partir de dos matrices
independientes de quitosan entrecruzadas con glutaraldehido 5%, se muestran en la Figura
V-28 (A). Los perfiles de corriente obtenidos son muy similares entre si. En ambos casos, la
velocidad de respuesta luego de cada agregado de solucidn estandar es casi la misma, y se
mantiene dentro de un intervalo de valores practicamente iguales a una constante durante

todo el experimento.

0.5 Curvaa R? 0,99956 a ol
lim | HA Valor Error Estandar | © b -
Intercepcion  -4,2.10% 0,00308 P
0,4+ Pendiente 5,304 0,052 &
]
< < o
=5 °
e ~
*
- £0,21
1 )
1 - Curvab R? 0,99958
014 B o L/ HA Valor Error Estandar
' Intercepcion  -1,4.10% 0,003
" Pendiente 5,300 0,051
0,04 »
T T y I T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
t/s C /[ mM

catecol

Figura V-28: (A) Perfiles cronoamperométricos de dos biosensores independientes compuestos por 5,33 UE de LAC por
sensor. (B) Curvas de calibracion para cada sensor calculadas tomando los valores de ljim. Las respuestas corresponden a
agregados de 0,01 mM de catecol. Se utiliza una matriz quit 100 con 5% de glutaraldehido.

Las curvas de calibracion construidas luego de registrar el valor de corriente limite
para cada agregado de solucion de catecol, muestran que el desvio estandar entre ellas es
menor al 1%, Figura V-28 (B). En un analisis similar, en el que se consideran cinco curvas de
calibracidn correspondientes a cinco sensores independientes preparados con la misma
matriz, se determina que la pendiente varia sélo 5% alrededor de un valor promedio de 5,2
mA.M™. Esto muestra la excelente reproducibilidad que se logra a partir del cuidado de las

condiciones de preparacion de la matriz enzimatica y del ensamblado del sensor.
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Limite de deteccion e intervalo lineal

La Figura V-29 muestra el perfil cronoamperométrico de un biosensor tipo
sandwich preparado a partir de una matriz quit 100, glutaraldehido 5%y 5,33 UE de LAC.
Para la construccion de esta curva, se realizaron sucesivas adiciones de 4 pl. La celda se
llena inicialmente con 4ml de BBR pH 5y se utilizan soluciones estandar de catecol de 100
MM, 1 MMy 10 mM, para determinar el limite de deteccion y el intervalo lineal del sensor.
La parte (B) de la figura muestra la respuesta del sensor luego de 5 agregados de 100 uM y
5 agregados de 1 mM de catecol. Si se tiene en cuenta el volumen de la celda y de las
adiciones, el catecol de cada agregado de solucion estandar se diluye 1000 veces. De este
modo, el Ultimo agregado de catecol en la parte (A) corresponde a una concentracion final

en celda de 0,22 mM.
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Figura V-29: (A) Perfil cronoamperométrico de un biosensor preparado con una matriz quit 100 entrecruzada con
glutaraldehido 5%. Las concentraciones finales de estos registros corresponden a 5 agregados de 0,1 uM (detalle de la
respuesta en inserto (B)), 5 agregados de 1 uM y multiples agregados de 10 uM de catecol. (C) Dependencia logaritmica de
la corriente limite frente a la concentracion de catecol
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Si se calcula el valor del LOD como el triple de la desviacidn estandar de la seial
de base sobre la pendiente de la curva de calibracion (IUPAC**°), se obtiene un valor de 0,45
MM, consistente con los datos presentados en la Figura V-29. Sin embargo, esta definicion
no tiene en cuenta los parametros que informan sobre la calidad del analisis de regresion
lineal llevado a cabo para calcular la pendiente. El analisis de regresion lineal de los datos
para una concentracion de catecol por debajo de 0,14 mM (marcado con una flecha en la
figura) arroja un coeficiente de correlacion cuadratico (R?) igual a 0,9992. El calculo del
LOD de acuerdo con sugerencias del ICH***, se lleva a cabo calculando el cociente entre el
triple de la desviacion estandar de la intercepcion del eje y la pendiente de la curva de
calibracion. De esta forma, el LOD arroja un valor de 0,2 uM. Este valor es coherente con
los datos de la figuray ademas considera el ruido instrumental de |a sefial analitica asicomo

los datos obtenidos del analisis de regresion.

En el inserto (C) de la Figura V-29 se muestra la dependencia logaritmica de la
corriente limite frente a los cambios de concentracion de catecol en la solucion. El sensor
desarrollado presenta un excelente intervalo de linealidad. Especificamente, el
comportamiento lineal de la /lim implica mas de tres o6rdenes de magnitud de

concentracion, desde practicamente 0,1 uM hasta mas de 100 pM de catecol.

V.2.6 Estabilidad del biosensor de catecol

El desempeiio del sensor de LAC luego de trascurridos distintos periodos de
tiempo se muestra en la Figura V-30. Para llevar a cabo esta evaluacion, se prepard un
sensor con 5,33 UE de LAC en una matriz quit 100 entrecruzada con 5% de glutaraldehido,
y se realiz6 una curva de calibracion mediante agregados de solucion estandar de catecol.
Luego del uso, se retird el sandwich de la superficie del electrodo y se lo almacena seco a
temperatura ambiente. La magnitud de la respuesta del sensor cae un poco después de su
primer uso, pero luego se mantiene casi constante durante 48 dias después de su
preparacion en los que mantiene el 75% de la sensibilidad inicial. Las curvas de calibracion
muestran que el sensor conserva el comportamiento lineal de la corriente frente a los

incrementos de la concentracion de catecol.
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El registro de corriente mostrado en la parte (A) de la Figura V-30 indica que
mientras mas tiempo transcurre desde el armado del sensor, menos tiempo se requiere
para alcanzar la corriente estacionaria. Este comportamiento se muestra mas claramente
en la parte (C) de la figura, donde la corriente correspondiente al segundo agregado de
estandar se normaliza calculando el cociente con el valor de la corriente limite de cada
registro. Si bien inicialmente el tiempo de respuesta es de 150 s, luego de tres semanas
disminuye a 117,6 s y después de 48 dias es de sdlo 72 s. Esta caracteristica se observo
también para los sensores de glucosa, y la disminucion en el tiempo de respuesta se debe
al mismo fendomeno explicado anteriormente. Debido a las sucesivas deshidrataciones en
las etapas del almacenamiento, y a las rehidrataciones durante los momentos de uso, la
matriz enzimatica difunde dentro de los poros de lamembrana de policarbonato. Esto hace
que disminuya la distancia efectiva que debe difundir el catecol hasta alcanzar a la enzima
activa. De este modo, es menor el tiempo que le toma al sensor alcanzar el estado

estacionario.
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Figura V-30: Estabilidad a largo plazo de un sensor elaborado con 5,33 UE de LAC en una matriz quit 100 y 5% de
glutaraldehido. (A) Respuestas cronoamperométricas (a) luego del armado del sensor, (b) 21 dias y (c) 48 dias después del
ensamblado. (B) Curvas de calibracion construidas a partir de la corriente limite de las respuestas. (C) Respuesta de
corriente normalizada correspondiente al sequndo agregado de solucidn estandar de catecol. Cada agregado corresponde a
0,01 mM de catecol en la celda de reaccion.
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V.3 Determinacion de parametros fisicoquimicos de las matrices poliméricas

El conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de las distintas matrices
poliméricas que se utilizan para el desarrollo de los biosensores de GOX y LAC resulta de
vital importancia para entender el papel que desarrolla cada componente de la matriz
desde un aspecto distinto al puramente analitico. Poder relacionar caracteristicas fisicas y
quimicas del soporte polimérico con la magnitud y velocidad de la respuesta enzimatica
ayuda a entender cuales son las condiciones de inmovilizacion que optimizan el

desempefo de los biosensores desarrollados.

En esta seccion se determinan algunas de las propiedades fisicoquimicas de las
matrices de mucina, albumina, quitosan y las mezclas con que se ha trabajado. Asimismo,
se evalUa como afecta en el grado de entrecruzamiento de acuerdo a la concentracion de

glutaraldehido que se utilice.

La variacion del indice de hinchamiento de los hidrogeles en funcion de su
composicion es de utilidad para evaluar el ambiente hidrofilico en el que se encuentra la
enzima. La capacidad de las mezclas poliméricas para retener solvente en su estructura es
una de las propiedades por la que estas estructuras funcionan adecuadamente como
matrices soporte de las enzimas utilizadas. La particion del analito en un sistema
heterogéneo compuesto por el hidrogel, que conforma la matriz enzimatica y el electrolito
soporte, se utiliza para conocer la diferencia de solvatacion entre las dos fases. Los ensayos
de permeabilidad permiten evaluar el coeficiente de difusion del analito dentro de la
membrana sensoray conocer las propiedades de transporte de la matriz. La permeabilidad
a su vez depende del grado de entrecruzamiento, la particion y el tamafio de poro de la
matriz. El grado de hinchamiento también se puede relacionar con la difusidn del analito
dentro del polimero, mientras que la composicion de la matriz influye en la permeabilidad
y particion del soluto. Los ensayos reologicos se utilizan para conocer parametros
mecanicos. Estos permiten caracterizar la cinética de entrecruzamiento, el grado de
formacion de la red polimérica y su influencia en la respuesta electroquimica de los

biosensores.
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V.3.12 Determinacion del indice de hinchamiento

Los indices de hinchamiento definen el grado de hidratacion de los soportes
poliméricos, con incidencia directa en el microambiente en el que se encuentra la enzima.
Asuvez, el volumen que ocupan los hidrogeles es variable a causa de los diferentes estados
de equilibrio que se pueden establecer entre la matriz y el solvente que se utiliza. El estado
de equilibrio se modifica cuando lo hacen las interacciones entre las cadenas poliméricas y
el solvente, y perdura hasta que el sistema alcanza nuevamente un diferente valor de
energia minima. Un mayor indice de hinchamiento indica que las interacciones de las
cadenas poliméricas con el solvente predominan por sobre las interacciones polimero —
polimeroy que existe menor densidad de entrecruzamiento entre las cadenas, permitiendo
de este modo mayor incorporacion de solvente. Se midieron los indices de hinchamiento
de hidrogeles de diferente composicion para analizar como varia este parametro con
respecto a las proporciones de mucina, albumina y quitosan empleadas en una dada matriz

enzimatica.

