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RESUMEN

Se propone un nueveo diseno de biosensor amperoméirico para la determina-
cion de glucosa, utilizando glucosa oxidasa inmovilizada en membranas de polia-
crilamida. oblenidas mediante la polimerizacion inducida por radiacion gamma.
El intervalo de linecalidad obtenido fue 5.0x10° M - 1.58x10" M. Se estudié la
interferencia producida por el dcido ascorbico. El biosensor propuesto se utilizd
para determinar ¢l contenido en glucosa de medios de cultivo celular vy los resul-
tados obtenidos se compararon con los obtenidos por un método espectrolotomeé-
Lrico enzimdlico.
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SUMMARY

Biosensor for glucose measurements based on glucose oxidase entrapment
in polyvacrylamide membrane.

An amperometric glucose biosensor was constructed using glucose oxidase
immobilized into polvaerylamide membranes obtained by gamma radiation-indu-
ced polymerization. Calibration curves were lineal in the 5107 M - 1.58x10"' M
range. The interference ol ascorbic acid was studied. The biosensor was employed
to analvze a glucose-containing cell culture media and the vesults were compared
to those obained by an enzyvmatic spectrophotometric method.

Key words: Biosensor, Glucose oxidase, polvacrvlamide membrane.

INTRODUCCION

Desde los anos setenta se ha observado un gran incremento en el
uso de preparaciones enzimdaticas como reactivos analiticos, en sus
dos versiones, solubles e inmovilizadas sobre una matriz inerte (1-2).
La glucosa oxidasa es, sin duda, la enzima mas utilizada como reacti-
vo analitico debido, no solo a su elicacia en la determinacion de glu-
cosa, especie de gran interés analitico, sino también debido a su bajo
precio v buena estabilidad, 1anto soluble como inmovilizada. Todo ello
hace del sistermna glucosa/glucosa oxidasa un modelo muy convenien-
te, en particular en el campo de los biosensores (3).

Uno de los métodos mas comunes de inmovilizacion enzimatica
utilizados en el diseno de electrodos enzimaticos o biosensores con-
siste en el atrapamiento del enzima en una matriz polimérica. El
sistema de atrapamiento en geles poliméricos es tan poco agresivo
como el de adsorcion, es decir, las biomoléculas no se unen covalen-
temente a la matriz, lo que evita la pérdida de actividad enzimatica,
tan habitual en los procesos de inmovilizacién por uniones covalen-
tes o enlaces cruzados. Los geles de poliacrilamida han sido (4) v
siguen siendo (3-8) sistemas de inmovilizacion de biomoléculas muy
adecuados para la [abricacion de biosensores.

Generalmente, las reacciones de polimerizacién utilizan como
agente iniciador persulfato de amonio y como catalizador de la reac-
cion, NN N’ N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) (9,10). Esta
reaccion resulta mas eficaz que la polimerizacién con riboflavi-
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na activada con radiacién UV, pero requiere de un cuidadoso control
de las condiciones de polimerizacion si se quieren obtener resultados
fiables. El método de la riboflavina tiene la ventaja de que no se inicia
hasta que la disolucién del gel se expone a la radiacién UV,

Es bien conocido el problema que aparece al utilizar gel de po-
liacrilamida como material inerte en la inmovilizacién enzimatica.
Se ha demostrado que, utilizando este procedimiento, la actividad
enzimatica desciende drasticamente, (alcanzando valores del 22% de
la actividad en conlraste con el 80-90% conseguido cuando ¢l mismo
enzima se inmoviliza en gelatina), esta caida de la actividad tan
acusada es un “efecto secundario” del proceso de fotopolimerizacién
clasico que requiere la preparacion del gel, v que presenta el incon-
veniente de producir un exceso de radicales que danan irreversible-
mente al enzima.

