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RESUMEN

Se desarrollaron cinco sensores sencillos, nano-estructurados,
desechables o regenerables, rdpidos y de bagjo costo para Ia
cuantificaciéon de la actividad de dos enzimas del grupo de las hidrolizas:

tripsina y lipasa ampliamente aplicadas en la industria biotecnoldgica.

Los cinco sensores (tres para la cuantificacion de la tripsina y dos
para la lipasa) se basan en la medicion de la velocidad de la
descomposicidon de la capa sensible del sensor por hidrolisis catalizada por
la enzima, aplicando transductores piezoeléctricos (micro-balanza de
cuarzo) y 6pticos (espectrofotométricos y nefelométricos) en el caso de la

tripsina, asi como impedimétricos y conductométricos en caso de la lipasa.

Los sensores desarrollados fueron caracterizados metroldgicamente
y sus caracteristicas se optimizaron con respecto a: tiempo de la respuesta,
rango linear y precision de la cuantificacion, limite de deteccién (LOD),

sensibilidad y reproducibilidad de la respuesta.

Finalmente, los sensores desarrollados fueron validados aplicdndolos
para medicion de las actividades enzimdticas de muestras reales en
comparacion con métodos y sensores existentes estandarizados. Los
resultados obtenidos en la caracterizacion metrolégica y la validacion de

los sensores objeto de la tesis son presentados y discutidos.




INTRODUCCION

Las hidrolasas pertenecen a un grupo de enzimas que catalizan
reacciones bioquimicas de hidrdlisis de sustratos de una manera muy
especifica en el sistema digestivo de los animales y seres humanos. Debido
de su especificad las enzimas del grupo de las hidrolasas estdn entre las

enzimas las mds aplicadas en la biotecnologia.

La cualificacién precisa y rdpida de las actividades de las hidrolasas
aplicadas en los procesos biotecnoldgicos tiene gran importancia para
mantener constante la eficiencia de los procesos. Ademds, su actividad es
un criterio importante en el diagnodstico médico especialmente en el caso

de los desérdenes pancredticos.

La necesidad a cuantificar las actividades de las enzimas del grupo
de las hidrolasas genera un gran interés en el desarrollo de sensores y
métodos de determinacién de su actividad enzimdtica y continuamente

optimizar sus caracteristicas metroldgicas.

Este frabajo estd dedicado al desarrollo, caracterizacion vy
optimizacion de las caracteristicas metroldgicas de sensores para la
cuantificacion de las actividades de dos tipos de enzimas del grupo de
hidrolasas: las proteasas y las lipasas. Todos los sensores desarrollados se
basan en la medicion de la velocidad de la descomposicién de una capa
sensible del sensor por hidrolisis catalizada por la enzima, aplicando
transductores piezoeléctricos (micro-balanza de cuarzo) y Opfticos
(espectrofotdbmetro) en el caso de la tripsina, asi como impedimétricos y

conductométricos en caso de la lipasa.




Hidrolasas

Una hidrolasa es una enzima capaz de hidrolizar un enlace quimico.
Por ejemplo, una enzima que catalice la reaccion siguiente serd una
hidrolasa:
A-B + H2O — A-OH + B-H

Nomenclatura

La nomenclatura sistemdtica denomina a estas enzimas como
sustrato hidrolasa; no obstante, aiun se emplea la nomenclatura tradicional
de sustratoasa. Por ejemplo, el dcido nucleico hidrolasa se conoce como

nucleasa. Las enzimas digestivas pertenecen a esta categoria.

Clasificacion de las hidrolasas

Las hidrolasas pertenecen a la categoria EC 3 en la numeraciéon EC

y poseen como subclases las subcategorias siguientes:

e EC 3.1: Actlan sobre enlaces éster. (Esterasas, nucleasas, lipasas,
fosfatasas, fosfodiesterasas)

e EC 3.2: Glicosilasas.

e EC 3.3: ActUan sobre enlaces éter.

e EC 3.4: Actuan sobre enlaces peptidicos. (Proteasas o Peptidasas)

e EC 3.5: Actuan sobre enlaces carbono-nitrégeno no peptidicos.

e EC 3.6: Actiuan sobre los anhidridos de los d&cidos. (Helicasas,
GTPasa)

e EC 3.7: Actuan sobre los enlaces carbono-carbono.

e EC 3.8: ActUuan sobre los enlaces haluro.
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e EC 3.9: ActUan sobre los enlaces fosforo-nitrégeno.

e EC 3.10: ActUan sobre los enlaces azufre-nitrogeno.
e EC 3.11: ActUan sobre los enlaces carbono-fésforo.
e EC 3.12: Actuan sobre los enlaces azufre-azufre.

e EC 3.13: ActUan sobre los enlaces carbono-azufre.

Las hidrolasas catalizan la hidrdlisis de sustratos de una manera muy
especifica: cada enzima cataliza la hidrolisis Unicamente de un grupo de
sustratos y es completamente indiferente con respecto de los ofros grupos

de compuestos presentes.

Proteasas

Las proteasas o peptidasas (E.C. 3.4) son enzimas que rompen los
enlaces peptidicos de las proteinas. Para ello, utilizan una molécula de
agua por lo que pertenecen al grupo de las hidrolasas. Se agrupan en
cinco clases principales en funcién de su mecanismo de catdlisis: serin-,
freonin-, cistein-, aspartil- y metalo- proteasas. Se sintetizan en todos los
organismos y constituyen 1-5% del contenido del genoma. Las reacciones
proteoliticas tienen varias funciones para la célula, entre ellas: digestion de
proteinas de los alimentos como fuente de aminodcidos, conversidn de
proteinas inactivas (proenzimas, zimdgenos, pre-hormonas) en sus formas

funcionales finales, separacién de proteinas virales, etc. [1].

Tripsina

Las enzimas de tipo tripsina son las proteasas principales en el

sistema digestivo humano [2]. La tripsina es producida por el pdncreas en

1




forma de tripsindgeno (enzima inactiva) y luego es activada en el

duodeno por la enteroquinasa intestinal a tripsina (enzima activa)
mediante corte proteolitico [3]. Por lo tanto, la determinacion de la tripsina
es una prueba diagndstica especifica y fiable de la funcidon pancredtica y
de su alteracion (pancreatitis, cancer pancredtico, fibrosis quistica, etc.) [4,
5]. La fripsina es una endopeptidasa digestiva que tiene un peso molecular
de alrededor de 24-25 kDa [6, 7] que estd presente en el fracto digestivo
de muchos animales y juega un papel importante en la activacion de
endopeptidasas digestivas. La tripsina formada a partir de tripsindgeno
(zimdgeno o proenzima inactiva de la tripsina) activa a otras moléculas de
tripsindgeno y a ofros zimégenos como el quimotripsindgeno y la

proelastasa [6].

Las proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de
las proteinas. Usan una molécula de agua para hacerlo y por lo tanto se
clasifican como hidrolasas. Es una enzima secretada por el pdncreas que
participa en la degradacion de las proteinas o peptonas, resultantes de la
accion de la pepsina gdstrica. La proteasa se secreta en forma de
proenzima y es activada por el jugo intestinal. Se administra junto con las
otras proenzimas pancredticas (amilasa, lipasa) cuando existe disminucién

de las secreciones pancredticas.

Nuestros cuerpos utilizan proteina, un nutriente que se compone de
aminodcidos, para ayudar a mantener y reparar los tejidos. La enzima
utilizada para digerir la proteina, que es uno de los nutrientes dificiles de
digerir, se denomina proteasa. Durante la digestion, nuestros cuerpos
utilizan d&cido clorhidrico y enzimas proteoliticas o proteasas para la

descomposicion de las moléculas de proteinas en aminodcidos distintos. A
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confinuacion, se absorbe a fravés de la pared intestinal. Si el cuerpo no

digiere correctamente todas las proteinas, enfrardn en el

circulatorio y otras partes del cuerpo.

Figura 1. Estructura tridimensional de la tripsina y los drganos de su produccion

La tripsina es producida por el pdncreas en forma de ftripsindgeno
(enzima inactiva) y luego es activada en el duodeno por la enteroquinasa
intestinal a tripsina (enzima activa) mediante corte proteolitico. Por lo
tanto, la determinacion de la tripsina es una prueba diagndstica especifica

y fiable de la funcién pancredtica y de su alteracion (pancreatitis, cdncer

pancredtico, fibrosis quistica, etc.)