El cambio del indice de hinchamiento (Hp) en funcion del porcentaje de mucina
para matrices constituidas por una mezcla muc/alb y muc/quit, se muestra en la Figura
V-31. Ambos hidrogeles se prepararon disolviendo los polimeros en BBR sin embargo, la
mezcla muc/alb se preparé a pH 7, mientras que en la mezcla muc/quit se utilizo buffer de
pH 5. Todas las matrices se entrecruzan utilizando glutaraldehido 5%. Para las dos
composiciones evaluadas, se puede observar que el hinchamiento maximo se alcanza en
aquellos hidrogeles compuestos Unicamente por mucina. Si bien el hinchamiento aumenta
a medida que se incrementa el porcentaje de mucina, la mezcla muc/alb presenta valores
relativamente similares cuando los hidrogeles se componene con menos del 70% de
mucina. Por arriba de este valor, el hinchamiento se incrementa rapidamente. Este
comportamiento esta relacionado con la estructura de cada polimero que forma esta
matriz. Por un lado, la mucina posee una capa glucidica que rodea las cadenas proteicas,
en |la que hay baja disponibilidad de grupos aminos secundarios. Por otro lado, la albumina
no presenta glucidos en su estructura y tiene una capacidad relativamente alta para
entrecruzarse cuando reacciona con el glutaraldehido. La presencia de lisina en su
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estructura (20% del total de los aminoacidos) explica la mayor facilidad para formar redes
entrecruzadas. La albumina estabiliza la mezcla, resultando en valores de indices de
hinchamiento relativamente similares cuando se encuentra presente. Por el contrario, si
solo se utiliza mucina, se constituye una red |abil capaz de incorporar mayores cantidades

de solvente en su interior.
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Figura V-31: Indice de hinchamiento en funcidn de la concentracién de mucina para matrices formadas por la mezcla
muc/alb y muc/quit. Entrecruzamiento con glutaraldehido 5%. Las barras indican la dispersion de los resultados.

En el caso de la mezcla muc/quit se observa que cuanto mayor es la cantidad de
quitosan presente en la mezcla, menor es el grado de hinchamiento alcanzado. La mucina
reacciona escasamente con el glutaraldehido, por lo que participa en menor medida en el
proceso de entrecruzamiento. Sin embargo, a medida que aumenta la cantidad de
quitosan en el hidrogel, aumenta la densidad de entrecruzamiento debido a la cantidad de
grupos amino presentes en el polimero. Por ello, cuando se incorpora mucina, la densidad
de entrecruzamiento disminuye y la red se hace mas laxa permitiendo que el hinchamiento
aumente. El comportamiento no lineal que se observa para esta mezcla indica que pueden
existir enrollamientos entre las cadenas de mucina y quitosan. Esto se sustenta en el hecho
de que a pH 5 la mucina se comporta como un polielectrolito anidnico, mientras que el
quitosan es un polielectrolito catidnico favoreciendo que se establezcan interacciones

electrostaticas entre ellos.
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V.3.2 Coeficiente de particion del soluto

El modo en que se distribuye el soluto en un biosensor tipo sandwich depende de
multiples factores, siendo la carga de cada uno de los componentes del sistema, uno de los
elementos mas influyentes. La molécula de glucosa, analito utilizado para el sensor de
GOX, no posee carga neta a pH 7. Lo mismo sucede a pH 5 con el catecol, analito del sensor
de LAC, ya que presenta un pKa = 9,48. Estos dos compuestos muestran alta solubilidad en
medios acuosos y presentan densidad similar, a pesar de que la masa molecular de la
glucosa es algo mayor a la del catecol. Sin embargo, debido a que el catecol absorbe
radiacion dentro del espectro UV-Vis, se utiliza este compuesto como analito para la

medicion de la particion para las matrices muc/alb a pH 7 y muc/quit a pHs.
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Figura V-32: Cambio del coeficiente de particion de catecol en funcion de la concentracion de mucina para matrices
formadas por la mezcla muc/alb y muc/quit. Entrecruzamiento con glutaraldehido 5%. Las barras indican la dispersion de
los resultados.

En la Figura V-32 se muestra como varia el coeficiente de particion (Kq) del catecol
en funcion del porcentaje de mucina para diferentes matrices de muc/alb y muc/quit.
Ambos conjuntos de hidrogeles se preparan disolviendo la mezcla en BBR, a pH 7 para
muc/alb y a pH 5 para muc/quit. Todas las matrices se entrecruzan utilizando

glutaraldehido 5%.

El coeficiente de particion disminuye a medida que aumenta el porcentaje de

mucina, ya sea que se encuentre mezclada con albumina o con quitosan. En matrices
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elaboradas Unicamente con mucina se observa que el coeficiente toma valores menores a
la unidad. Esto significa que el analito se encuentra mas concentrado en el electrolito
soporte que dentro del sensor. En la mezcla muc/alb, Ky crece casi linealmente con el
incremento de la cantidad de albUmina, es decir que el analito aumenta su preferencia por
la matriz. Si se evalUa la mezcla muc/quit, Kq crece de manera constante hasta el 50% de
mucina en la matriz. Cuando el hidrogel se prepara con mas del 70% de quitosan, el
coeficiente de particion se mantiene relativamente constante, indicando que la preferencia
del catecol por la matriz frente al electrolito soporte no se modifica significativamente por

pequenos cambios en la composicion de un hidrogel de quitosan.

V.3.3 Analisis del coeficiente de difusion

La determinacion del coeficiente de difusion (D) dentro de la matriz enzimatica
ayuda a entender los fendmenos de transporte del analito dentro del sandwich. En la Figura
V-33 se observa la variacion de D para catecol cuando cambia el porcentaje de mucina en
hidrogeles formados por muc/alb a pH 7y muc/quit a pH 5. El entrecruzamiento se produce
con el agregado de una solucidn de glutaraldehido 5%. Como se explico, el catecol es el
analito utilizado para las determinaciones en ambos sistemas ya que puede ser analizado
mas facilmente mediante espectrofotometria UV-Vis. A los valores de pH en que se
realizan los ensayos, esta molécula se encuentra sin carga neta. Ademas, en solucion

acuosa tiene dimensiones y coeficiente de difusion semejantes a los de la glucosa.
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Figura V-33: Cambios en el valor de coeficiente de difusion de catecol en funcion de la concentracion de mucina para
matrices formadas por mezclas de muc/alb y muc/quit. Entrecruzamiento con glutaraldehido 5%.

En el sistema formado por la mezcla de mucina y albumina se muestra que el
coeficiente de difusion toma valores muy similares cuando la matriz contiene al menos 30%
de albumina en su composicion. Por el contrario, el valor de D cae cuando el hidrogel solo
estd formado por mucina entrecruzada. De aqui se desprende que el D de catecol se
estabiliza cuando se incorpora albUmina en la matriz. La mezcla muc/quit, por otro lado,
tiene un comportamiento distinto. La difusion del catecol se ve un poco mas favorecida
con respecto al sistema muc/alb. Los valores de D crecen con el aumento en la cantidad de
quitosan presente, y se observa un maximo valor en la difusion de catecol en la matriz quit
100. Cuando la concentracion de mucina es igual o mayor que el 50%, se puede decir que
elvalor de D para catecol no cambia tanto en presencia de albumina o quitosan en la matriz.
Como puede observarse en la figura, el D para catecol depende casi exclusivamente de la
concentracion de mucina cuando su porcentaje en el hidrogel supera el 50%, ya que no se
observa una diferencia significativa entre las matrices preparadas con albumina a pH 7o
quitosan a pH 5. Otro punto interesante que se puede destacar cuando se tiene en cuenta
el valor de pH, es que a valores de pH 5y 7 la medida de D para catecol arrojo el mismo
valor en matrices constituidas por 100% de mucina. Esto se debe a que la mucina es
anionica a ambos valores de pH y por consiguiente no modifica su estructura ni sus

propiedades. Un resultado curioso que se obtuvo a partir de este estudio, es que para
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ambos conjuntos de hidrogeles el coeficiente de difusion aumenta cuanto menor es el
hinchamiento de la matriz. Esto implicaria que tanto con albUmina como con quitosan se
obtienen hidrogeles con cierta estructura porosa por la que pueden transportarse los
analitos, mientras que la mucina presentaria una disposicion mas abierta y amorfa, sin

definir poros para el transporte de especies solubles.

V.3.4 Permeabilidad

La permeabilidad de una matriz al paso de un soluto, esta determinada por los
coeficientes de difusion y de particion de ese soluto en la matriz analizada. Este valor indica
no solo la facilidad de una molécula para ingresar dentro de la matriz, sino que también
muestra la capacidad de la matriz para liberar al soluto una vez que ha difundido en el

hidrogel.
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Figura V-34: Permeabilidad de catecol en funcion de la concentracion de mucina para matrices formadas por la mezcla
muc/alb y muc/quit. Entrecruzamiento con glutaraldehido 5%.