Para evilar estos problemas, algunos autores han ensavado un
procedimiento de inmovilizaciéon basado en la polimerizacién indu-
cida por radiacién gamma a baja temperatura de una disoluciéon
acuosa de la enzima mezclada con ésteres acrilicos v metacrilicos
formadores de cristales (11-15). La principal caracteristica de la
matriz polimérica obtenida por este método es su estructura porosa
que resulta de los microcristales de hielo dispersos en el monémero
hio. La enzima se encuentra alrapada [isicamente sobre las paredes
de los poros. Con esta técnica de inmovilizacién, no es necesario el
iniciador o disolvente orgédnico para la polimerizacién. La ventaja de
este método de atrapamiento se debe al hecho de que, al no haber
enlaces covalentes entre la enzima v la matriz polimérica, se man-
tienen las propiedades nativas de la enzima.

Galiatsatos y col. (16) v Hajizadeh v col. (17) utilizaron radiacion
gamma para la obtencién de polimeros destinados a la modificacion
de electrodos, estos autores han mostrado que la glucosa oxidasa v la
lactato oxidasa pueden inmovilizarse en una matriz de poli (vinilal-
cohol) obteniendo una capa enzimatica en sandwich entre dos capas
de polimero. Doretti v col. (18) inmovilizaron colina oxidasa en mem-
branas de poli (hidroxietilmetacrilato) obtenidas mediante polimeri-
zacién inducida por radiacion gamma a baja temperatura. Birch y col.
(19) han utilizado la radiacién g de ""Co para inmovilizar matrices de
hidrogeles alrededor de la superficie de un electrodo de grafito.
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En el presente irabajo se propone un nuevo electrodo ampero-
mélrico enzimatico, especifico para la determinacion de glucosa,
en el que la glucosa oxidasa se inmoviliza en un hidrogel de
poliacrilamida con N,N’-metilenbisacrilamida como agente reticu-
lante, y donde el proceso de polimerizacion se inicia con una ra-
diacién gamma. La radiacién y se utiliza como iniciadora y cata-
lizadora de la reaccion. Este método ofrece ventajas como, evitar
la adicién de reactivos al medio de reaccién que pueden interferir
con el enzima v no requerir ¢l uso de temperaturas elevadas. Este
altimo punto es de particular importancia cuando un enzima for-
ma parte de la reaccién. El electrodo enzimatico se prepard colo-
cando una f(ina capa de glucosa oxidasa inmovilizada alrededor de
un electrodo de disco de platino.

PARTE EXPERIMENTAL

Aparatos

Las medidas amperoméiricas se llevaron a cabo en un potencios-
tato Brucker, modelo E 230 conectado a un registrador Kipp &
Zonen, modelo 111 BD Single Channel. Las voltamperometrias cicli-
cas se realizaron con un analizador voltamperométrico Bioanalyltical
System, Model CV-27. Los experimentos se efectuaron en una celda
electroquimica de 10 mL compuesta por un electrodo de referencia
de calomelanos saturado, un cable metilico de acero inoxidable
como e¢lectrodo auxiliar v un electrodo de disco de platino como
electrodo de trabajo. El transporte conveclivo se consiguié mediante
un agitador magnético.

Se utilizé una fuente de radiacién vy de “Co con upa intensidad
de 0,03 Mrad/h (Université Libre de Bruxelles, Belgium).
Reactivos

La B-D-glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4.) de Aspergillus niger fue su-

ministrada por Sigma. La glucosa, acrilamida y N,N'-metilenbisacri-
lamida fueron productos de Aldrich. El estiven sulfonato de sodio
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fue preparado por El Du Pont de Nemours & Co. El dacido L-(+)-
ascorbico se obiuvo de Acros Organic. El hidrogenofosfato de sodio
anhidro y la sal sddica dihidratada del dihidrogenofosfato se obtu-
vieron de Vel S.A.

El agua desionizada, se obluvo mediante el paso de agua bides-
tilada en vidrio Pirex, a través de un sistema de purificacidon de agua
Milli-Q 50 de Millipore.

