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RESUM EN

Se propone un nuevo diseño de bioscnsor amperomét rico para la determina
ci ón de glucosa, utilizando glucosa oxidasu inmovili zada en membranas de poliu 
crilamida. obtenidas median il' la polirncrizucton inducida por rndiución gamma.
El intervalo de Iinculidad obtenido fue 5,OxIO ' M - 1,58x10 ' M. Se estudio la
interferencia producida por el ácido ascórblco. El bioscnsor propuesto se ut iliz¡)
para determinar el contenido en glucosa de medios de cu lt ivo celular y los resu l
tados obtenidos Sl' compararon con los obtenidos por un método cspectrofotom é
u-leo cnzim áuco.
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SUM:\1ARY

Biosensor Ior glucose measurements based on glucose cuidase enlrapmcnt
in polyal"rylamidc mcmhranc .

An arnpcrornctric g IUCOSl' hloscnsor wa-, constructcd u si ng g lllC(lSe (lxi Jase
irnmobtl¡zv-d into polvacrvlarnlde nu-mbru ncs ubtalncd bv gamma rudiunon-indu
cod P()]vllll'ri/at ¡lm. Cu llbra uun curves w...r'c lin ea l in rh c 5)(10 ' M • 1.58)(10 ' \ 1
rangc. TIl<.' lnn-rfcrcncc of cscorb¡c uctd was vrudtcd. Th c biovcn-,nr was emplovcd
ro a na lvzc a gfucocc-con taíníng ccll culture media anJ thc rcsuhs W\.'I"I..' comparecí
to tbosc obunm-d bv a n cnzvmatic -pcctrophotomcu-ic mcthod .
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INTRODUCCIÓN

Desde los años setenta se ha observado un gran incremento en el
uso de preparaciones enzim áticas como reactivos analíticos, en sus
dos ve rsiones . solubles e inmovilizadas sobre una matriz Inerte (1-2).
La glucosa oxidasa es. sin duda, la enzima más utilizada como reacti
vo analitico debido. no solo a su e ficacia e n la dete rmi nació n de glu
cosa. es pecie de gran in te rés a nal ítico. s ino también debido a su bajo
precio y bu ena es ta b ilidad, ta nto solub le como inmo viliza da . Todo ello
hace del sis te ma glucosa/gluc osa o xidase un m odelo rnuv conve nien
te. e n part icular en el campo de los bioscnsorcs (3).

Uno de los mét od os m ás co m u nes de inmovil iza ci ón cnzi m á tica
u tili zados e n el d iseño de el ectrodos cnzi má ticos o bioscnsores con
s iste en el a trapamiento del e nz ima en u na m atri z polim éric a . El
sis tema de atrapamiento en geles poliméricos es ta n poco agresivo
como el de adso rci ón. es decir. las biomol éculas no se unen covalen
temen te a la matriz. lo que evita la pérdida de act ividad cnzim ática.
ta n habi tua l en los procesos de inmovilización POI- un iones covalen
tes o enlaces cruzados. Los geles de poliacrilamida han sido (4) y
siguen siendo (5-8) sistemas de inmovilización de biomoléculas muy
adecuados para la fabricaci ón de bioscnsores.

Genera lmente, la s reacciones de polimerización u tilizan como
agente in ic iado r pcrsulfato de amonio ~. como catalizador de la rcac
ció n . .N' ..N' .N·.N'- tc tra metílc t ile nd ia m ina (TE ¡\1E D) (9. 10). Esta
reacción res u lta m á s eficaz que la poli merización con riboflav i-
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na ac tivada con rad iació n UV. pero re q uiere de un cu idadoso control
de las cond iciones de polimeri zación si se q u ieren obtener resu lta dos
fiab les. El métod o de la ribofla vina t iene la ven taja de que no se inicia
hasta que la di solución del gel se ex pone a la radiación UV.

Es bien conocido el pro ble m a que a pa rece al u til iza r gel de po
lia cri lamida como material iner te e n la inmovilizaci ón c nzi m á tic a.
Se ha demostrado que , utili zando es te procedimiento, la ac tividad
enzimá tica desciende drá st icamente. (alcanzando va lores del 22% de
la ac tividad e n contraste con el 80-90% consegu ido cuando el mismo
enzima se inmoviliza en gela tina) , esta caída de la ac tividad tan
acusada es u n "efecto secundar io" del proceso de fotopolimcriza ci ón
clásico que requ iere la preparación del gel. Y q ue presenta el incon
venient e de producir un exceso de radicales q ue dañan irreve rs ible
m ent e al e nz ima.

Pa ra evi tar es tos problemas, a lgu nos a u to res han e nsayado un
procedi miento de inmovilizaci ón basado en la pol imerizaci ón indu
cida POI- radiación gamma a baja te mperatura de una d isolución
acuosa de la enzima me zclada con és te re s acrílicos y mct acrtl icos
formado res de cris ta les ( 11-15). La pri ncipa l carac terís tica de la
matri z polimérica o bt enida por es te m étodo es su es truc tu ra porosa
que resulta de los microcri stalcs de h ielo dispersos e n el m on ómcro
fr ío . La enzima se encue n tra atrapada fís icamente sobre las paredes
de los poros. Co n esta técnica de inmovil ización, no es necesario el
in ici ado r o di solvente o rgán ico para la polimerización. La ven taja de
est e m étodo de a tra pa mien to se debe al he cho de que , a l no haber
en laces covalcn tcs en tre la e nz ima y la matri z polimérica , se man
tienen las propiedades nat ivas de la enzima.

Galiatsatos y col. (1 6) y Haji zadch y col. (1 7) u tili za ron rad iación
gam ma para la obtención de pol ímero s des tinados a la modificación
de electrodos, estos autores ha n most ra do q ue la glucosa ox idase y la
lactato oxidasa pueden inmoviliza rse en una mat ri z de poli (vini la l
cohol) o b te n iendo una capa enzimát ica en sandwich entre dos capas
de pol ímero. Do ret ti y col. (t 8) inmovilizaron colina ox idasa en mem
branas de poli (h idroxieti lmetacri lato) obtenidas mediante polimer i
zac ión inducida por rad iación gamma a baja temperatura. Birch y col.
(19) han u tili za do la rad iación g de /lOCo pa ra inmovili za r matri ces de
hidrogeles alrededor de la supe rficie de un electrodo de grafito.
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