El cambio de la permeabilidad (P) de catecol, soluto que permite el seguimiento
mediante UV - vis, en funcidn del porcentaje de mucina para las matrices constituidas por
muc/alb y muc/quit, se muestra en la Figura V-34. Alli se observa una tendencia similar a la
encontrada para D. Cuando las matrices estan formadas por 100% de mucina, la
permeabilidad es la misma para ambos sistemas y toma un valor minimo. A medida que

disminuye la cantidad de mucina, P aumenta de manera lineal para la mezcla muc/alb. Para
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este sistema se concluye que el catecol particiona y difunde de mejor manera cuando la
matriz esta compuesta por mayor cantidad de albumina. En la mezcla muc/quit, por otro
lado, la permeabilidad se ve ampliamente favorecida cuando se incrementa la cantidad de
quitosan por arriba del 50%. Esto indica que no solo el ingreso del catecol se encuentra

favorecido en estas matrices, sino también que puede ser liberado facilmente de ellas.

V.3.5 Propiedades reoldgicas de las mezclas de polimeros

Los estudios reoldgicos permiten la evaluacion de la viscoelasticidad de las
diferentes matrices poliméricas preparadas. El comportamiento mecanico depende de las
macromoléculas que se seleccionen para formar la matriz, asi como de la concentracion de
glutaraldehido utilizada en la reaccion de entrecruzamiento. La estabilidad vy
reproducibilidad del soporte de inmovilizacion de las enzimas influira en el desempefio de
los sensores elaborados. Por ello, los resultados obtenidos se relacionan con la respuesta

analitica de los biosensores preparados bajo las condiciones evaluadas.

Mezcla de mucina y albumina

En la Figura V-35 se muestra el cambio del componente elastico (G) y viscoso (G”)
en funcion del tiempo, para matrices compuestas por 30% de mucina, 70% de albuminay
diferentes concentraciones de glutaraldehido. Como puede verse, la concentracion de
entrecruzante produce notables cambios en la rigidez de las matrices, tanto en el
componente elastico como en el viscoso. Elaumento en la concentracion de glutaraldehido

produce un incremento importante tanto en G’como en G”.

En todos los casos los cambios que ocurren debido al agregado de glutaraldehido
son muy importantes. Esta afirmacion también es valida para el comportamiento cinético
de las matrices con Cgut = 1% y Cgut = 0% que, si bien parecen tener tendencias muy
similares, al comienzo del experimento su componente liquida se incrementa casi un 100%
debido al agregado de entrecruzante diluido al 1% mientras que su componente soélida lo
hace en un 200%. Un aspecto que resulta curioso en estas curvas se observa en el

comportamiento cinético de la matriz con Cyt = 0%, ya que sus componentes simplemente
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crecen debido a un mayor ordenamiento entre sus cadenas poliméricas y por consiguiente
auna mayor interaccion entre ellas. Luego de los 1800 s del experimento, tiempo suficiente
para que sus cadenas se hayan acomodado, las componentes liquidas de las matrices con
Cgit = 1% y Cguwt = 0% son muy similares. No obstante, todavia existe casi un 100% de

diferencia entre sus componentes solidas.
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Figura V-35: Cambios de los componentes sélido (G’) y liquido (G”) en funcion del tiempo, para matrices muc/alb 30/70
entrecruzadas con soluciones de glutaraldehido de distinta concentracion: 0% (negro), 1% (azul), 5% (rojo) y 10% (verde).
Placas paralelas de 25 mm de diametro, perturbacidn sinusoidal, f = 1 Hz, 1°, gap 0,500 mm y 20°C.

Los cambios son mucho mas importantes cuando se incrementa la concentracion
de glutaraldehido a 5%y 10%. En estos casos la interaccion fisica entre cadenas poliméricas
se torna menos relevante y prevalecen los enlaces quimicos que se producen.
Particularmente, si se comparan los valores que toman el mddulo de almacenamiento y el
modulo de pérdida de las curvas para Cgut = 10%'y Cgut = 5%, se puede notar cierta conexion
en el comportamiento observado en cada caso. A pesar de que sus valores son muy
diferentes al comienzo del experimento, al finalizar el ensayo G’y G” toman valores
similares para ambas concentraciones de glutaraldehido. En el caso de Cgut = 10%, sus
maodulos no varian sustancialmente en el tiempo y una vez que se agrega el entrecruzante
la matriz adquiere casi instantaneamente sus propiedades finales. Por otro lado, cuando
Cqiwt = 5%, la matriz presenta un cambio en sus propiedades reoldgicas a medida que
transcurre el tiempo de ensayo, volviéndose proporcionalmente mucho mas rigida que a

tiempo cero.
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Los efectos que producen las variaciones del porcentaje en peso de cada polimero
y de la concentracion de glutaraldehido en las propiedades reoldgicas de cada matriz se
estudia llevando a cabo un analisis como el de la Secciéon V.2.2 para cada una de las
combinaciones. La Figura V-36 muestra como varian G’y G” en funcion de los porcentajes
de mucina, albumina y glutaraldehido utilizados para preparar las distintas matrices. Para
esto, se toman los valores de los modulos elastico y viscoso al final del ensayo reoldgico (t

=1800 ).

< )0()

Figura V-36: Dependencia del médulo eldstico (G*) y del mddulo viscoso (G”) con respecto a la concentracion de
glutaraldehido utilizado (Cguy) y a la relacién en peso mucina / albumina (Cryc) en la preparacién de las matrices proteicas.
Placas paralelas de 25 mm de didmetro, perturbacion sinusoidal, f = 1 Hz, 1°, gap 0,500 mm y 20°C.

Lo primero que se observa al analizar la Figura V-36 es que en todas las
condiciones evaluadas, independientemente de Cpmuc y de Cgwt €l modulo eldstico es mas
grande que el modulo viscoso. Si se presta atencidn al grafico para Cgwt = 0%, puede verse
que G’y G” presentan valores maximos cuando la mezcla se prepara con muc/alb 50/50, y
que estos valores son minimos cuando esta presente sdlo uno de los polimeros. Esto se
debe a que existe un entrecruzamiento fisico a causa de interacciones secundarias entre

las cadenas de las macromoléculas y alcanza un maximo de sinergismo reoldgico cuando

se encuentran en la misma proporcion.
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Las matrices preparadas con baja concentracion de glutaraldehido y sin la
presencia de albumina son aquellas que muestran los valores de G’y G” mas bajos. Por el
contrario, el aumento tanto de la concentracion de entrecruzante como en la de albumina
hace que las matrices se vuelvan mas rigidas. Esto se debe a las caracteristicas
estructurales de cada polimero que forma el hidrogel. La mucina posee baja disponibilidad
de grupos amino en su estructura externa, mientras que la albumina tiene mayor presencia
de lisina que le otorga capacidad para entrecruzarse al reaccionar con el glutaraldehido. La
mayor presencia de este Ultimo facilita la formacion de enlaces covalentes entre las

cadenas que rigidizan la estructura formada.

Como puede observarse en la Figura V-36, cuando el porcentaje de glutaraldehido
es de 5% o superior, los valores de los mddulos de almacenamiento y de pérdida se
mantienen relativamente constantes independientemente del porcentaje de mucina
utilizado. Esto es debido a que en todos los casos han transcurrido 1800 s desde el agregado
del entrecruzante y el comportamiento cinético de los ensayos reoldgicos para el resto de
las matrices fue muy similar al mostrado para la mezcla muc/alb 30/70 (Figura V-35). Es
decir que en todo los casos, las mezclas entrecruzadas con Cgut = 10% y con Cgue = 5%
alcanzan al final de cada experimento valores similares en cada una de sus componentes

Gly GII'
Mezcla de mucina y quitosan

Los cambios de los componentes elastico (G*) y viscoso (G”) en funcion del tiempo,
para matrices compuestas por 5o% de mucina, 50% de quitosan y diferentes
concentraciones de glutaraldehido se muestran en la Figura V-37. De manera similar al
comportamiento encontrado para las mezclas de muc/alb, la concentracion de
entrecruzante produce importantes cambios en la respuesta reoldgica, tanto en el médulo
de almacenamiento como en el de pérdida. A medida que aumenta la concentracion de
glutaraldehido, las matrices preparadas presentan mayores valoresde G’y G”. En todos los
casos evaluados, al inicio del experimento se observa que el componente eldstico es mayor

al viscoso lo que significa que las matrices poseen cierto grado de entrecruzamiento.
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Curiosamente, la magnitudes de G’y G” no se modifican sustancialmente con el paso del
tiempo. En todos los casos se observa que los valores al final del ensayo son similares a los
de tiempo cero. Independientemente de Cyut, Una vez que se agrega el entrecruzante a la
mezcla polimérica ésta adquiere casi instantaneamente sus propiedades finales y por
consiguiente se observan valores casi constantes en las medidas de cinética de
entrecruzamiento. Las curvas para Cgut = 10% Yy Cgit = 5% son muy similares entre si, tanto
para G’como para G”. Esto se observa particularmente al finalizar cada uno de los ensayos,
lo que indica que en cada una se llegaria a un entrecruzamiento maximo, y mayores
concentraciones de glutaraldehido no modificarian en gran medida las respuestas. El
resultado para Cyut = 0%, donde el componente elastico es mas importante que el liquido
aun cuando no se ha incorporado entrecruzante en la mezcla, indica que existe una
interaccion fisica entre las macromoléculas. No obstante, de acuerdo a los valores
observados, las fuerzas intervinientes serian mas leves que en el caso de las mezclas de

mucina y albumina.
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Figura V-37: Componente sélido (G’) y componente liquido (G”) en funcidn del tiempo, para matrices muc/quit 50/50
entrecruzadas con soluciones de glutaraldehido de distinta concentracicn: 0% (negro), 1% (azul), 5% (rojo) y 10% (verde).
Placas paralelas de 25 mm de diametro, perturbacidn sinusoidal, f = 1 Hz, 1°, gap 0,500 mm y 20°C.