Inmovilizacién del enzima

Para preparar la disolucién del gel se mezclaron disoluciones de
acrilamida 5 M con N,N’-metilenbisacrilamida 3 M en buffer fosfato
0, M, pH 7.2, en una proporciéon 97:3 respectivamente. La disolu-
cién del gel con enzima se prepard disolviendo 2.5 mg de glucosa
oxidasa en 1 mL de disolucion del gel. En los casos indicados se
anadié estiren sulfonato de sodio hasta una concentracién final en
el medio de reaccién de] 10 %. La mezcla se colocd entre dos lami-
nas de vidrio separadas por un espaciador de plastico de 0,4 mm de
espesor. Este sistema se introdujo ¢n una fuente de "Co durante |
hora, para iniciar la polimerizacién del gel. Cuando el estiren sulfo-
nato de sodio estd presente, el (iempo de radiacion se prolongé hasta
3 horas. Al fina) de este periodo se obtuvo una pelicula aun fragil,
por lo que se dejé en reposo en una disoluciéon tampdn de [osfalo
durante 4 6 3 dias a 5°C para completar la polimerizaciéon. Al final
de este tiempo la pelicula se hizo vesistente y manejable. Las mem-
branas se cortaron en discos de 0,7 ¢m v se colocaron sobre la
superficie del electrodo de platino. como se muestra en la Figura .
Se utilizé este método para iniciar la reaccion sin necesidad de
anadir mas especies que podrian danar a la enzima inmovilizada y
para evitar un incremento en Ja temperatura que podria alterarla.
Como se obseyva en la Figura 2, con la radiacién gamma se provoca
una reaccién radicalaria iniciada por los radicales hidroxilo origina-
dos de las moléculas de agua. El oxigeno disuelto inhibe el proceso
de polimerizacion, por lo que las mezclas de gel deben ser fuerte-
mente desoxigenadas, antes y durante el proceso de polimerizacién.
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Figura 1. Elecirodo de platine recubierio con la membruna polimérica
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RESULTADOS Y DISCUSION
Estudios preliminares

Se realizd un estudio amperométrico de H,0, sobre el electrodo de
platino, para un intervalo de concentracién de 2,5x10° M - 4,5x10* M.
En la primera experiencia el electrodo no se cubrié con ninguna
membrana y posteriormente se cubrié, primero con una membrana
de didlisis y luego con una pelicula de gel de poliacrilamida. Los elec-
trodos con membrana dieron una respuesta muy semejante entre ellos
y significativamenite menor a la obtenida con el electrodo sin membra-
na. Este efeclo se debe a la restriccién difusional producida por la
membrana en la superficie del electrodo. En este medio el analito
presenta un coeliciente de difusién mucho menor v como resultado
genera una corviente mas pequena.
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Influencia del grado de reticilacion del gel

Se vealizé este estudio para establecer el grado de reticulacion
6ptimo que permitiera incluir e inmovilizar el mavor nimero de
moléculas de glucosa oxidasa sin que se viera perjudicada la difu-
sién de Ja glucosa a través del gel. En primer lugar se traté de
averiguar la cantidad de N,N'-metilenbisacrilamida necesaria para
una inmovilizacion eficaz del enzima. Para ello se prepararon tres
peliculas de hidrogel con dilerente porcentaje de agente reticulante
(1%, 2% y 3%) respecto a la cantidad de mondémero. Una vez prepa-
radas se mantuvieron relrigeradas en una disolucion tampdn de
fosfato durante dos semanas con el objetivo de gue la enzima inmo-
vilizada tuviera el tiecmpo suficiente para salir del gel. Las respuestas
obtenidas por los hidrogeles con 2% v 5% de agente reticulante fue-
ron similares. Sin embargo, la respuesta oblenida con el gel cuvo
contenido en agente reticulante era 1% resulté ser inferior en un
factor de 3. Este comportamiento podria explicarse como conse-
cuencia de la difusion de la enzima hacia el exterior del gel en el
proceso de hinchamiento del mismo en la disolucion tampén. Los
poros del hidrogel con 1% de agente reticulante eran demasiado
grandes para mantener la glucosa oxidasa atrapada en su interior.
Mientras que a partir de un 2% de agente reticulante de la enzima
parece quedar retenida dentro de la red polimérica, por lo que no se
considers necesario aumentar este porcentaje en Jos siguientes expe-
rimentos, ya que no se mejoraba la retencion del enzima v se podria
dificultar la difusién del sustrato.