Figura 2. La tripsina es producida por el pdncreas en forma de tripsindgeno

(enzima inactiva)
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Métodos para la cuantificacion de tripsina

En medicing, las evaluaciones de la actividad de ftripsina sirven
como una prueba diagndstica especifica y preliminar de la funcién
pancredtica y su alteracion: fibrosis quistica, pancreatitis cronica, efc. [8-9].
La importancia industrial, biotecnoldgica, y bioguimica de la tripsina, asi
como su significacion clinica genera un gran interés en el desarrollo de
métodos para la actividad de su cuanfificacion. Estos incluyen
principalmente técnicas y sensores basados sobre la accién de la enzima

sobre una pelicula de gelatina acoplada con:

e espectrofotometria [10]

e radioimunologia [11]

e medicion de la temperatura aplicando dispositivo de Bragg [12]
e medicion de la humedad [13]

Millington et al. (1995) sugirid un sensor hologrdfico disenado para
registrar el cambio en el color (longitud de onda) o el brillo creado cuando
la tripsina se escinde en los enlaces peptidicos adyacentes a los residuos
de arginina vy lisina de la gelatina y causa la hinchazén del holograma [14].
Hu y Jang (2012) también utilizaron una respuesta éptica para disenar un
sensor basado en cristal liquido (LC) [15] para el monitoreo en tiempo real
y sin etiquetas de la actividad de la fripsina a través de cambios en la
orientacion de los LC acoplados a la interaccion entre el polielectrolito. y
fosfolipido. La utiidad de un biosensor de resonancia de plasmén de
superficie comercial de Biosensing Instruments Inc. para investigar la
acciéon proteolitica de la tripsina contra varias proteinas se demostrd en el
trabajo de Syed et al. (2011) [16]. Chuang et al. (2010) explotaron el

desplazamiento de la longitud de onda de la resonancia del plasmon de
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la superficie de las nanoparticulas de oro coloidal modificadas con

gelatina cuando se agregan después de la digestion con gelatina para
cuantificar la actividad de la tripsina [17]. Zaccheo et al. (2011) informaron
sobre un sensor galvdnico autoalimentado basado en células para la
deteccion a simple vista de la fripsina sérica [18]. Aunque es fdacil de usar,
proporciona una respuesta dentro de 3 h con un limite de deteccién de
0.5 pg mL-1. Biloivan et al. (2004) desarrollaron series de sensores
electroguimicos mas sensibles y mds rapidos para la determinacion de la
actividad de la tripsina [19]. lonescu et al. (2006 y 2008), Fordyce y Shvarev
(2008), Adjemian et al. (2010), Bas et al. (2010), Stoytcheva et al. (2012),
Chen et al. (2012), con deteccion conductométrica, amperomeétrica,
voltamétrica y potenciométrica [8, 20-25]. Kukwikila y Howorka (2010)
propusieron la deteccidén electroforética de la actividad de la tripsina con
nanoporos, basada en la deteccion de los bloqueos en la corriente idnica
du a la liberacion de hidrolizados de proteinas [26]. La determinacion
eléctrica de la actividad de la fripsina también se realizd utilizando un
resistor de pelicula delgada a base de silicio sobre aislante [27].
Hanumegowda et al. (2005), sugirieron sensores de proteasa sin etiqueta
basados en resonadores de microesferas opticas [28], mientras que un
sensor de tripsina magnetoeldstico inaldmbrico fue fabricado por Wu et al.
(2006) [29]. Este resumen de la literatura demuestra que el gran potencial
de los sensores basados en QCM para la evaluacion de la actividad
enzimdtica no se aprovechd para la estimacion de la actividad de la
tripsina. Hasta donde sabemos, solo Krause et al. (2006) y Stair et al. (2009)
informaron sobre el uso de sensores basados en QCM para la
determinacién de la actividad de las proteasas utilizando QCM [30,31]. La
mayor parte de los estudios se han centrado en la cuantificacién de la

actividad celulasa aplicando la técnica QCM-D [32-36], y en la estimacion
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de la actividad de la glucosa oxidasa inmovilizada mediante el

acoplamiento de QCM y técnicas electrogquimicas [37-39].

Test convencional de Tripsina

El test de fripsina parece ser la prueba mds sensible para el
diagnéstico de la pancreatitis aguda (PA), la cual constituye una
importante causa de morbilidad y mortalidad en México [52] y en el
mundo [53, 54]: la severidad de la pancreatitis aguda no se correlaciona
con el nivel de aumento en suero de la amilasa y de la lipasa [55-58]; la
proteina C reactiva es un predictor Ut de PA a las 48 horas del
establecimiento de los sinftomas, pero no en la fase precoz [59-62]; los
niveles séricos de las citoquinas son indicadores precoces, pero ciertas
citoquinas han mostrado baja especificidad como predictores de la

severidad de la enfermedad [63].

La pancreatitis aguda (PA) es la enfermedad pancredtica mds
frecuente en el mundo. Tiene una incidencia estimada de 4,9 a 80 casos
por 100.000 personas. Cifras en los EUA muestran un incremento del 100%
en el nimero de hospitalizaciones por PA durante las Ultimas 2 décadas.
De acuerdo a datos del Instituto Nacional de Estadistica en 1999, la PA
constituyd la causa nUmero 20 de muerte, con 0,50% de las defunciones en
el pais. Ademds, que en subsecuentes anos ha escalado como causa de

mortalidad.
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Figura 3 La pancreatitis aguda (PA) es la enfermedad pancredtica mds frecuente
en el mundo, ademds, que en subsecuentes afos ha escalado como causa de
mortalidad

La degradacion de la gelatina por la tripsina se ha utilizado como
prueba de deteccidon semicuantitativa sencilla para el diagndstico de los
desdrdenes pancredticos. Sin embargo, tal prueba no se puede calibrar
faciimente. Los métodos cuantitativos sensibles desarrollados hoy en dia
para la determinacion de la tripsina son basados en reacciones de
bioafinidad o utilizan dispositivos que miden el cambio de la temperatura,
de la presion [64] y de la humedad [65] en las peliculas de gelatina. Puesto
que estas técnicas consumen tiempo y requieren una instrumentacion de
laboratorio especifica, asi como un personal capacitado, es necesaria una

herramienta mds rdpida y mds exacta para superar tales desventajas.
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Lipasa

Las lipasas (EC 3.1.1.3) triacilglicerol acilhidrolasa) son enzimas
producidas naturalmente en el pdncreas de los animales que participan
en los procesos de digestion, degradando las grasas y los aceites de los

dcidos grasos y el glicerol [2, 3, 76].

Las lipasas son enzimas solubles en agua, que exhiben la capacidad
de actuar en la interfaz entre las fases acuosa y orgdnica. Principalmente
catalizan la hidrdlisis de enlaces éster de sustratos lipidicos insolubles en
agua. Sin embargo, algunas lipasas también son capaces de catalizar los
procesos de esterificacion, interesterificacion, transesterificacion, aciddlisis,

aminolisis y pueden mostrar propiedades enantioselectivas [77].

Las caracteristicas Unicas y el potencial biotecnoldgico de las
lipasas han llevado a su aplicaciéon en las industrias de alimentos,
detergentes, productos farmacéuticos, cuero, textiles, cosméticos y papel
[4, 78]. Como una alternativa prometedora a la catdlisis quimica
convencional fue sugerida recientemente la producciéon de biodiesel por
transesterificacion catalizada por lipasa [79] un método eficiente

ahorrando energia, y amigable con el medio ambiente.

Las lipasas son de origen vegetal, animal y microbiano, pero solo
lipasas bacterianas y fungicas, tales como: Candida antdrctica (Novozym
435), Candida Rugosa (Lipasa AY), Pseudomonas cepacia (lipasa PS),
Pseudomonas fluorescens (lipasa) AK), Pseudomonas aeruginosa vy
Thermomyces lanuginosa (Lipozime TL) se producen en escala industrial [80,
81]. Entre los microorganismos productores de las lipasas disponibles, 10s

hongos filamentosos pertenecientes a varias especies de los géneros
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Aspergillus [82, 83], Rhizopus [84, 85] Penicillium [86-88] y Trichoderma [89-
91] han sido descritos como Utiles productores de lipasas para fines

industriales.

Figura 4. Imagen generada por computadora de un tipo de lipasa

La creciente demanda industrial de lipasas ha llevado a la
identificacién de nuevos y prospectivas cepas microbianas altamente
productivas a lipasa con altos niveles de actividad enzimdtica vy
especificidad al sustrato. Eso resulto en la generacion de un gran interés en
la aplicacidn de métodos analiticos y sensores para la determinacién
rdpida, confiable, especifica, selectiva y sensible de la actividad de las
lipasas. Investigadores como Jensen, 1983 [92], Thomson et al., 1999 [93],
Beisson et al., 2000 [94], Gupta et al., 2003 [95], Starodoub, 2006 [96], v

Hasan, 2009 [77] presentaron revisiones de la mayoria de estos métodos.
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A continuaciéon, se enlista una breve revision de los métodos y

sensores ya existentes para la cuantificacion de la actividad de las lipasas
basados sobre una gran variedad de principios se proporciona abajo junto

con sus ventajas y las deficiencias.