Para conocer el efecto de la variacion del porcentaje en peso de cada polimeroy
de la concentracion de glutaraldehido en las propiedades reoldgicas de la matriz, es
necesario llevar a cabo un estudio como el de la Figura V-36 donde se tienen en cuenta las
distintas combinaciones. En la Figura V-38, se muestra la variacion de G’y G” en funcion de
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los porcentajes de mucina, quitosan y glutaraldehido utilizados para preparar las distintas
matrices. En este caso, se grafican los valores de los mddulos elastico y viscoso una vez que

concluye el ensayo reoldgico.
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Figura V-38: Dependencia de los mddulos eldstico (G’) y viscoso (G”) con respecto a la concentracion del glutaraldehido
utilizado (Cgt) y a la relacion en peso mucina / quitosdn (Cmuc) en la preparacion de las matrices proteicas. Placas paralelas
de 25 mm de diametro, perturbacion sinusoidal, f = 1 Hz, 1°, gap 0,500 mm y 20°C.

La Figura V-38 revela que se forman matrices mas rigidas cuando soélo se utiliza
quitosan con glutaraldehido en la composicion de la muestra. Por otro lado, a diferencia de
lo observado en el sistema muc/alb, los valores de G’y G” disminuyen cuando se realizan
mezclas de las componentes sin agregar glutaraldehido. Esto significa que las
macromoléculas no se estarian entrecruzando y minimizan su interaccion fisica. Este es un
resultado curioso ya que, como se dijo anteriormente, la mucina tiene carga negativa
mientras que el quitosan estaria cargado positivamente al pH de trabajo. Aparentemente
ambas macromoléculas mantendrian su interaccion con los iones que las rodean en lugar
de interactuar entre si. Ademas, los minimos en las componentes elastica y viscosa se
observan cuando la relacion en peso de las macromoléculas es 30% de mucina con 70% de
quitosan. Esta proporcion produciria la maxima repulsion entre las cadenas de las
macromoléculas. El quitosan 100% sin glutaraldehido es notablemente mas rigido que

soluciones equivalentes de mucina o albumina. Aparentemente el agregado de mucina
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perturba significativamente las interacciones intramoleculares de quitosan. Cuando se
agrega glutaraldehido, el entrecruzamiento fisico tiene menor incidencia y generalmente
se observa un incremento en los valores de G’y G”. Si bien se observan ciertas variaciones
en las componentes viscoelasticas de la matriz con 30% de mucina, las demas muestran,
particularmente para Cquwt > 5%, que se mantienen constantes los modulos de G’y G”. Esto
indica que con Cgut = 5% se logra el maximo entrecruzamiento posible para cada una de
estas matrices. El uso de mayores concentraciones de glutaraldehido sélo afectaria a la
inmovilizacion de la enzima que se incorpora en la matriz, sin elevar el grado de

entrecruzamiento de la misma.

El aumento en la concentracion de glutaraldehido y en la fraccidon porcentual de
quitosan rigidiza las matrices. Este comportamiento indica que, a pesar de que las
macromoléculas preferirian no interactuar entre ellas, las mismas se entrecruzan en
presencia de glutaraldehido. Esto significa que o bien las moléculas de mucina reaccionan
quimicamente con el entrecruzante en uno o mas puntos de unidn, o bien quedan
atrapadas entre las uniones que va formando el glutaraldehido con los grupos aminos de

quitosan.

Pardmetros fisicoquimicos en funcion de propiedades reoldgicas

La dependencia del valor del coeficiente de difusion de catecol en funcion del
modulo eldstico de las matrices se muestra en la Figura V-39 (A). Las matrices fueron
entrecruzadas con glutaraldehido 5% y se emplearon diferentes porcentajes de mucinay
albumina o quitosan. Tanto para la mezcla muc/alb como para muc/quit, el coeficiente de
difusion para el catecol aumenta a medida que las matrices se vuelven mas rigidas. En
ambos casos, la rigidez se debe a la disminucion del porcentaje en peso de mucina en el
hidrogel. Para el caso de muc/alb, el valor de D crece 50% cuando la composicién del
hidrogel pasa de estar constituida totalmente por mucina a estar formada solamente por
albumina, mientras que en el caso de las matrices muc/quit el valor de D también crece con

la disminucion de mucina pero en este caso el incremento es del 100%. En ambos casos, el

160



aumento en la rigidez es proporcional a los incrementos en D y por consiguiente, a la

disminucion de mucina en la matriz.

Estos resultados indican que aquellas matrices con mayor entrecruzamiento,
formarian una estructura porosa mas estructurada que facilitaria los procesos difusionales.
Por el contrario, las mezclas menos rigidas dificultarian la difusion y no presentarian la

estructura permeable dada por el entrecruzamiento.
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Figura V-39: (A) Coeficiente de difusién (D) en funcién del valor del médulo eldstico (G*). (B) Indice de hinchamiento (Hp)

versus el médulo eldstico (G’). Matrices formadas por la mezcla muc/alb y muc/quit, entrecruzadas con glutaraldehido 5%.
En Figura V-39 (B) se muestra como cambia el indice de hinchamiento en funcion

del modulo elastico, para matrices preparadas con glutaraldehido 5% vy diferentes
porcentajes de muc/alb o muc/quit. Ambas mezclas disminuyen sus valores de Hp a medida
que aumenta la rigidez de la matriz, lo que ocurre como consecuencia de la disminucion del
porcentaje de mucina en la composicion de cada hidrogel. En este sentido es importante
notar que el aumento en el mddulo eldstico de ambas matrices crece casi 1000 veces a
medida que disminuye el porcentaje de mucina en la matriz. Para la mezcla de muc/alb, el
valor de Hp disminuye casi 50% entre una matriz constituida sélo por mucina y otra
preparada Unicamente con albumina. Mientras que en el caso de las matrices muc/quit, la
disminucion de Hp es cercana al 800% si se comparan las matrices de sus componentes
puros. Si bien el modulo elastico aumenta casi 50 veces cuando la composicion de la matriz
cambia de muc/quit 30/70 a muc/quit o/100, los valores de Hp y D no varian

significativamente. Esto indicaria que el empleo de quitosan 100% permite un mayor
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entrecruzamiento que principalmente rigidiza la matriz, pero donde la presencia de
pequenas fracciones de mucina no afectaria a la difusion de sustratos ni a la capacidad de
hinchamiento del hidrogel. Por el contrario, sdlo agregando un 30% de quitosan en la

matriz se afecta notablemente la capacidad de hinchamiento de una matriz de mucina.

Como es de esperar, aquellas matrices que se entrecrucen en mayor proporcion,
seran mas rigidas y podran incorporar menor cantidad de solvente. Las cadenas
poliméricas presentan multiples puntos de anclajes unas a las otras, formando un hidrogel
con caracteristicas mas rigidas, que presentaria mayor porosidad, pero limitando la

incorporacion de solvente y, de esta forma, el hinchamiento que puede alcanzar.

V.4 Propiedades fisicoquimicas y desempeno analitico

Los sensores construidos para la determinacion de glucosa poseen apropiada
respuesta analitica cuando se entrecruza GOX en matrices compuestas por una mezcla de
30% de mucinay 70% de albumina. Por otro lado, los sensores de catecol muestran mejor
desempeiio analitico cuando se inmoviliza LAC en una matriz compuesta Unicamente por
quitosan entrecruzado. Para poder comprender las diferencias entre las respuestas
electroquimicas obtenidas, se compara la sensibilidad y el tiempo de respuesta de los
biosensores con las propiedades fisicoquimicas de las matrices utilizadas, y de esta forma
se pretende conocer o interpretar el funcionamiento del sistema utilizado desde un
enfoque menos empirico. Los experimentos desarrollados buscaron entender el
comportamiento analitico de los electrodos teniendo en consideracion los cambios en las

propiedades fisicoquimicas de los hidrogeles.

La respuesta electroquimica de un biosensor amperométrico depende en esencia
de mantener a la enzima activa una vez que se la ha inmovilizado en el soporte polimérico.
La eficiencia de lainteraccion enzima — sustrato obedece no sélo a la actividad de la enzima
sino también a la dptima disponibilidad del analito. Por ello es muy importante tener en

cuenta los factores estructurales de la matriz y del medio que actuan sobre la enzima, el
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sustrato y el mediador enzimatico, ya que todos ellos repercutiran en la respuesta analitica

del sensor.

La facilidad de un sustrato para incorporarse a un polimero depende de la
permeabilidad que presente esa matriz frente a ese sustrato (coeficiente de particion), de
la difusion a través del polimero, y de su capacidad para salir de él. Los procesos
difusionales son complejos y tienen lugar en las regiones ocupadas por agua delimitadas
por el polimero39*?. Las regiones acuosas pueden no estar bien definidas en sistemas
relativamente amorfos donde coexisten las cadenas poliméricas rodeadas de solucion, o
bien gozar de cierta estructura como la formacidon de canales dentro del polimero. En
ambos casos la difusion de un dado sustrato se vera mas o menos afectada dependiendo
del tipo de sustrato y del grado en que estén dispuestas estas regiones en la matriz. Por
otro lado, es necesario también tener en cuenta el efecto que los grupos cargados de la

matriz puedan ocasionar en la retencion del soluto y/o del mediador enzimatico.