Influenicia de la radiacion gamma

Con el fin de conocer si la radiacion gamma, utilizada como ini-
ciador de la reaccion de polimerizacién, podia dafar a la enzima, se
utilizaron dos electrodos diferentes. En el primero, se deposité una
disolucion de enzima sobre la superficie de un gel v todo el conjunto
se mantuvo en contacto con la superficie del electrodo, mientras que
para preparar ¢l segundo electrodo se prepard un gel con la misma
cantidad de enzima, por el método propuesto, utilizando radiacién
gamma como iniciador de la reaccién polimérica obteniéndose un
gel del mismo grado de reticulacion que el anterior. Las respuestas
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obtenidas con ambos electrodos fueron similares, lo que permitio
confirmar que la radiacion gamma es inocua para la enzima.

Influencia del tiempo de radiacion.

Para este estudio se prepararon tres geles irradiados durante 30
min, 5 v 11 horas respectivamente. Se ensayaron los tres tipos de
membranas poliméricas con la enzima atrapada, registrando Ja senal
obtenida con un electrodo de platino recubierto con dichos geles en
funcién de la concentraciéon de glucosa. Las respuestas obtenidas
fueron idénticas en los tres casos, lo que demuestra que la actividad
enzimatica no se ve afectada por tiempos de hradiacion de hasta 11
horas. El tiempo seleccionado para preparar las membranas polimé-
ricas fue de | hora ya que tiempos inferiores daban lugar a geles de
poca calidad fisica y tiempos superiores no ofrecian ninguna venta-
ja. Cuando el hidrogel contiene estirén sulfonato de sodio en su
composicion, fue necesario un tiempo de irradiacion de dos horas
debido al electo de ralentizacion de la reaccion polimérica que ejer-
ce este reactivo.

Respuesta del electrodo al contenido de glucosa

Cuando se utilizé la membrana polimérica con la enzima atra-
pada se pudo observar una respuesta significativa a la glucosa
(Fig. 3). Los parametros experimentales obtenidos fueron: Intervalo
de linealidad comprendido entre 5,0x10° M v 1,58x10" M, ecuacién
de la recta: y = -0,697 + 33745,499 x, con r = 0,999, limite de de-
teccién de 1,18x10 " M, concentracién de glucosa correspondiente
a la saturacién enzimatica 3,85x10" M v Km_=1,08x10" M. La
reaccion global del biosensor fue rapida. Al ensayar cuatro electro-
dos preparados con discos de membrana polimérica tomados al
azar del mismo gel las repuestas fueron muy similares, lo que
demuestira la homogeneidad de dicho gel. Al realizar varias medi-
das conseculivas sobre la misma membrana se observa un ligero
descenso en la respuesta, probablemente debido a la lenta difusion
de los producios de la reaccion enzimatica que dificultan la entra-
da de la glucosa.
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Fioura 3. Cindtica enzimdtica de la glicosa oxidasa mmovilizada fisicamciite et la
membrana polintérica.