Eso resulto en la generacion de un gran interés en la aplicacion de
métodos analiticos y sensores para la determinacion rdpida, confiable,
especifica, selectiva y sensible de la actividad de las lipasas. Se enlista una
revision de los métodos y sensores ya existentes para la cuantificaciéon de

la actividad de las lipasas basados sobre una gran variedad de principios:

e Métodos Volumétricos

e Ensayos Colorimétricos

e Meétodos de Espectrofotometria Visible
e Método de Espectrofotometria IR

e Métodos de Fluorometria

e Meétodos de Turbidimetria y Nefelometria
e Ensayos radiactivos

e Inmunoensayos

e Conductometria

e Meétodos Cromatograficos

e Biosensores

o Oftros métodos

Los otros inconvenientes comunes de casi todos los sensores y
métodos existentes para la medicidn de la actividad de la lipasa son, una

vez mads: el requerimiento de personal especializado, asi como reactivos y
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equipos costosos. Estas desventajas se pueden superar con el desarrollo de

nuevos sensores que cumplan con los requisitos de sus aplicaciones
especificas. Por lo tanto, las actividades relativamente altas de las lipasas
aplicadas industrialmente requerian sensores extfremadamente sensibles
que sean mds bien simples, rdpidos y precisos. El desarrollo y la
caracterizacion de sensores para la medicidon de la actividad de la lipasa

que cumplan dichos requisitos es el tema del presente frabagjo.

Métodos Volumétricos.

Se aplica la titulacién para la evaluacion de la actividad de la
lipasa por los dcidos grasos libres producidos por hidrdlisis de los
triacilgliceroles catalizada por la lipasa. El método implica incubaciéon de
la muestra de 24 h a 40°C vy titulacién alcalina (NaOH) al punto final de los
dcidos liberados utilizando fenolftaleina como indicador [?7] o una
titulacion continua de los productos generados aplicando un pH-staf. El
tiempo de incubacion, asi como la separacién répida de la emulsién del
sustrato y la enzima limité su aplicacién y condujo a su modificacion
orientada a la reduccion del tiempo de incubaciéon y optimizacion de

condiciones experimentales [98].

Los sustratos ideales son los triacilgliceroles de cadena larga como la
trioleina que es un sustrato de la lipasa altamente especifico y también el
aceite de oliva [99, 100]. El alto contenido de trioleina en aceite de oliva
(hasta 30%) y su menor costo lo hace mds adecuado en ensayos de
actividad de lipasa. Otro sustrato comUnmente utilizado es la tributirina que
no es tan especifica como trioleina, pero exhibe la propiedad de formar
dispersiones acuosas en ausencia de emulsionantes [101]. El dcido butirico

y butirato de sodio liberados son solubles en agua, en contraste con la
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trioleina, el aceite de oliva y los productos de su lipdlisis. El sustrato

recomendado de la farmacopea europea del ensayo estdndar de
evaluacioén de la actividad de la lipasa es aceite de oliva, estabilizada en

una emulsion aplicando goma ardbica que aumenta su interfaz [102].

A pesar de sus deficiencias: largo tiempo de andlisis (2
determinaciones por hora), baja sensibilidad (1 pmol mL'), complicado
procedimiento, y errores debidos a la fitulacion incompleta, la titulacion
(volumetria) permanece como método de referencia para la

determinacion de la actividad de las lipasas.

Ensayos Colorimétricos

Los ensayos colorimétricos también se basan en la cuantificacion de
los productos de lipdlisis. Los dcidos grasos producidos se convierten en
complejos cupricos de color azul extraidos por un solvente orgdnico
seguido por una evaluacién por espectrofotometria [103, 104]. El método
se mejord reduciendo el tiempo de andlisis acortando la incubacion y
eliminando los pasos de transferencia de fase (4 determinaciones por hora)
[105-111]. El aumento de sensibilidad se logrd seleccionando reactivos y
disolventes orgdnicos adecuados. [110-112]. El método es especifico y mds
sensible (con rango de actividades medidas 0.02-0.4 nmol mL' [113]) en

comparacion con el método volumétrico (titulacion).

Los inconvenientes del método espectrofotométrico estdn

relacionados con el uso de solventes orgdnicos toxicos.
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Métodos de Espectirofotometria Visible

Los métodos espectrofotométricos para la determinacion de la
actividad de la lipasa ufilizan sustratos sintéticos de la lipasa fransformados
por la hidrdlisis enzimatica en productos capaces de ser detectados por
medio de la espectrofotometria. Los sustratos predominantes son: p-
nitfrofenilo y ésteres de naftilo de cadena molecular larga de acidos grasos,
asi como tioésteres. La lipdlisis de los ésteres del p-nitrofenilicos (lauratos,
palmitatos, oleatos) da lugar al p-nitrofenol de color amarillo, medido a
405-410 nm [114-126]. Ademds, los ésteres de p-nitrofenol podrian sufrir una
hidrdlisis no enzimdtica [94] que representa una fuente de error. La escision
de los naftil ésteres (naftilcaprilato, naftilacetato, naftilpropionato) produce
naftol, que forma un complejo de color rojo con sales de diazonuim vy se
mide a 560 nm [127-130]. Los tioésteres usados como sustratos de lipasa
producen tioles que reaccionan con el reactivo de Ellman para obtener
aniones TNB de color amairillo, evaluados a 412 nm [56- 58]. Estos procesos
han sido empleados en un kit de ensayo para la cuantificacion rdpida y
sensible de la actividad de la lipasa (40-1600 mU ml-1) [134, 135] utilizando
tributirato de dimercaptopropanol (BALB) como sustrato. Otro kit de
ensayo de lipasa fue propuesto por Randox [136] y estd basado en el
método desarrollado por Panteghini [137]. El limite de deteccion

alcanzado en 570 nm es de 4 mU mL-.

Un inconveniente comun de los métodos espectrofotometria es la

baja especificidad de sustratos sintético con respecto de la enzima.

Los métodos dalternativos se basan en cuantificacion por
espectrofotometria  del glicerol formado como resultado de los

triacilgliceroles lipdlisis, segun el siguiente esquema: escision de acilglicerol;
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oxidacion periédica de glicerol a formaldehido; Conversion de

formaldehido con dcido cromotrépico a un cromoforo violeta que luego

es espectrofotométrico cuantificado [138].

Otros ensayos [139-141] hacen uso de una serie de reacciones
enzimdticas acopladas para convertir el glicerol liberado y convertirlo en
un colorante: quinoneimina monitorizado a 545 nm. En el kit de ensayo de
lipasa de BioVision [142], el dlicerol se cuantifica enzimdticamente al
monitorear un cambio Oxi-Red 570nm. Se detecta actividad de lipasa a
niveles tan bagjos como 002 mU por pozo. Los métodos
espectrofotométricos permiten realizar hasta 4 determinaciones por hora,
pero su nimero podria incrementarse hasta 16- 96 determinaciones por
hora utilizando sistemas automatizados con soportes o lectores de

microplacas de 96 pocillos.

Método de Espectrofotometria IR.

El método se basa en el andilisis IR acoplado con la Transformada de
Fourier del Espectro registrado uftilizando triacilgliceroles como sustrato de
la lipasa [143, 144]. Los dcidos grasos y sus ésteres pueden ser evaluados en
base a sus coeficientes molar de absorcion y la ley de Beer en 1730-1750
cm! [145].

Métodos de Fluorometria.
La fluorometria es una técnica andalitica sensible que permite

monitoreo continuo de la actividad enzimdtica. Los métodos
fluorométricos usan: 1) sustratos cromogénicos, o 2) dcidos grasos liberados

cromogénicos. Como sustratos cromogénicos se usa una variedad de
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ésteres de dcidos grasos derivados del dcido parinarico [146-149],

cumarina (umbeliferona) [150-154], compuestos pirénicos [155-158],
resorufina [159], fluoresceina [160], etc. El dcido parinarico es un cromoforo
natural, que proporciona fluorescencia a 432 nm con una longitud de
onda de excitacion a 320 nm. Se aplicdé con éxito a la medicion de la
actividad de la lipasa pancredtica con un limite de deteccién de 0.1 ng
en un pH 8. Un aumento significativo de la fluorescencia del dcido

pardrico libre se observd en presencia de detergentes [94].

El inconveniente del ensayo es la oxidacion del dcido parinarico por
el Oxigeno atmosférico. [94]. Se sintetizaron numerosos ésteres de dcidos
grasos cumarinicos y fueron probados como sustratos de lipasa
cromogénica [154, 161]. La sensibilidad alcanzada es 0.1-5 nmol [153]. Sin

embargo, una hidrdlisis espontdnea ocurre a pH 8,8.