V.4.1 Biosensor de GOX

El comportamiento de los electrodos enzimaticos para glucosa, en los que la
enzima GOX se inmoviliza en una matriz constituida por una mezcla de mucina y albumina
entrecruzada con glutaraldehido se desarrollé en la Seccidon V.1. Cuando se utilizd una
matriz muc 100 para la inmovilizacion de la enzima se observod baja sensibilidad, pero
amplio intervalo lineal de la respuesta. La adicion de albumina incremento la sensibilidad
notablemente. Si bien el tiempo de respuesta aumentd, la estabilidad del sensor se
incrementd marcadamente. El electrodo preparado con una proporcion de 30% de
albuminay entrecruzado con glutaraldehido 3% fue considerado el dptimo al combinar alta
sensibilidad, sobresaliente estabilidad, muy aceptable tiempo de respuesta, excelente
comportamiento lineal y limite de deteccion. La Figura V-3 muestra que se encuentra una
zona de maxima sensibilidad para los electrodos elaborados con al menos 30% de albumina
y 3% de entrecruzante. Por fuera de estos valores, la sensibilidad cae de manera abrupta.

La ausencia de albumina y la baja concentracion de glutaraldehido, pueden considerarse
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como sindnimos de bajo entrecruzamiento, y verse reflejados en el hecho de que la carga

enzimatica disminuya notablemente.

Si bien la densidad de entrecruzamiento del soporte polimérico interviene en la
capacidad de hinchamiento de la matriz, y por consiguiente en la permeabilidad de los
solutos, es también necesario tener en cuenta la influencia que tiene en estas variable el
tipo de proteinas utilizadas para elaborar al matriz. La adicion de un polimero altamente
hidrofilico como la mucina incrementa la captacion de agua mas alla de su poca capacidad
de formar redes entrelazadas y da lugar a estructuras mas abiertas y menos definidas. Las
matrices se entrecruzan mas cuando se aumenta el porcentaje de albumina y la
concentracion de glutaraldehido. El aumento del entrecruzamiento traeria aparejado un
aumento en la porosidad, lo que favoreceria la difusion de los solutos en este tipo de
estructuras. Este fendmeno se ilustra en la jError! No se encuentra el origen de la
eferencia., donde se muestra el comportamiento de D en funcion del indice de
hinchamiento. A partir de estos resultados es posible decir que el coeficiente de difusion

disminuye de un modo casi lineal con la cantidad de mucina en la matriz.
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Figura V-4o0: Relacion entre coeficiente de difusion (D) de catecol y el porcentaje hinchamiento (Hp) para matrices muc/alb
entrecruzadas con 5% de glutaraldehido. Se trabajo con las siguientes matrices: muc/alb o/100, 30/70, 50/50, 70/30 y 100/0.

El estudio reoldgico de los hidrogeles también informa sobre la densidad de
entrecruzamiento. Experimentalmente se determind que el mddulo elastico (G’) aumenta

cuando la matriz se prepara con mayor porcentaje de albumina. Esta informacion, junto a
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la aportada mediante los ensayos de hinchamiento, permite inferir que las matrices
estudiadas forman redes poliméricas mas compactas, y que la presencia de albuminay su
mayor tendencia a entrecruzarse es la responsable del aumento del mddulo elastico y de

la disminucion del hinchamiento.

Los valores de los coeficientes de particion y de difusion del catecol son mayores
al aumentar el porcentaje de albumina en el soporte. Esto significa que el analito no sélo
se incorpora mejor a la matriz, sino que también difunde con mayor facilidad. Entonces, la
disponibilidad del sustrato se vera favorecida cuando el hidrogel tenga menor cantidad
porcentual de mucina. Los fenomenos difusionales no dependen solamente de las
caracteristicas estructurales del hidrogel, sino que también se ven muy influenciados por
la carga eléctrica del soluto y de la matriz. El catecol utilizado en los experimentos de
difusion tiene carga neutra, al igual que la glucosa, mientras que la matriz se comporta
como un polielectrolito anidnico. Es posible pensar entonces que en este caso las
diferencias de carga no serian un factor de gran influencia, sino que las caracteristicas
estructurales son las que facilitarian el movimiento del analito a través del soporte

enzimatico.

EnlaFigura V-41 se resume lo discutido anteriormente. En esta figura, las matrices
fueron construidas mezclando distintos porcentajes en masa de mucina y albumina
entrecruzadas con el agregado de glutaraldehido diluido al 5%. Los maximos valores de
sensibilidad fueron encontrados cuando las matrices presentan un comportamiento mas
rigido, y concuerdan con los valores maximos encontrados para la particion del soluto y el
coeficiente de difusion. Experimentalmente se observa que la actividad enzimatica tiende
a maximizarse para aquellas matrices con menor indice de hinchamiento. En consecuencia,
los sensores construidos con este tipo de matrices son los que tienen mayor sensibilidad.
La incorporacion de una excesiva cantidad de agua a la matriz podria tensionar la
estructura molecular de la enzima y eventualmente llegar a desnaturalizarla. Otra
posibilidad es que la enzima no se entrecruce en la matriz y se elimine cuando el sensor se

expone a la solucion. En ambos casos se afectaria la sensibilidad del biosensor. Todas estas
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razones son consistentes con la eleccion de la matriz mas apropiada para la construccion

del sensor de glucosa.
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Figura V-41: Efecto de la composicion de la matriz polimérica en (A) la sensibilidad (lim Cgiucosa™®), (B) el tiempo de respuesta
(tss5), (C) el coeficiente de difusion del catecol, (D) la particion de catecol (Ky), (E) el porcentaje de hinchamiento de la matriz
(Hp) y (F) las propiedades reoldgicas de la mezcla polimérica (G’y G”). En todos los casos, se utiliza como entrecruzante
glutaraldehido 5% y 0,27 UE de GOX.
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El tiempo de respuesta tiende a disminuir en aquellas matrices menos
entrecruzadas y con mayor indice de hinchamiento. Sin embargo, este comportamiento
no se correlaciona con los valores de particion y coeficiente de difusion. En principio debe
considerarse que estos hidrogeles, principalmente constituidos por mucina no solo tienen
un entrecruzamiento mas labil, sino que presentarian una estructura mas amorfa que se
comporta como un mucus que puede introducirse en los poros de la membrana de
policarbonato. De este modo, disminuye el espesor efectivo del sensor y es menor la
distancia que debe recorrer el sustrato hasta alcanzar la enzima, haciendo que la respuesta

alcance el valor de corriente limite con mayor rapidez.

V.4.2 Biosensorde LAC

El desempeiio de los biosensores de catecol que se obtienen a partir de la
inmovilizacion de LAC en un soporte constituido por la mezcla de mucina, quitosan y
glutaraldehido se desarrollé en la Seccion V.2.La incorporacion de mucina en la mezcla dio
lugar a sensores con baja sensibilidad. Del mismo modo, el intervalo lineal de la respuesta
cae a medida que la cantidad de mucina aumenta. Por el contrario, los biosensores
compuestos principal o Unicamente por quitosan mostraron mayor sensibilidad y
linealidad, mientras que el tiempo de respuesta se mantuvo relativamente constante.
Teniendo en cuenta estos parametros analiticos, se considerd que un sensor de catecol
construido a partir de una matriz quit 100, entrecruzada con glutaraldehido 5%, es el que
presentaria un funcionamiento 6ptimo. También es posible arribar a esta conclusion luego
de observar los datos experimentales que se muestran en las Figura V-23 y Figura V-24. El
uso de quitosan asegura alto grado de entrecruzamiento debido a la densidad de grupos
amino en esta macromolécula, por lo que la enzima se inmoviliza en el hidrogel formado.
La incorporacion de mucina hace que el entrecruzamiento sea menor, dando como
resultado indirecto una menor cantidad de enzima activa en el interior. En este sentido, es
importante recordar que existe una incompatibilidad entre estas macromoléculas a pesar
de que presentan cargas opuestas. Esta dificultad en el mezclado daria lugar a la formacion

de zonas donde la enzima solo estaria rodeada por mucina y otros sectores donde la
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enzima quedaria rodeada principalmente por quitosan. En el primer caso la enzima no

podria entrecruzarse con la matriz, mientras que en el otro si.

Al igual que en el caso de la mezcla con albumina, el sistema mucina — quitosan
absorbe gran cantidad de agua. Por un lado, la incorporacion de mucina, polimero
altamente hidrofilico y con baja capacidad para la formacion de entrecruzamientos, da
como resultado matrices con redes mas abiertas. Por otro lado, el uso de mayor cantidad
de glutaraldehido y de quitosan hace que descienda notablemente la cantidad de agua
incorporado, sin dejar de ser un soporte altamente hidrofilico. En la jError! No se
ncuentra el origen de la referencia. se muestra cdmo cambia el valor de D de catecol en
funcion del hinchamiento de matrices preparadas con distintos porcentajes en peso de
mucina y quitosan. Como puede observarse, el valor de D disminuye a medida que se
incrementa Hp, por lo que podria pensarse que aquellas matrices mas entrecruzadas y que
tienen menor posibilidad de hincharse, formarian estructuras mas porosas en las que los

solutos podrian difundir con mayor facilidad.
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Figura V-42: Relacion entre coeficiente de difusion (D) y el porcentaje hinchamiento (Hp) para matrices muc/quit
entrecruzadas con 5% de glutaraldehido. Se trabajo con las siguientes matrices muc/quit: 0/100, 30/70, 50/50, 70/30 y
100/0.