Interferencia causada por el dcido ascérbico

Teniendo en cuenta el objetivo de eslte biosensor v su posible
aplicacién como dispositivo para la determinacion cuantilativa de
glucosa en sistemas bioldgicos de malrices complejas, es necesario
evitar las posibles interferencias causadas por sustancias que sufran
oxidacién al polencial aplicado (+ 0,7 V) en la determinaciéon de
la glucosa. El dcido ascorbico es la principal cspecie interterente.
Si se consideran las constantes de disociacién de esta molécula,
pK, = 4,17 y pK, = 11,57, al pH (isiolégico y al que habitualmente
se realizan las medidas analiticas, el acido ascérbico presentara una
carga ncgaliva. Una posible forma de eliminar la interferencia cau-
sada pov la oxidacién del acido ascérbico al potencial de trabajo
serfa tratar de impedir su acercamiento a la superficie electrédica.
Con este propdsito se incorpora una carga negativa a la superficie de
Ja membrana polimérica que provoque una repulsién electrostatica
entre esta especie y la membrana dificultando su acercamiento a la
superficie electrodica y como consecuencia su oxidacion, eliminan-
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dose, asi, la inter(erencia. Una forma de introducjr esa carga nega-
tiva en la membrana consiste en anadir estiren sulfonato de sodio al
medio de reaccién (Fig. 2). Es necesario tener presente la cantidad
diaria de vitamina C recomendada para la salud de los adultos, 45
mg. En el mejor de los casos, que la absorcion de la vitamina C fuera
del 100 % en sangre se encounlrarian concentraciones de aproxima-
damente 5x10* M, es decir, muy inferioves a las concentraciones de
acido ascorbico utilizadas en este estudio.

Con este propésito se estudié el comportamiento de la glucosa vy
del dcido ascédrbico frente a dos membranas de distinia composi-
cién: (a) membrana enzimatica de poliacrilamida v (b) membrana
enzimilica de poliacrilamida cargada negativamente con grupos
sulfonato.

La Figura 4 muestra la sefal del electrodo formado por la enzima
atrapada en la membrana polimérica cargada negativamente, frente
a disoluciones de glucosa patrén. Para e] jntervalo de concentracio-
nes de glucosa comprendido entre 2,0x)0" M y 9,8x)0™ M la corrien-

250
T Vmax

200 +

150 +
1/2 Vmax

CORRIENTE (nA)

‘ Kmap=7,75E-04 M

0 — v — — !

— T

0,00E+00 5,00€-04 1,00E-03 1,50€-03 2.00E-03
CONCENTRACION GLUCOSA (M)

Ficuea 4. Cindtica enzimdiica de la glucosa oxidasa iminovilizada [isicamente en la
membrana poliniérica provista de erupos sulfonato
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te aumenta linealmente con la conceniracion de sustrato. Para con-
centraciones superiores a 1,85x 107 M el valor de la corviente apenas
se modifica. El Iimite de deteccidon fue de 3,56x10“ M vy el valor de
Km, , 7,75x10" M. La respuesta del electrodo enzimatico fue rapida.
Al preparar distintos electrodos con membranas obtenidas al azar de
un mismo gel, las repuestas oblenidas fueron totalmente aleatorias,
lo que significa que la presencia de estiren sulfonato de sodio en el
gel afecta enormemente a la reticulacion dando como resultado geles
muy heterogéneos.

La Figura 5 muestra el comportamiento del acido ascérbico fren-
te a electrodos de platino, sin membrana y con membranas de dis-
tinta composicién. Primero se estudié el efecto del gel de poliacrila-
mida sin y con enzima y en ambos casos los resultados fueron
semejantes pero significativamente menores a los obtenidos con el
electrodo de platino sin membrana como era de esperar por la ba-
rrera ditusional que crean Jas membranas poliméricas. Es importian-

1000 + _o— Con membrana polimérica snzimdtica y grupos sulfonalo
1 X
800 —&— Con membrana polimérica enziméatica
800 +
— —a— Con membeana polimérca
« 700 +
C .
o 600 + X Sinmembrana x
z
& 500 +
r i
2 400 |
o 300 4
200 +
100 4 X —
0 A ¥ ¢ ® *
0,00E+ 1,00E- 2,00E2- 3,00E- 4,00E- 5,00E- 6,00E- 7,00€-
00 04 04 04 04 Q4 04 04