La aplicacion de derivados de acilglicerol pirénico causa un
aumento de la intensidad de fluorescencia mdxima los dcidos grasos
liberados en la hidrdlisis catalizada por lipasa. La escision del sustrato
fluorescente 1, 2-dioleoil-3- (piren-1-il) decanoilrac- glicerol da un dcido
graso fluorescente [162]. Sin embargo, los derivados del acilglicerol

pirénico también estdn poco hidrolizados por las lipasas. [149, 157].

Otro kit de andlisis de lipasa ofrecido por Marker Gene Technologies
Se basa en el uso de oleato de resorufina como sustrato el cual es
fluorescente en longitud de onda larga. La liberacion de resorufin durante

la escisidon se cuantifica por fluorometria [163].
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Otro método basado en la hidrdlisis catalizada por lipasa implica la

conversion de acidos grasos libres en cromogénicos utilizando rodamina B
y midiendo la fluorescencia emitida a 535 nm con una longitud de onda
de excitacion a 485 nm [164-166]. El método es rdpido, podria ser
automatizado, y permite la determinaciéon simultdnea de un gran niUmero

de muestras utilizando diversos sustratos.

Métodos de Turbidimetria y Nefelometria.

La turbidimetria es un método para determinar la concentracién de
una sustancia en una solucién midiendo el cambio de Intensidad de la luz
en la direccion de propagaciéon del incidente. La cuantificacion de la
actividad de la lipasa se realiza monitorizando la disminucién con el
tiempo de la absorbancia de una emulsion de triacilglicerol, debido a su
degradacién con liberacion de dcidos grasos libres [167-174]. El método
turbidimétrico de Neumann [168, 169] fue Comercializado por Boehringer-

Mannheim.

Otra técnica involucré el uso de unos compuestos especiales
conocidos como Tweens como sustratos con actividad determinada por el
aumento de la absorbancia debido a la precipitacion de los productos de
la lipdlisis como sales de calcio [175, 176]. El método es 36 veces mds
sensible que el ensayo ftitrimétrico con Tween 20, y 4 veces mds sensible

que el ensayo espectrofotométrico con p-nitrofenilo palmitato [95].

La nefelometria implica la medicién de la intensidad de la luz
dispersa. La determinaciéon nefelométrica de la actividad de la lipasa
podria realizarse répidamente en un lapso de 2 a 4 minutos [175-177]. En

general, la turbidimetria y la nefelometria son métodos muy convenientes
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para la evaluacion rdpida de la actividad de la lipasa. Los problemas que

surgen y algunas soluciones de estos métodos fueron reportados por Tietz
[173].

Ensayos radiactivos.

Las dos técnicas principales de ensayos radioactivos aplicadas
incluyen: 1) uso de sustratos de lipasa radioactivos (marcados) vy
cuantificaciéon de los productos liberados y 2) uso de sustratos no
marcados y determinacion de los dcidos grasos libres marcados ya una
vez liberados. Los sustratos radioactivos comUnmente utilizados son los
oleoylgliceroles marcados con 14C o 3H, asi como yodo-131 [178-181]. La
cantfidad del producto detectable es del orden de nanogramos [92]. Los
dcidos grasos estdn marcados con 63Ni [182]. Los ensayos radiactivos son
métodos analiticos especificos y sensibles que no permiten un seguimiento
continuo, pero llevan mucho tiempo, debido a la extracciéon de los dcidos

grasos, ademds de hacer uso de sustancias radiactivas.

Inmunoensayos

Los inmunoensayos son conocidos como técnicas altamente
especificas y sensibles para la determinacién de la actividad de las lipasas.
Estos métodos son de primordial importancia para el diagndstico clinico y
son aplicados para la cuantificacion de lipasas en suero y plasma, tejidos y
lisados de cultivos celulares, y duodeno [183-197]. Se han desarrollado
varios kits de pruebas clinicas basados en el ensayo ELISA, y son Utiles en el

rango desde 500 ng mL! lipasa [198-204].
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Estas técnicas no son adecuadas para la evaluacién de la

actividad de las lipasas originadas por diversas fuentes, porque requieren
la seleccion de una amplia gama de anticuerpos especificos. Ademdas, la
enzima podria formar agregados lo que limita la exactitud de los ensayos
[205].

Métodos Conductométricos

La evaluacion conductométrica de la actividad de la lipasa se basa
en la medicion de la variacién de la conductancia de la solucion debido
de la liberacién de dcidos grasos libres. Se obtuvieron resultados fiables
utilizando triacetina [206-1208] que es un sustrato adecuado debido a su

solubilidad en agua.

El inconveniente de la técnica es el periodo largo de tftiempo de la
medicion el cual llega a ser de mdas de media hora. Asi también, las

mediciones sufren de una alta dependencia de la temperatura.

Métodos Cromatogrdficos.

Los métodos aplicados actualmente para la medicion de lipidos y
dcidos grasos liberados son: cromatografia de capa fina, cromatografia
de gases, y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El estado
actual del andlisis de lipidos por cromatografia en capa fina fue revisado
recientemente por Fuchs et al. [209]. El método es sensible y permite

detectar picomoles de dcidos grasosos. [210].

Un método simple y rdpido para la determinacion de la actividad

de la lipasa utilizando cromatografia de gases con tributirina como sustrato
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fue reportado por Kulkarni y Li [211]. Las técnicas cromatogrdficas

involucran procedimientos de tratamiento directo, un corto periodo de

incubacion y solo 6 min de tiempo de andilisis tras la reaccion enzimdtica.

Los meétfodos para monitorizacion directa por HPLC de las
reacciones de la lipasa fueron desarrollados por Ergan y André [212].
Mingarro et al. [213] reporto un método HPLC para mediciéon directo de la

actividad de lipasa en medios micelares inversos.

Un nuevo ensayo de lipasa in vitro que supera el sustrato y las
limitaciones de pH de las técnicas convencionales fue desarrollado por
Hao et al. [214]. Se basa en la cuantificacion de dcidos grasos por
cromatografia liguida acoplada con espectrometria de masas. Sin
embargo, las determinaciones cromatogrdficas siguen siendo caras y
consumen mucho tiempo. Ademds, requieren personal capacitado y

equipos de laboratorio sofisticados.

Otros métodos

Un método de gquimioluminiscencia, que permite a efectuar un solo
ensayo dentro de 5 min fue sugerido por Arima et al. [223]. El método tiene
una sensibilidad y una respetabilidad superior a las del método de
titulacion. El método fue aplicado para la determinacion de la actividad

de la lipasa en productos farmacéuticos preparativos.

Biosensores

Varios biosensores fueron desarrollados para determinaciéon de

sustratos de lipasas y productos de lipdlisis., utilizando enzimas inmovilizadas
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revisados por Starodub [96]. Por ejemplo, los biosensores amperométricos,

para la determinacién de triglicéridos son construidos aplicando
inmovilizacién de lipasa, glicerol quinasa y glicerol-3- fosfato oxidasa en
varios soportes: acetato de celulosa. [216], PVC [217], alcohol polivinilico
[218], cascara de huevo [219], o nanoparticulas de quitosano y oxido de
zinc como una pelicula compuesta [220] depositada sobre la superficie de

un electrodo de Pft.

Un sensor capacitivo con una estructura tipo sdandwich:
AU/S(CH2)17CHs/ substrato/electrolito fue reportado [221] donde la
actividad de la enzima se cuantifica por monitoreo de la velocidad de
desorcion de los productos de la lipdlisis midiendo el aumento de la

capacitancia del electrodo.

Recientemente se desarrolld un sensor basado sobre la aplicacion
de una microbalanza de cuarzo con disipacion (QCM-D) [222]. La triolina
utilizada como sustrato de lipasa fue depositada sobre la superficie del
electrodo de oro de la microbaloza QCM-D. La degradacion de la
pelicula de trioleina por la enzima fue continuamente monitoreada
midiendo los cambios en frecuencia y disipacion y los dos pardmetros se
correlacionaron a la actividad de la lipasa. Los biosensores son
considerados como herramientas analiticas prometedoras debido a la

rapidez y sensibilidad de las determinaciones y su bajo costo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tripsina EC 3.4 (pepfidasas) es una enzima del grupo de las
hidrolasas que degrada las proteinas. La cuantificacion precisa y rdpida
de la actividad de la tripsina es muy importante para el control de algunos
procesos biotecnoldgicos asi como para el diagndstico médico ya que la
determinacion de la actividad de esta enzima es un indicador especifico y
fiable de la funcidén pancredtica, ya que la alteraciéon de la actividad de la
tripsina es una senal para alguna enfermedad como cdncer pancredtico,
fibrosis quistica, pancreatitis aguda (PA), etc., siendo la PA una importante

causa de morbilidad y mortalidad en México y en el mundo.