El grado de entrecruzamiento también se pone en evidencia a partir de los
estudios reoldgicos. Estos ensayos permitieron determinar que el aumento del modulo

elastico en las matrices se debe a la mayor incorporacion de quitosan en el hidrogel, asi
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como a la mayor utilizacion de entrecruzante. Esto refuerza lo observado en los ensayos
de hinchamiento y permite afirmar que las matrices con quitosan forman redes poliméricas

mas compactas.

El aumento en la proporcidn de quitosan da como resultado un incremento en los
coeficientes de particion y de difusion. De esta forma, el analito se incorpora mejor en la
matriz y puede difundir mas facilmente a través de ella. Esto significa que la disponibilidad
de sustrato sera mejor cuanto mayor porcentaje en peso de quitosan se utilice en la
elaboracion del hidrogel que se usa como soporte. La difusion de los solutos puede verse
afectada por la carga eléctrica relativa entre el soluto y el soporte. En este caso, al pH de
trabajo el catecol no tiene carga neta, mientras que la matriz se comporta como una
mezcla de polielectrolitos catidnicos y anidnicos debido a la presencia de cargas positivas
del quitosan y a las cargas negativas de la mucina. El aumento en la cantidad de quitosan

en la matriz favorece a la particion y a la difusion del sustrato.

Estos resultados se resumen en la Figura V-43, donde se observa
simultaneamente el desemperio analitico de los biosensores en conjunto con algunas de
las propiedades fisicoquimicas de matrices con distinta proporcion de mucina y quitosan,
entrecruzadas en todos los casos con glutaraldehido al 5%. La maxima sensibilidad,
coeficiente de difusion y particion del soluto se alcanzan cuando las matrices se comportan
de manera mas rigida. Asi también, la maxima actividad enzimatica se alcanza cuando el
hinchamiento es menor. Esto podria sugerir que un elevado hinchamiento de la matriz
podria afectar la actividad catalitica ya que cuando la enzima se encuentra entrecruzada
podria tensionarse debido al hinchamiento de las redes poliméricas de soporte. Como
puede verse, la velocidad de difusion del sustrato también se ve favorecida cuando se
trabaja con matrices mas rigidas, lo que contribuye también notablemente a la respuesta

enzimatica y por consiguiente a la respuesta analitica.
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Figura V-43: Efecto de la composicion de la matriz polimérica en (A) la sensibilidad (-liim Ccatecol™®), (B) el tiempo de respuesta
(tss9), (C) el coeficiente de difusion del catecol, (D) la particion de catecol (Ky), (E) el porcentaje de hinchamiento de la matriz
(He) y (F) las propiedades reoldgicas de la mezcla polimérica (G’y G”). En todos los casos, se utiliza como entrecruzante
glutaraldehido 5% y 5,33 UE de LAC.

El tiempo de respuesta de los sensores no parece alterarse en gran medida por los

parametros fisicoquimicos de las distintas matrices y los valores oscilan dentro de
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margenes relativamente estrechos. La velocidad de la respuesta depende de la facilidad
que tiene el producto de la reaccion enzimatica en alcanzar la superficie electroactiva. Es
posible entonces que el comportamiento difusional de las quinonas generadas en la
catalisis sea algo distinto al determinado para el catecol por lo que no seria posible
relacionarlas. Sin embargo, como se muestra en la Figura V-23, los tiempos de respuesta
en general logran disminuirse cuando se utilizan menores concentraciones de
glutaraldehido y esto significaria que las matrices estan menos entrecruzadas. Por lo tanto
deberia considerarse que si bien la matriz con quitosan proporciona porosidades por donde
pueden difundir las especies como el sustrato y el mediador de la reaccion enzimatica, el
grado de entrecruzamiento que proporciona el glutaraldehido puede llegar a disminuir el

tamano de estos poros y limitar la difusion dentro de la matriz.

V.5 Sensores de glucosa, catecol, lactato y oxalato

El analisis de diversos biosensores tipo sandwich, preparados mediante el mismo
método que en este trabajo, permite entender cémo influyen las propiedades
fisicoquimicas de las matrices soporte sobre la respuesta electroquimica. A partir de los
diferentes resultados aportados, queda claro que la composicidon de la matriz afecta la
sensibilidad alcanzada por el biosensor. Este hecho se debe no sélo a las diferencias
estructurales de la matriz que modifican la eficiencia en la inmovilizacién de la enzima, sino
que la composicion también influye sobre la forma en que los analitos de cada biosensor se

incorporan en el soporte construido.

En la Figura V-44 se muestra la sensibilidad normalizada de biosensores
construidos inmovilizando LAC, GOX, lactato oxidasa (LOX) y oxalato oxidasa (OOX) en
una matriz compuesta por distintas proporciones en peso de mucina y quitosan,
entrecruzados con 5% de glutaraldehido. Los datos experimentales correspondientes al
sensor de LOX fueron extraidos de la tesis de M. Romero*?, mientras que los de GOX y

OOX pertenecen a la tesis de T. Benavidez*®. Es importante aclarar que la respuesta
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analitica de los sensores de GOX y LOX se determina a pH 7, mientras que la respuesta del

sensor de OOXapH 2,8y

lade LACapHs.

Los biosensores de glucosa y catecol, muestran la maxima sensibilidad cuando la

matriz se constituye solo por quitosan y glutaraldehido. A medida que aumenta la

proporcion en peso de mucing, la sensibilidad cae rapidamente, llegando a menos del 5%

del valor maximo cuando

por mucina y glutaraldeh

las enzimas se inmovilizan en matrices compuestas Unicamente

ido. Los sensores de oxalato y lactato, en cambio, presentan un

comportamiento algo diferente. En el caso de LOX, el maximo de sensibilidad se encuentra

cuando se utiliza muc/quit 30/70. En una matriz compuesta Unicamente de quitosan, la

sensibilidad baja casi un

50%, lo mismo que frente iguales proporciones de muc y quit.

Mayores porcentajes de muc hacen que la respuesta disminuya rapidamente, alcanzando

un valor menor al 1% de la maxima en una matriz muc 100. Para el sensor de OOX, a medida

que aumenta la proporcion de mucina se incrementa la sensibilidad alcanzada hasta llegar

al maximo cuando la mat

riz se forma por 70% de muc y 30% de quit. Luego de este punto,

mayores concentraciones de muc hacen que la respuesta disminuya hasta alcanzar un

minimo del 20% de la respuesta maxima, correspondiente a una matriz 100% de mucina.
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Figura V-44: Sensibilidad normalizada de sensores de (a) catecol, (b) glucosa, (c) lactato y (d) oxalato en funcion de la
relacion en peso de mucina/quitosan (Cmuc). Todos los biosensores se preparan entrecruzando la matriz con 5% de
glutaraldehido. Los datos de glucosa y oxalato fueron extraidos de la tesis doctoral de T. Benavidez**9 y los de lactato de la
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Figura V-45: Coeficientes de particion de (a) catecol, (b) glucosa, (c) lactato y (d) oxalato en funcion de la relacién en peso de
mucina/quitosan (Cmyc) que se utiliza para la preparacion de la matriz, entrecruzandola con 5% de glutaraldehido. Los datos
de glucosa y oxalato fueron extraidos de la tesis doctoral de T. Benavidez**? y los de lactato de la tesis doctoral de M.
Romero*?8.

El coeficiente de particion aporta informacion sobre las relaciones entre los
diferentes sustratos y la matriz polimérica. En la Figura V-45 se analiza como varia este
parametro para distintos solutos en matrices compuestas por mucina y quitosan a
diferente valores de pH. En este caso, las mediciones de particion de glucosa*??y lactato*?®
se llevaron a cabo a pH 7, las de oxalato*® a pH 2,8 mientras que las de catecol fueron
hechas a pH 5. El catecol y la glucosa presentan un comportamiento similar en matrices a
pH 5y pH 7, respectivamente. Ambas curvas tienen tendencias similares, indicando que los
solutos se distribuyen con mayor preferencia en las matrices que estan formadas por 100%
y 70% de quitosan. El coeficiente de particion disminuye principalmente cuando el
porcentaje de mucina supera el 5o%, indicando que aumenta la preferencia del sustrato
por permanecer en la fase liquida del sistema matriz — electrolito soporte. Tanto la glucosa
como el catecol son analitos neutros al pH de trabajo, pero no sucede lo mismo con la
matriz con la cual interactUan. A pH 7, el quitosan practicamente no presenta carga neta,
mientras que a pH 5y 2,8 es un polielectrolito con carga positiva. Por el lado de la mucina,
la presencia en su estructura de acido sialico le otorga una leve carga negativa a los
distintos valores de pH estudiados. Para simplificar esta comparacion entre cargas y

estructuras de matrices y sustratos en este punto conviene considerar que la mucina no
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tiene carga neta. El lactato y el oxalato son analitos que a pH de trabajo presentan carga
negativa. El oxalato a pH 2,8 presenta carga negativa, mientras que el quitosan tiene carga
positiva. Esta oposicion de cargas hace que se observe un elevado valor de coeficiente de
particion cuando la matriz presenta sélo quitosan. A medida que aumenta la fraccion de
mucina, disminuye el caracter electropositivo del soporte sucediendo lo mismo con el valor
de K. La atraccion entre el analito y la matriz disminuye, alcanzando un Ky de valor cercano
a la unidad para un 70% de mucina. Con respecto al lactato, su coeficiente de particion en
la matriz es practicamente constante cuanto mayor es el porcentaje de quitosan en la
matriz. Tanto el quitosan como la mucina no presentan una carga significativa a pH 7 por
lo que el mayor coeficiente de particion de lactato en quitosan se deberia a propiedades
estructurales de este polimero frente a las de la mucina. Estas propiedades del quitosan
son las que favorecerian la incorporacion de glucosa y catecol con respecto a las matrices

con mucina.