CONCENTRACION ACIDO ASCORBICO (M}

Figura 5. Curvas de calibrado del dcido ascorbico frente al elecrrodo de platino
cublerto por distinias membranas.
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te indicar que las membranas poliméricas enzimaticas generan sena-
les ligeramente mayores que las generadas por las membranas pali-
méricas sin enzima. Este resultado se podria explicar como conse-
cuencia del ensanchamiento efectivo que sufre el poro de la matriz
polimérica, como si se tratara de un sistema elastico, hinchandose
cuando una macremolécula como la enzima se introduce en él. Este
mayor tamafo de poro traerfa como consecuencia una menor difi-
cultad para atravesar la membrana. Al ser la membrana polimérica
enzimatica con grupos sulfonato la empleada, la senal obtenida [ue
tres veces menor, lo que prueba la repulsion ejercida por las cargas
negativas. Bajo estas condiciones experimentales, la concentracion
de acido ascorbico media encontrada en las muestras bioldgicas,
alrededor de 1x107 M, no produciria un cambio significativo en la
respuesta gue se pudiera considerar como interferencia en las medi-
das de glucosa.

Determinacion de glucosa en medios de cultivo

En la preparaciéon de un medio de cultivo celular es importante
reproducir, en la medida de lo posible, las condiciones medioam-
bientales de las células que van a crecer en é]. El crecimiento
celular puede caracterizarse en términos cuantitativos, hay varios
factores que lo determinan, uno de ellos es la concentracion de
putrientes, por su efecto directo sobre la velocidad de crecimiento
celular. Por ello, la determinaciéon del contenido en glucosa del
medic de crecimiento ha adquirido una gran importancia. El bio-
sensor propuesto en este estudio se ha utilizado para la cuantifi-
cacion de glucosa en 16 muestras de 100 mL de medio de cultivo
comercializado, las concentraciones de glucpsa en las muestras
estaban comprendidas entre 0 mM v 20 mM. La Tabla 1 muestra
los resuliados obtenidos. Como método de referencia se utilizo un
método espectrofotométrico basado en las medidas de absorcion de
la quinoneimida generada en la reaccién del H,0, producido enzi-
maéaticamente con la glucosa en presencia de glucosa oxidasa y oxi-
geno, con 4-aminoantipirina y p-hidroxibenceno sulfonato, en pre-
sencia de peroxidasa a 505 nm.
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Tasia 1. Concentracion de glucosa de los medios de cultivo obtenida experimenial-

menie.
NUMERO DE METODO METODO DE
MUESTRA PROPUESTO" REFERENCIA®
1 17 mM 21.08 mm
2 19 mM 20.45 Mm
3 15 mM 17.67 mM |
4 9.62 mM 11.10 mM |
5 2.79 mM 381 mM
6 (.04 mM .13 mM
7 0.3 mM 0
8 0 0

' Biosensor con membrana polimérica enzimatica que incluye grupos sulfonato
" Método de referencia utilizado habitualmente ¢n Ja cuantificacion de la glu-
cosa presente en los medio de cultivo cclular

Al comparar los resultados obtenidos con e] biosensor propuesto
con los obtenidos mediante el método de referencia se puede obser-
vay que en todas las muestras los resultados obtenidos con el biosen-
sor son aproximadamente un 15 % mas bajos, probablemente debido
al momenio en el que se hizo el analisis, ya que las medidas obte-
nidas con el biosensor se realizaron tres dias después de las medidas
obtenidas con el método de referencia. Durante este periodo de tiem-
po las muestras se mmantuvieron congeladas Jas primeras 48 horas
para evitar el posible consumo de nuirientes por parte de las células,
procediendo a su descongelacion 24 horas anles del andlisis. Este
descenso en el contenido de glucosa podria haberse debido al con-
sumo natural de nulrientes por las células.
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