Las lipasas E.C. 3.1.1.3,) (triacilglicerol acilhidrolasa), enzimas del
grupo de las hidrolasas catalizan la hidrdlisis de grasas y aceites en dcidos
grasos y glicerol tienen aplicaciones industriales. Los sectores de alimentos,
detergentes, farmacéuticos y biocombustibles son las dreas industriales
mds significativas de las aplicaciones de lipasa [1-5, 78, 226-231] que
requieren una evaluacion simple, rdpida y precisa de la actividad
enzimdtica. La actividad de la lipasa es crucial para el mantenimiento de
la estabilidad de los procesos industriales y también es un importante

indicador en la medicina, de algunas enfermedades pancredticas.

Hasta ahora se han desarrollado muchos tipos de sensores y
métodos para la cuantificacién de la actividad de la tripsina vy lipasa,
basados en técnicas de medicidn como espectrofotometria, titulacion,
ensayo radioactivo, inmunoensayo, conductometria, cromatografia,
microbalanza de cristal de cuarzo, etc. [12, 14, 20, 21, 65, 66]. Sus
inconvenientes comunes son: los procedimientos complicados y largos; se

aplican por personal especializado y altamente capacitado; se requieren
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reactivos y equipos de laboratorio costosos y sofisticados, incluso

materiales radiactivos.

Debido de los problemas mencionados se necesitan sensores y
métodos para la determinacion de las actividades de la tripsina y la lipasa
que son simples, répidos, precisos, de bajo costo, capas de ser aplicados

por personal no capacitado en la industria biotecnoldgica.
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JUSTIFICACION

La medicién rdpida, simple y confiable de la actividad de las
enzimas del grupo de las proteasas tiene una importante aplicacion en la
industria biotecnoldgica donde la informacién sobre la actividad de las
enzimas utilizadas es crucial para la eficiencia del proceso. También la
determinacién precisa de la actividad de las enzimas del grupo de las
hidrolasas es importante en el diagndstico médico de los desdérdenes

pancredticos tales como:

e Pancreatitis Aguda,
e Cdancer pancredtico,

e fibrosis quistica, entre ofras.

Desafortunadamente los métodos aplicados recientemente el
sector industrial y médico son complicados, lentos, costosos y requieren
personal altamente capacitado para su realizaciéon. Debido de eso se
necesitan métodos y sensores simples, rapidos, precisos y econdmicos para

ser aplicados en industria y la medicina.
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OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es: desarrollo, caracterizacion
metroldgica y optimizacion (maximizacion de la amplitud y minimizaciéon
del fiempo de la respuesta) de sensores para la cuantificacion de la

actividad de las enzimas del grupo de las proteasas: tripsina y lipasa.

Objetivos Particulares

1. Determinacién de las caracteristicas metroldgicas y analiticas de los
sensores nanoestructurados de fripsina y lipasa utilizando soluciones

patrones

2. Estudio de la influencia de los pardmetros operacionales mencionados
sobre la amplitud de la respuesta y el tiempo de la respuesta:

e pHy velocidad de agitacion

e tipo del sustrato aplicado como elemento sensible

e composicidon y tamano de las nanoparticulas

e la carga de la capa sensible con nanoparticulas

e estado de la superficie de las nanoparticulas (presencia o

ausencia de modificacion)

3. Optimizacion de los valores de los 5 pardmetros mencionados para

maximizar la amplitud y minimizar el tiempo de la respuesta

4. Validacion de los resultados obtenidos aplicando los sensores

desarrollados por comparacion con los métodos estandarizados.
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HIPOTESIS

Las enzimas del grupo de las hidrolasas catalizan la degradaciéon de
sus substratos por hidrolisis la velocidad del cual es proporcional de la
actividad de la enzima. Este hecho permite aplicar transductores
avanzados tales como: piezoeléctrico, Optico, impedimétrico vy
conductométrico para la deteccion de la velocidad de la degradacion

de una capa sensible hecha de un sustrato de la enzima.

La degradacién enzimdtica de la capa sensible resulta en la
disminucion de su grosor, lo que hace posible su deteccion por
impedancia eléctrica y conductometria, y su masa permite la aplicacion
de una QCM, asi como la dispersion de la luz en la solucién de la muestra
que facilita a su vez la aplicacion de la nefelometria. Asi el registro de estos
pardmetros como funcién del fiempo dard como resultado curvas
cinéficas de la degradacion de los sustratos, que caracterizan las

actividades enzimdaticas.

La carga de la capa sensible aplicada en un sensor en base a QCM
con nanoparticulas conformada por un material con masa especifica
mucho mds elevado que el sustrato (como Fe20s) resultara en un aumento
en el cambio de la masa provocado por el proceso enzimdtico,
incrementando de esta manera la amplitud de la respuesta. De igual
manera la salida se las nanoparticulas reflejantes la luz de la capa sensible

amplificard la respuesta optica.

De la misma manera, la carga del sustrato aplicado en los sensores
con base en la impedancia eléctrica y conductometria con

nanoparticulas hechas de un material con alta resistividad y alta

35




permeabilidad eléctrica (tales como SiO2) provocard un cambio

significativo en la conductividad y la impedancia de la capa sensible
durante su degradacion enzimdtica debido de la liberacion de las
nanoparticulas, incrementando de esta manera la amplitud de la

respuesta del sensor.

Las consideraciones presentadas arriba son las bases del desarrollo

de los sensores objetivo de este trabajo.
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MARCO TEORICO

Biosensores en la cuantificacion de la actividad enzimatica de
las hidrolasas

¢ Qué es un biosensor?

Los biosensores, segun la definicion de la IUPAC, son "Disposifivos
que utilizan reacciones bioquimicas especificas mediadas por enzimas
aisladas, inmunosistemas, tejidos, orgdnulos o células enteras para

detectar compuestos quimicos usualmente por electricidad, senales

m, ¢

OI.O
0

Bioreceptor

térmicas u 6pticas” [140].

Transductor

Procesador

Figura 5. Biosensor con consfruccion convencional. Un biosensor es un
dispositivo  analitico  constituido por un componente biolégico de
reconocimiento inmovilizado, el cual estd comunicado con un sistema de
transduccion que transforma la senal bioquimica en sefnal
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Un biosensor se puede definir como un dispositivo compuesto por

dos elementos fundamentales: unreceptor bioldgico (por ejemplo:
proteinas, ADN, células, etc.) preparado para detectar especificamente
una sustancia aprovechando la especificidad de las interacciones
biomoleculares y un transductor o sensor, capaz de interpretar la reaccion
de reconocimiento bioldgico que produce el receptor y "traducirla” en una
senal cuantificable. Los dos constituyentes del biosensor estdn integrados
conjuntamente y es precisamente esta unidn de dos mundos opuestos la
que le confiere a los biosensores sus caracteristicas especiales

de sensibilidad y selectividad.

Es frecuente confundir el término "biosensor' con un dispositivo que
mide moléculas bioldégicas, cuando en realidad el nombre "biosensor”
hace referencia a la parte receptora bioldgica que lleva incorporada en
su interior. Por ejemplo, es poco conocido que el medidor de glucosa es un
biosensor, ya que en su interior combina un electrodo (tfransductor) con
una capa deenzimas glucosaoxidasas (receptor), encargadas de
catdlizar la reaccidon de descomposicion de la glucosa. Cuando la
reaccién enzimdtica tiene lugar, el electrodo detecta un cambio redox,
que es directamente proporcional a la concenfracion de glucosa en la

sangre del paciente.

Receptores (capas sensibles) y transductores

Desde que en el ano 1962 surgié el primer concepto de biosensor
(biosensor de glucosa, Clark, 1962) el campo de investigacién sobre
biosensores ha ido creciendo de una forma exponencial hasta convertirse

en un drea fundamental de trabagjo.
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Son muchos los dispositivos biosensores que se han desarrollados y

muy variados los mecanismos fisico-quimicos de transduccidn que se han
empleado para traducir la interaccién bioldgica en una senal
cuantificable y Util para el usuario. La clasificaciéon de los biosensores viene
impuesta tanto por la naturaleza de la biocapa receptora elegida como
por el tipo del transductor empleado. Como elementos bioldgicos
receptores se pueden emplear enzimas, anticuerpos, receptores
proteicos, secuencias de oligonucledtidos, fragmentos subcelulares como
mitocondrias, secciones de tejidos animales y vegetales, células
completas, etc. y como transductor, dispositivos épticos, electroquimicos,
y mecano-acusticos, principalmente. La combinacion de las diversas
capas receptoras con los diferentes transductores puede dar lugar a una

gran variedad de dispositivos biosensores.