El valor del coeficiente de particion indica la preferencia, segun las condiciones, de
un analito por una determinada fase en el sistema matriz polimérica — electrolito soporte.
Sin embargo, si analizamos conjuntamente estos resultados con lo indicado en la Figura
V-44, la mayor preferencia de un analito por una determinada matriz no siempre se traduce
en mayor sensibilidad. El caso mas evidente de este comportamiento se da para el sensor
de OOX que, cuando se prepara la matriz con 100% de quitosan el valor del coeficiente de
particion para el oxalato es maximo a pH 2,8, pero también presenta la menor sensibilidad
si se usa quitosan como Unico componente de la matriz. Por el contrario, en el sensor de
LAC la maxima preferencia del analito por la matriz coincide con las condiciones en que se

incrementa la sensibilidad del sensor.

El coeficiente de difusion del catecol y del lactato, determinados en matrices
compuestas por mezclas de mucina y albumina en diferente proporcion, se muestra en la
Figura V-46. Todas las matrices fueron preparadas utilizando glutaraldehido al 5%. Los
datos experimentales del lactato fueron extraidos de la tesis doctoral de M. Romero*?8. En
este caso, se analiza como varia el coeficiente de difusion de dos analitos con diferente

carga, cuando difunden a través de la misma matriz proteica, al mismo pH. La albumina es
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una proteina con punto isoeléctrico de 4,9 que, al pH del experimento presenta carga
negativa. Como se explicd antes, la mucina es una gran glicoproteina que presenta en su
estructura algunos grupos con acido sialico que le otorgan una leve carga negativa, pero
que considerando su relacion masa/carga se puede considerar despreciable. Cuando se
analiza la difusion del catecol, analito de carga neutra, se encuentra que el maximo de
difusion se da cuando la matriz se forma Unicamente por albumina, no habiendo grandes
diferencias en la difusion a medida que aumenta la proporcion de mucina. El menor valor
para D se observo para una matriz compuesta solo por mucina, debido posiblemente a la

estructura amorfa de esta glicoproteina.

El comportamiento del lactato, analito con carga negativa al pH de trabajo, es
bastante diferente al mostrado por el catecol. Los valores de D son muy inferiores
comparados con los del analito de carga neutra. Esto se debe a que todas las mezclas de
mucina y albumina forman un hidrogel con carga negativa, que repele la difusion del
lactato a través de él. Cuando aumenta la proporcion de mucina disminuye la carga neta

negativa de la matriz, y el lactato puede difundir mas rapido a través de ella.
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Figura V-46: Coeficientes de difusion de un analito con carga neutra (catecol) y de un analito con carga negativa (lactato) en
funcidn de la relacion en peso de mucina/albumina (Cmyc) que se utiliza para preparar las matrices. Todas se entrecruzan
utilizando 5% de glutaraldehido. Los datos correspondientes al lactato pertenecen a la tesis doctoral de M. Romero?8.

El analisis de estos casos nos permite entender cuan importante es la eleccion de

la matriz soporte para la construccion de un biosensor, ya que se debe tener en cuenta
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simultaneamente la carga del sustrato enzimatico y el pH déptimo para la enzima
seleccionada. Analitos con carga opuesta a la matriz soporte tendran una fuerte
preferencia para ingresar en ella, pero sin asegurar un buen tiempo de respuesta del sensor
ya que el analito se acumulara interactuando con la matriz. Por el contrario, aquellos
sensores en los que el analito tiene la misma carga que la matriz, veran disminuida la
difusion y el coeficiente de particion del sustrato enzimatico, debido posiblemente a la
repulsion electrostatica entre ellos. Los analitos con carga neutra se ven menos
influenciados por la carga de la matriz, ya que la difusion de ellos depende en mayor
medida de las caracteristicas estructurales que hacen que se facilite o se dificulte su paso a
través de la mezcla proteica. En la Tabla V-1 se resumen las caracteristicas analiticas de los

biosensores tipo sandwich de GOX, LAC, LOXy OOX.
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Tabla V-1: Comparacion de los biosensores tipo sandwich elaborados en este trabajo v en trabajos anteriores. Referencias: (¥1) Unico valor evaluade de la
variable. (*2) Datos extraidos de la tesis de M. Romero. (*3) Datos extraidos de la tesis de T. Benavidez. {ME) Datos experimentales no estudiados.

Matriz Cargade Cargade % de Corgima LOD IL Reprodu  Estabilidad tasne Sens.
Enzima pH Ko
(optima) analito matriz glut (UE) (M) (m) idad (dias) (s) (mACm*M~)
mucialb 0,003
7 Meutra  Megativa 3% 1,34 3 <10%% *EE0 <100 3.2 1,8
(3zf70) aL7
GOX
miuc/guit
7 Meutra Meutra glg *2 20 ®! ME & ME ME ME 0,021 2,5
(of1o0)*3
rmuc/quit 0,001
LAC 5 Meutra Positiva 5% £33 0,z 5% 48 150 11,7 4.8
(of1o00) a0,14
miuc/zlb 0,003
7 Megativa Meagativa 3% o,z a,7 5% 27 oo 10 1
(7ai30) a5
LOX *=
muc/quit
7 Megativa Meutra £lg ®2 g,1%* ME ME ME ME ME ME 2
(3270}
muc/guit
DOX *3 2,8 Megativa  Positiva 5% 0,016 ** 100 03a1 ME 5o ME 0,20 <1

(7ov3c)
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CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de investigacion se desarrollaron y caracterizaron dos sensores
electroquimicos enzimaticos, utilizando diferentes polimeros naturales para preparar
soportes con la premisa de optimizar la mezcla mas apropiada para maximizar la respuesta

analitica del biosensor.

Ambos biosensores se basan en la inmovilizacidon de glucosa oxidasa y lacasa en
una matriz polimérica de alto contenido acuoso. Para cada enzima se buscé una matriz
proteica que sirva para atrapar y estabilizar la enzima activa. Cada matriz junto con su
respectiva enzima se ubicd entre dos membranas de policarbonato formando un sistema
similar a un sandwich que se deposito sobre la superficie del electrodo de trabajo. De este
modo el electrodo de trabajo es el transductor electroquimico, mientras que el sandwich
encierra al sensor enzimatico. Una de las ventajas mas importantes de trabajar con este
tipo de sistema, y que quizas no es tan notoria a simple vista, fue la posibilidad de contar
con una serie de biosensores especificos para diferentes analitos que utilicen el mismo
arreglo experimental, lo que permitio que el sensor fuera muy facilmente removible de la
superficie del electrodo sin verse alterada su estructura ni su funcionamiento. Eso significa
que con solo un electrodo de trabajo conectado al mismo equipo se pudo trabajar con
distintos sandwiches biosensores para cuantificar diferentes analitos. Como se menciond
en este trabajo de tesis, estos sandwiches pueden ser removidos de la superficie del
electrodo y almacenados durante periodos de tiempo, que en este caso oscilaron entre
meses y anos. Mas alla de las distancias que lo separan de un producto terminado, es
posible imaginar cdmo se prestaria a la comercializacion un sensor que posea las
dimensiones, la facilidad de manipulacion y las ventajas de almacenamiento como los aqui

presentados.

En el casode la GOX, se obtuvo un sensor con excelentes caracteristicas analiticas.
El estado estacionario de la respuesta se obtuvo luego de (35+5) s, con un limite de

deteccion de 3 pM y una repuesta altamente lineal hasta 3,5 mM de glucosa. La
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reproducibilidad fue muy satisfactoria y se sustenta en el cuidado de las condiciones
experimentales durante el armado. Es remarcable el hecho de que el biosensor haya
mantenido sus caracteristicas analiticas durante mas de un afo, teniendo en cuenta que
durante ese tiempo el sensor sufrio drasticos cambios en la temperatura ambiente, e
incluso condiciones extremas de lavado (en ocasiones, luego de ser utilizado se lo enjuagd
con agua ultra pura sin observar cambios en su respuesta). Esto se pudo lograr sin duda
gracias a la robustez de la enzima y a las caracteristicas de la matriz enzimatica
seleccionada que generd un microambiente en el que la biomolécula pudo mantenerse

morfoldgicamente estable y cataliticamente activa.

Existen varias empresas en el mercado de la salud que comercializan tiras
reactivas para el analisis de glucosa en paciente con diabetes. Sus dispositivos cumplen con
la precision, exactitud y confiabilidad requerida en ISO 15197:2003. La norma establece que
el 95% de los resultados de glucosa debe estar dentro de +15 mg.dL™* para muestras con
una concentracion de glucosa menor a 75 mg.dL™?, y que el error debe estar dentro del 20%
si la concentracion de glucosa es igual o mayor a ese valor. Estas exigencias son cumplidas
ampliamente por el sensor desarrollado en este trabajo. En la Tabla VI-1 se resumen
algunos biosensores encontrados en bibliografia. Como se puede observar, la mayoria de
estos biosensores ofrecen un excelente limite de deteccion y rango lineal. Ademas, su
estabilidad es buena. Sin embargo, no esta claro si pueden asegurar el mismo LOD o rango
lineal después de una semana o un mes de montaje. Ademas, ni la reproducibilidad de
sensor a sensor ni el rango lineal se analizan tipicamente después de un mes de preparado

el sensor.