Receptor biologico

B e
%'l.i i
® X]”
0 "B O
i*‘

o > a¥

W - analito

Figura 6 Esquema del funcionamiento de un biosensor. La muestra a analizar se pone en
contacto con el dispositivo, siendo posible detectar sdlo al analito (+) para el que estd
disenado el receptor bioldgico. Cuando tiene lugar la reaccion de reconocimiento
bioldgico se producen una serie de cambios fisico-quimicos detectados por el transductor,
que produce una senal cuantificable, directamente proporcional a la concentracion del
analito.
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Caracteristicas de los biosensores

Ademds de la sensibilidad y selectividad, una de las caracteristicas
fundamentales que hace afractivos a la mayoria de los biosensores es la
posibilidad de realizar el andlisis de la sustancia a determinar en tiempo
real y de forma directa a diferencia de cualquier andlisis biolégico o clinico
que requiere siempre un marcador (ya sea colorimétrico, fluorescente o
radioactivo). Estas dos caracteristicas confieren a los biosensores la
posibilidad de realizar no sélo un andlisis cualitativo (si/no) y cuantitativo,
sino  también la posibiidad de evaluar lacinética de la
interaccion (constante de afinidad, asociacion, disociacion, etc.) vy, por
tanto, elucidar los mecanismos fundamentales de dicha interaccioén.
Pocas técnicas biotecnoldgicas permiten la evaluacion en tiempo real de
las cinéticas de interaccion, por lo que la tecnologia de los biosensores se
estd imponiendo en todas aquellas dreas donde es fundamental conocer
los detalles cinéticos de la interaccién biomolecular, por ejemplo, en
la evaluacion de fdrmacos potenciales, diagndstico clinico e incluso para

el mantenimiento de la estabilidad de determinados procesos industriales.

Empleo de los biosensores

Las técnicas de andlisis de laboratorio mds habituales, ya sea de
sustancias quimicas o biolégicas, suelen ser laboriosas, consumen mucho
tiempo y en la mayoria de las ocasiones requieren personal especializado
para su manejo. Frente a ellas los biosensores ofrecen la posibilidad
de obtener medidas directas, continuas, de forma rdpida y con alta
sensibilidad. Muchos biosensores ofrecen también las ventajas de poseer
un tamano reducido y portabilidad, por lo que se podrian utilizar en

cualquier lugar, como el hogar, la consulta del médico, y dentfro de la
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industria, en determinados procesos in situ. Esto ademds significa que la

cantidad de muestra para hacer el andlisis es relativamente baja
(de micro a nanolitros), lo cual es de suma importancia si se trata de

andlisis de sangre o de ADN o si la muestra es costosa o dificil de conseguir.

En las Ultimas décadas se ha desarrollado de manera prometedora
el campo de los biosensores, adaptdndolos para la deteccidn exacta de

varios compuestos bioldgicos incluyendo la tripsina vy la lipasa.

Desafortunadamente, los  biosensores opticos [14, 66] vy
electroquimicos [20, 21] propuestos para la cuantificacion de la tripsina son
respectivamente no suficientemente sensibles o utilizan un principio de

deteccion sofisticado.

Una alternativa sencilla a los métodos de laboratorio existentes
mencionados para la cuantificacion de proteasas es la aplicacién de un
biosensor sencillo y econdmico desechable utilizando como elemento
sensible una capa degradable por la enzima en combinaciéon con un

transductor piezoeléctrico o fotométrico.

Fundamento tedrico de los biosensores piezoeléciricos (QCM)

En el biosensor piezoeléctrico gravimétrico usa una microbalanza de
cristal de cuarzo (QCM) como un fransductor altamente preciso y estable

que contiene un cristal de cuarzo modificado (ver la Figura 5).

Los sensores QCM son construidos con una fina Idmina de cristal de
cuarzo situado enfre dos electrodos, donde la frecuencia de oscilacidon del

sensor viene dada por el grueso de la I[dmina de cuarzo y el corte del
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cristal original para obtener la Idmina. El sistema que se utilizé en este
trabajo estd compuesto por un cristal de cuarzo de corte AT o BT y de 5-25
mm de didmetro. Son fdciles de construir y de usar, no son costosos.
Permiten la detecciéon directa del analito en tiempo real. La determinaciéon
es sensible, independiente de la temperatura. Puede medir cantidades

muy pequenas (10 g hasta 102 g en condiciones 6ptimas).

Figura 7. Los sensores QCM son construidos con una fina Idmina de cristal de
cuarzo situado enfre dos elecfrodos

La modificacion de la superficie del electrodo de trabajo ubicado
sobre la parte sensible del cristal de cuarzo para la fabricacion de los

biosensores se efectud aplicando dos técnicas diferentes.

Inmovilizacién indirecta de la capa sensible
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Se efectUa por la formaciéon de enlaces quimicos utilizando los

grupos amino reactivos del polipirrol funcionalizado electrogenerado sobre
la superficie del electrodo de Au de la QCM. Por ejemplo, se puede usar
una mezcla del sustrato con el mondmero del pirrol y aplicar
electropolimerizacién del sustrato con grupos amino del mondémero del
pirrol en solucién acuosa de 0.1 M LiCIO4 a un potencial de +0.80 V/ ECS. El

espesor de la capa formada se controla por culombimetria (ver Figura 8).

Reference Electrode EQCM Analyzer
Counter Electrode Model 400A Series
Oscillator

~

Computer

Quartz Crystal
EQCM Cell

Figura 8. El cristal del QCM y el equipo QCM para electrodeposicion de la capa sensible

Inmovilizacién directa de la capa sensible

Se puede efectuar por adsorcidon sobre la superficie del electrodo
de frabajo de la QCM. Por ejemplo, micro voliUmenes de la solucién de

sustrato se depositan con una micropipeta sobre la superficie del cristal de
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cuarzo (sobre su electrodo de Au) y el solvente se deja evaporar. Este

método se presenta en la Figura 9.

Figura 9. Deposicion de la capa sensible por adsorcion

Caracterizacion de la superficie modificada de la QCM

La caracterizacion de la superficie del electrodo de la QCM
modificado se puede efectuar por SEM. Los métodos propuestos de
inmovilizacién del sustrato se pueden estandarizar para asegurar la
formacién reproducible de las capas sensibles con una distribucion

homogénea de la molécula bioldgica.

Cdlculo del cambio de masa de la capa sensible degradada por la
enzima

La microbalanza de cristal de cuarzo se basa en la medicion la
frecuencia resonante de un cristal de cuarzo cubierto con un electrodo al

cual se le adhiere, quimica o fisicamente, una determinada sustancia. La
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adhesién o incorporacién de una especie al electrodo modifica la

frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo.

El cambio de frecuencia (Af) estd relacionado al cambio de masa

correspondiente (Am) (ecuacion de Sauerbrey):

Af = -f2(Am/A) /N p

Donde: fo es la frecuencia de oscilacion inicial; A es el area del cristal y p es

su densidad; N es una constante.

En presencia de la enzima en la solucion a analizar, la masa del
sustrato fijado sobre el electrodo del cristal de la QCM se reduce como
resultado de la digestion del sustrato por la enzima. Por consecuencia, la
frecuencia de oscilacion de la QCM aumenta porque se baja la carga del
cristal que sirve como elemento de resonancia. La velocidad de cambio

de la masa y de la frecuencia es proporcional a la actividad enzimdatica.

Ventajas del sensor basado en QCM como transductor

El sensor nano estructurado tiene las ventajas siguientes:

e gran sensibilidad de medicion de la actividad enzimdtica debido a
la capacidad de la QCM a detectar cambios de la masa de
proteina muy pequenos (107 hasta 10-'2 gramos).

¢ larga vida debido de la regeneraciéon de la pelicula sensible

e medicion directa en fiempo real de la actividad enzimdtica
registrando el aumento de la frecuencia de la QCM provocado por

la pérdida de la masa de la proteina o aumento de la absorbancia
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de la luz por la turbidez de la solucidn provocada por la

degradacion de la pelicula sensible contenida nanoparticulas
e construccion sencilla
e no necesita personal calificado para su uso

e bajo costo

Fundamento teérico de los biosensores espectrofotométricos

Un biosensor espectrofotométrico también consta de una capa
sensible (sustrato degradable por la enzima determinada) depositada
sobre un portador. Como transductor se usa un fotémetro capaz a medir el
cambio de la intensidad de la luz con una longitud de la onda
determinada, provocado por la degradacion de la capa sensible durante
su contacto con la enzima. La actividad enzimdtica se calcula utilizando

una curva de calibracién predeterminada.

En el caso de los sensores piezoeléctrico y fotométrico la adicidon de
nanoparticulas provoca aumento de la amplitud de la respuesta. La
aplicacién de nanoparticulas cargadas con proteina, fijas sobre una
pelicula depositada por fuerza magnética sobre el cristal de cuarzo de la
QCM vy/o una tira pldstica permite inmovilizar la pelicula sensible de
manera estable y regenerable. La regeneracién de dicha pelicula sensible
ya desactivada (debido a las mediciones) se retira utilizando un flujo de
agua y poniendo el cristal o la tira en contacto con las nano-particulas

cargadas con proteina para que se forme una nueva pelicula sensible.

En este frabajo se aplicdé un enfoque sencillo y de muy bajo costo

que permite la cuantificacion rdpida y sensible de la actividad de la
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tripsina, por medio de sensores espectrofotométricos que constan de dos

partes:

1. Tiras desechables de muy bajo costo que sirven como bio-receptor (la

parte sensible del sensor) y cubeta que contiene la muestra

Figura 10. Tira desechable que sirve como bio-receptor

2. Espectrofotdbmetro, un equipo accesible y de bajo costo que sirve como

fransductor, detector y procesador de la senal.

Figura 11. Espectrofotdmetro, sirve como transductor
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La aplicacién de este enfoque permite desechar Unicamente la

parte sensible del sensor cuando se pierde su actividad con el fiempo.

1. La disminucion del volumen de la muestra liquida que contiene la
enzima
2. Elaumento del drea de sustrato en contacto con la muestra
3. Elaumento de la carga del sustrato con nanoparticulas
causardn aumento de la turbidez de la muestra y la respuesta
respectivamente durante la degradacion del sustrato por la enzima

acompanada con liberaciéon de nanoparticulas

Las nanoparticulas de carbono y metdlicas son insolubles en el agua
que previene la alteracion de los resultados que ocurre en caso de

aplicaciéon de finta como carga del sustrato.

Fundamento tedrico de los biosensores nefelométricos

Principio de la Nefelometria

La nefelometria se basa en el efecto Tyndall o Willis-Tyndall de
dispersion de la luz. Como respuesta se mide la intensidad de la luz
dispersada por las particulas que se encuentran en la cubeta de medicidn.
La nefelometria consiste en la medicion de la radiacion causada por
particulas (en disolucidn o en suspension), midiendo asi la potencia de la
radiacion dispersada en un dngulo distinfo al de la direccion de la

radiaciéon incidente.

Cuando una particula en suspensidon es alcanzada por un haz de

luz, existe una porcidn de la luz que se refleja, otra porcidn es absorbida,
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otfra desviada y el resto se transmite. Es por esto que cuando la luz golpea

un medio fransparente en el cual exista una suspension de particulas

solidas, la suspensidn se observa turbia.

Dispersion de la radiacion por particulas en disolucion

En el momento en el cual un haz de luz choca contra las particulas
de una sustancia en suspension, la direccion de propagacion del haz

cambia su direccion. Este efecto depende de los siguientes aspectos:

1. Dimensiones de la particula (tfamano y forma).

2. Caracteristicas de la suspension (concentracion).
3. Longitud de onda e intensidad de la luz.

4. Distancia de la luz incidente.

5. Angulo de deteccion.

6. Indice de refraccién del medio.

Construccion del equipo nefelométrico desarrollado

Una foto-celda (?) colocada a 90 grados con respecto del haz de
luz (6) (ver Figura 7) mide la intensidad de la luz desperdigada por las
nanoparticulas. La muestra liquida (5) contiene la enzima y se coloca en la

cubeta fotométrica (3) cuyas cuatro paredes son transparentes.

El sustrato de la enzima cargado con nanoparticulas se coloca en
un pistén hueco cuadrado (7) cerrado, en su parte superior e inferior con
mayas porosas. Un electroimdn (1) equipado con resorte (2) mueve el

pistdbn hacia arriba y abajo para intensificar el contacto entre el sustrato y
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Figura 13. Diagrama de un nefeldmetro

Figura 12. Fotografias de una cubeta nefelométrica
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la enzima. De esta manera la muestra que contfiene la enzima pasa a

través del tambor entrando en contacto con el sustrato. Las
nanoparticulas liberadas por la gelatina como resultado de su hidrdlisis,
salen del piston por los poros de la maya y se distribuyen en el todo el
volumen de la muestra debido de la agitacién causada por el movimiento
del tambor. Las nanoparticulas dispersan la luz y su intensidad se mide con

la foto-celda (9) y un medidor de corriente.

Fundamento tedrico de los biosensores conductométricos
Principio del método de conductometria

La conduccion de la corriente eléctrica a fravés de las disoluciones
idnicas se realiza por los iones de la disolucién, los cuales se mueven en
distintos sentidos (de acuerdo con el signo de su carga) bajo la accién del
campo eléctrico producido por la diferencia de potencial aplicada entre

los dos electrodos en ella introducidos.

»Para estas disoluciones es valida la Ley de T e,

Ohm: de corriente
V=I+R

R es la resistencia del conductor (en Ohm,

Q),

V es la diferencia de potencial aplicada (en

voltios, V)

I es la intensidad de corriente que circula a

través de la disolucién (en amperios, A).

Figura 14. Fundamento de la Conductometria

51




La conductometria es una herramienta muy simple pero poderosa

para caracterizar propiedades de soluciones aplicada ampliamente en
una gran variedad de dreas cientificas e industriales. Por ejemplo, Samadi-
Maybodi et al. [72] informd la determinacion de cisteina y metionina por
conducfometria;  Ahmadzadeh et al [73] reportd  estudios
conductométricos de reaccion de complejacion; Prkic et al. investigo el
comportamiento del bromuro de cesio en una solucion acuosa de aceite
de butano-2 aplicando la conductometria [74] y Yousef et al. [75] estudio
los complejos de dcido félico con algunos iones metdlicos por aplicacion
de conductometria, etc. El método conductométrico informado por Ballot
[206-208] se basa en la aplicacion de sustancias de alta conductividad
como friacetina o ftrioleina como sustrato de lipasa. El principal
inconveniente de este método claramente reconocido por el autor es el

largo tiempo de respuesta, siendo éste de mds de media hora.

Aplicacion del método conductométrico en biosensores

En este tfrabajo se desarrolld y caracterizé un método
conductométrico adecuado para aplicaciones industriales. Este se basa
en la determinacion conductométrica de la tasa de hidrdlisis del sustrato
catalizada por la lipasa, proporcional a la actividad de la lipasa: mientras

mads alta la actividad enzimdtica es mds alta tasa de hidrdlisis.

Si el sustrato de lipasa se deposita como una capa delgada y
sensible con grosor d sobre un electrodo conductométrico con drea A, la
degradacién enzimdatica por la lipasa causard una disminucion del grosor
a lo largo del tiempo. La disminuciéon de ese grosor serd proporcional a la

actividad enzimdtica de la lipasa y dard como resultado la disminucién
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correspondiente de la resistencia R (aumento de la conductividad G) de

acuerdo con la Ecuacion 1:

R=1/G=pd/A (1)

con p como la resistividad del material de la capa sensible.

La alta resistividad del aceite de oliva (p = 10 7 ohmios m [232]) lo
convierte en una sustancia adecuada para ser utilizada como modificador
de electrodo conductométrico. Por otro lado, si el aceite de oliva se carga
con nanoparticulas de un material que posee una mayor resistividad
eléctrica como el SiO2 (con una resistividad p = 1017 Ohms m [233]), se
formard un nanocompuesto de muy alta resistencia. En este caso, se forma
una red de silice que se filtra a través de la matriz de aceite y que posee
una buena adherencia en superficies sélidas, segun lo informado por
Adelmann et al. [234]. Este tipo de nanocompuesto ya fue probado vy
aplicado como una capa sensible por los autores anteriormente
mencionados en métodos fotométricos y QCM para la determinaciéon de
la actividad de la lipasa [225, 235-237].

La resistencia de la capa sensible del nanocompuesto de aceite de
oliva / SiO2 determinard la resistencia fotal de la interfaz: electrodos
conductométricos modificados con nanocompuestos / solucién tampdn
que contiene lipasa. Teniendo en cuenta la Ecuacion (1), estd claro que la
conductancia (resistencia) de la interfaz serd proporcional al grosor de Ia

capa sensible que, a su vez, depende de la actividad de la lipasa.
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La degradacién enzimdtica del aceite de oliva que a la que se

adhieren las nanoparticulas de SiO2 en el nanocompuesto provocard la
liberacién de éstas de la capa sensible a la solucidon tampdn que contiene
lipasa. Como resulfado, se producird un cambio mucho mayor en la
resistencia de la capa sensible en comparacién con la aplicacion de
aceite de oliva simple como una capa sensible debido a la mayor
resistencia de las nanoparticulas. Esto dard como resultado la

amplificaciéon de la sensibilidad del método conductométrico propuesto.