El estudio de las respuestas electroquimicas conseguidas al variar la concentracion
de GOX en el sensor, junto con las técnicas y el modelo matematico del biosensor permitié
desarrollar un método para estimar la cantidad de enzima activa en el sensor, mas alla de
la cantidad tedrica que se usd en la etapa de inmovilizacion. Ademas, el modelo
matematico permitio explicar la mejora en el tiempo de respuesta que se observa cuando

el sensor fue sometido a varios ciclos de deshidratacion y rehidratacion.
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Tabla VI-1: Comparacion del desempefio analitico de diferentes sensores de glucosa. Referencias:

(PANI).Polianilina. (NPs) Nanoparticulas. (PMMA) Polimetilmetacrilato.

Método de

Especie

Composicion del sensor . . IL (mM) Estabilidad . Referencia
inmnobilizacion electroactiva

GOX/PANI/NPs de Pd Dopado electroquimico 0,005-10 95% luego de 30 dias H.O. 130
GOX/ quitosan / NPs de Pd Dopado electroquimico 0,002-1  94% luego de 3 semanas H.0, 131
GOX/PANI/ poliisopreno Atrapamiento 0,01-12 5 meses H.O, 132
GOX/NPs de Pt/ NPs de silica Entrecruzamiento 0,001-26 90% luego de un mes H-0. 133
GOX [ PANI/ poliacrilonitrilo Atrapamiento 0,002-12 100 dias H.0. 134
GOX/PMMA [ NPs de alb Entrecruzamiento 0,2-9,1 1mes H.0. 135

GOX / Nanotubos de carbono / ) ,
) Entrecruzamiento 0,01-30 99% luego de 30 dias Ferroceno 136

quit/alb /ferroceno

GOX /citocromo C/NPsde Au/  Inmovilizacién de GOX via i

. 0,01-3,2 92% luego de 30 dias H.0. 137
PANI Nafion
GOX/ quit/ NPs de Au Atrapamiento fisico 0,012-3  91% luego de 4 semanas Ferroceno 138
. 87% luego de 10 ,
GOX/NPs de Au Entrecruzamiento 0,008-1 Oxigeno 139
semanas

GOX /Nanotubos de carbono / ) - ,

. Atrapamiento fisico 1-11 90% luego de 30 dias H.0, 140
PANI/azul de prusia
. Atrapamiento fisico, Cercano al 100% luego Este
GOX/muc/alb/policarbonato . 0,005-3 . H.O. .
entrecruzamiento de un afio trabajo

La remarcable estabilidad del sensor permitid que, al ser expuesto a una matriz

muy compleja tal como el suero sanguineo, su funcionamiento no se haya visto alterado

cientos de dias después del contacto. El biosensor mostré un excelente desempernio en la

cuantificacion de glucosa en suero, obteniéndose resultados similares a los encontrados

con el método espectrofotométrico estandar de hexoquinasa utilizado el laboratorio

bioquimico. Esto, sumado a la posibilidad de medir glucosa con precision en un amplio

intervalo de concentraciones, hace que sea posible pensar en la aplicabilidad mediata del

sensor. Sin embargo, no se han realizado cuantificaciones en matrices de otra naturaleza
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que la sanguinea. La determinacion de glucosa en jugos de frutas, por ejemplo, seria de
interés para evaluar el desempefio cuando se presentan simultaneamente azUcares de

distintos tipos.

En cuanto a la cuantificacion de catecol, el sensor de LAC también evidencié un
desempeno altamente satisfactorio. Especificamente, el comportamiento lineal de la
respuesta implica tres 6rdenes de magnitud de concentracidn, desde 0,2 pM hasta mas de
100 UM de catecol. Un comportamiento de este tipo no se alcanza usualmente en otros
sensores reportados en bibliografia, como puede observarse en la Tabla VI-2. El estado
estacionario se alcanza luego de (160+10) s, con excelente reproducibilidad sensor a
sensor. Si bien la robustez de la lacasa no es comparable con la GOX, se optimiz6 un
soporte polimérico en el que se maximizd su actividad con ciertos grados de libertad en

cuanto a la composicion.

Tabla VI-2: Comparacion del desempefio analitico de diferentes sensores de lacasa.

Composicion del sensor i Méto.d.o de:' IL (uM) Estabilidad Especie. Referencia
inmnobilizacion electroactiva
LAC/Monocapa Au - Thiol Entrecruzamiento 1-400 1mes Quinona 141
LAC/ Nafion Atrapamiento ~0-7 87%, 1 mes Quinona 142
LAC/ Celulosa Enlace covalente 100-1000 - Oxigeno 49
LAC/Nanotubos de carbono / quit Atrapamiento 1,2-30 99% luego de 15 dias Quinona 57
LAC/ Polyvinil alcohol Atrapamiento 0,5-130 60% luego de 1 afio Quinona 143
LAC /glutaraldehido Enlace covalente ~0-58 2 meses Quinona 58
LAC/ electrodo de grafito Adsorcion 1-20 - Quinona 144
LAC/ carbon mesoporoso / quit Atrapamiento 0,67-15,75 95% luego de 30 dias Quinona 145
LAC/Nafion / Fibras de C, C-Cu Atrapamiento 1-1130 96% luego de 22 dias Quinona 146
LAC/ glutaraldehido Enlace covalente 0,1-10 8 dias Quinona 147
LAC/ pasta de carbon [ quit Atrapamiento 0,1-165 95% luego de 29 dias Quinona 148
LAC/ quit/ policarbonato Atrapamientolﬁsico, 0,2-140 80% luego de 48 dias Quinona Este.
entrecruzamiento trabajo
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El mantenimiento de la actividad enzimatica en el tiempo fue aceptable, ya que la
respuesta se conservo en un 80% de su magnitud inicial luego de casi 5o dias. La velocidad
de la respuesta mejoro con los ciclos de deshidratacion — hidratacion de la matriz, lo que
refuerza la hipotesis de disminucion efectiva del espesor del sensor. Es destacable también
la recuperacion que mostré un mismo sensor frente a cambios de pH del medio. Este hecho
refuerza la aptitud de la matriz utilizada para alojar a la enzima, ya que las caracteristicas
biocataliticas, geométricas y fisicoquimicas no se alteran luego de la exposicion de la

enzima a medios que en solucion producirian su desnaturalizacion.

Cuando se evaluo la respuesta del sensor frente al aumento de la cantidad de
enzima inmovilizada se observd un maximo de sefal electroquimica para una
concentracidon dada de lacasa. Este resultado es congruente con lo obtenido para GOXy de
la misma forma es posible estimar la cantidad de enzima activa dentro del sensor. Este
hecho sirve para demostrar que mas enzima no siempre significa mayor respuesta
electroquimica, como puede muchas veces puede pensarse. Es comun encontrar trabajos
que utilizan enzimas directamente en su maxima concentracion comercial, o en cantidades
sumamente elevadas, sin notar que superado un limite la respuesta no se altera, o lo hace

en una proporcion insignificante.

Si bien no se realizaron mediciones en muestras reales, los resultados obtenidos
permiten predecir una buena respuesta en la cuantificacion de catecol. La LAC es sensible
avarios tipos de mono y difenoles, por lo que seria interesante evaluar el desempefio frente
a otros analitos o mezclas de ellos. Por otro lado, un examen mas exhaustivo en cuanto a
la estabilidad en el tiempo y a la forma de almacenamiento seria deseable si se piensa en
llevar el disefio experimental a un sensor que incremente sus probabilidades de aplicacion

comercial en el campo analitico.

Tanto para el sensor de glucosa como para el de catecol, se ha podido demostrar
que la composicion de la matriz proteica no solo es responsable de la buena sensibilidad
del sensor, sino que también asegura muy buena estabilidad para la enzima que se
inmoviliza, mejorando notablemente la robustez en comparacion con la enzima en
solucion. La utilizacion de membranas semipermeables asegura que no puedan ingresar
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moléculas de gran tamafo, actuando como barrera protectora frente a agentes que
puedan desnaturalizar las biomoléculas. Es probable también que el uso de glutaraldehido
como entrecruzante juegue un papel importante en la estabilidad, debido a su accion

antiséptica y bactericida.

El conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de las distintas matrices
poliméricas que se utilizan para el desarrollo de los biosensores de GOX y LAC resulta de
vital importancia para conocer el papel que desarrolla cada componente de la matriz desde
un aspecto distinto al puramente analitico. Poder relacionar caracteristicas fisicas y
quimicas del soporte polimérico con la magnitud y velocidad de la respuesta enzimatica
ayuda a entender cuales son las condiciones de inmovilizacidon que resultan en sensores
con mejor desempefio. Esto constituye quizas uno de los aportes mas valiosos de este
trabajo. Se logro evaluar la disponibilidad del sustrato a través del estudio de particion,
permeabilidad y difusion de los analitos, obteniéndose resultados coherentes con las
respuestas electroquimicas. Ademas, los resultados de hinchamiento y reologia
permitieron estudiar el microambiente enzimatico relacionandolo con la actividad de las
biomoléculas. Como consecuencia del conjunto de todos los experimentos realizados, se
pudo explicar el comportamiento analitico de sensores enzimaticos amperométricos para

glucosay catecol en funcidn de las propiedades fisicoquimicas de los soportes enzimaticos.

La evaluacidon en conjunto con los resultados obtenidos en trabajos previos
permitio mejorar notablemente el conocimiento de los sistemas tipo sandwich. Las
distintas combinaciones cubiertas de enzimas, sustratos, proteinas de anclaje, acidez del
medio, especie electroactiva, entre otros, hacen que sea posible predecir como debe
construirse un soporte enzimatico cuando se quiere utilizar una determinada enzima para
la cuantificacion de un analito en particular y obtener un sensor con el desempefio analitico

deseado.
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