Basado en estos supuestos, el desarrollo de un método rdpido,
simple, preciso y rentable para la cuantificacion de la actividad de la
lipasa, junto con su caracterizacion en términos de rango de
cuantificacién lineal, LOD, precisidon, tiempo de respuesta y repetibilidad.
La respuesta conductométrica se registra durante la degradacion
enzimdtica del nanocompuesto modificador del sustrato de lipasa en los

electrodos conductométricos.

Fundamento tedrico de los biosensores impedimétricos

Siendo una técnica adecuada para la caracterizacion de
intferfaces, la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) [238,
239] parece ser apropiada para la evaluacion de la tasa de degradacion
de una capa de sustrato de lipasa puesta en contacto con una solucién
que contiene lipasa. El prolongado tiempo necesario para el registro de
frecuencia y las muy particulares formas de graficar los datos de
impedancia hacen que el EIS sea dificil de usar en la prdctica en un

andlisis industrial real.
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Aplicacion del método impedimétrico en biosensores

En este frabajo se propone un enfoque que permite superar los
inconvenientes mencionados del EIS. Se basa en el registro de impedancia
eléctrica a lo largo del tfiempo durante la degradaciéon enzimdtica de una
capa de sustrato depositada en el electrodo de trabajo (indicador)
aplicando un voltaje de CA de pequena amplitud con frecuencia
constante. El término impedancia eléctrica se usa en lugar del EIS
comunmente usado porque no se aplica ningun espectro de frecuencia
sino una frecuencia Unica de la tension de CA impuesta con una pequena

amplitud.

La deposicion de una capa delgada de un sustrato de lipasa no
conductora como el aceite de oliva (con una resistividad p de 1.25x107
ohmios [232] y permitividad dieléctrica € = 3.1-3.35 [240, 241]) En un
electrodo metdlico y al ponerlo en contacto con una solucidon tampdn
conteniendo lipasa, dard lugar a la formacién de una placa de capacitor
electrolitico. El electrodo metdlico y la solucién tampdn conductora
servirdn como las dos placas de condensadores, mientras que la capa de
sustrato no conductora entre ellas servird como capa dieléctrica del
condensador. La capacitancia C del capacitor formado se puede

expresar mediante la ecuacion:

C =¢A/d (2)

con A, el drea de superficie de la capa dieléctrica y d su espesor. La

permitividad dieléctrica € caracteriza el grado de polarizacion eléctrica

del sustrato bajo la influencia de un campo eléctrico externo.

55




La degradacion enzimdtica de la capa de sustrato que sirve

también como condensador dieléctrico provocard su disminucion del
espesor, lo que propiciard los cambios de capacitancia correspondientes
de acuerdo con la Ecuacién 2, lo que inducird los cambios de reactancia
capacitiva Xc correspondientes. Xc es una parte integral importante de la
impedancia eléctrica de la interfaz de la soluciobn que contiene el
electrodo / lipasa modificada. Como se sabe, Xc depende del valor de C
y la frecuencia aplicad @ como se acordd en la ecuacion: Xc = 1/wC [242,
243] la cual, después de la sustitucion C en su expresion de la ecuacion 2

se obtiene:

Xc = d/weA (3)

Oftras partes integrales importantes de la interfaz de impedancia son
las resistencias conectadas en serie y en paralelo al condensador de la
interfaz. La capa dieléctrica posee una resistencia R alta pero limitada,
practicamente conectada en paralelo con las placas de capacitor, lo
que provoca una fuga de flujo de corriente. El valor de R depende del
groso de d yel drea A de la capa dieléctrica y de la resistividad p del

material, de acuerdo a la ecuacion:

R = pd/A (4)

Por lo tanto, como se ve en las Ecuaciones 3 y 4, los dos
componentes de impedancia mds significativos Xc y R dependen del
grosor de la capa de sustrato d, mienfras que la Ultima depende del
tiempo transcurrido de la actividad enzimdtica de la lipasa. Lo mismo es

vdlido también para las resistencias ajenas a las series relacionadas con la
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interfaz: electrodo modificado / lipasa conteniendo la solucién tampdn,

mientras que al mismo tiempo todos los demds pardmetros como: @, € p y
A permanece constante. Asi, el espesor d disminuye a lo largo del fiempo
(resultante de la degradacion enzimdtica de la capa de sustrato)
provocard cambios correspondientes de la impedancia eléctrica de la
interfaz que puede servir como medida de la actividad de la lipasa

(respuesta del sensor).

Como ya se menciond anteriormente, el camino complicado de la
presentacion de datos EIS (ademds del largo tiempo de respuesta) no
permite su empleo directo en la evaluacion de la actividad de la lipasa. En
el pasado, se emplearon grdficos de la corriente alterna frente a la tensién
alterna aplicada en un cierto rango de frecuencias en las mediciones de
impedancia. Los pardmetros de las curvas en forma de évalos resultantes
del cambio de fase de corriente alterna conocido como "figuras Lissajous”
se emplearon para la evaluacidn de impedancia [244]. Recientemente,
grdfico de impedancia de plano complejo (errbneamente denominado
como grdficos de Nyquist segun Macdonald [245]) se emplea para
expresar la respuesta EIS que tiene la desventaja de no indicar la respuesta
de frecuencia directamente [244-247] lo que no permite su facil

inferpretacion.

En este trabajo se propuso un enfoque que permite la aplicacion de
mediciones de impedancia para la evaluacién simple y rdpida de la
actividad de la lipasa, basado en la aplicacion de un voltaje de CA con
una pequena amplitud y frecuencia fija Unica. Por lo tanto, los cambios de
impedancia causados por la disminucion del espesor de la capa sensible d

a lo largo del tiempo podrian evaluarse facilmente registrando el dngulo

57




del cambio de fase de la corriente alterna ® a lo largo del tiempo. Como

es sabido [244-246] el cambio de fase de la corriente CA ¢ es uno de los
pardmetros que dependen de la impedancia y, por lo tanto, puede servir
como su medida. La corriente CA capacitiva se adelanta al voltaje de CA
impuesto y su cambio de fase P = -90° solo en caso de cargas
estrictamente capacitivas (ideales). Para cargas puramente resistivas
(activas), la corriente alterna sigue el voltaje de CA y ¢ = 0° mientras que
para las cargas mixtas resistivas-capacitivas reales (incluidas las perdidas)
el cambio de fase estard entre 0° y -90°, dependiendo de todos los valores
Xc y R [242] que a su vez depende de d. Por ejemplo, para Xc and R

conectado en serie = tan -1(Xc/R) [242].

A pesar de que la trioleina es un sustrato de lipasa muy especifico
[237] el aceite de oliva es mds adecuado en los ensayos de actividad de
la lipasa debido a su menor costo; ademdas, el aceite de oliva contiene de
4 a 30% de trioleina [248]. El aceite de oliva también posee una ventaja
mads: su capacidad para formar un nanocompuesto. Adelmann y al. [234]
enconfré que se forma una red de silice, que se filtra a lo largo de la matriz
de aceite y se produce una gelificacion que ocasiona una buena
adhesién en superficies sélidas debido a la naturaleza percolante de las
nanoparticulas de silice, es decir, se forma un nanocompuesto de aceite
de oliva/nanoparticulas de SiO2. Tal nanocompuesto fue aplicado con
éxito anteriormente por los autores como una capa sensible en los
métodos fotométricos y QCM para la determinacion de la actividad de la
lipasa [225, 235, 234].

La adicion de nanoparticulas de SiO2 mejora las propiedades

dieléctricas y de resistividad del aceite de oliva debido a su mayor
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permitividad vy resistividad dieléctricas en comparacion con las del aceite

de oliva simple (€ =7 vs. 3.35y p =10 17 vs. 10 ? ohms m respectivamente)
[232, 240, 241]. Asi, durante la degradacién de la capa sensible del
nanocompuesto por la hidrdlisis catalizada por la lipasa, las nanoparticulas
de SiO2 dejardn la capa sensible pasando a la solucidon provocando un
cambio mayor de la capacitancia de la capa sensible y la resistencia (la
impedancia) amplificando de esta manera la respuesta del sensor y, por lo

tanto, causando aumento de la sensibilidad éste.

Sobre la base de estos supuestos, se desarrolld y caracterizd un
sensor impedimétrico desechable rdpido, simple y rentable para la
cuantificaciéon de la actividad de lipasa industrial en términos de rango de
cuantificaciéon lineal, LOD, precisidon, tiempo de cuantificacion vy
repetibilidad. El cambio de fase de la respuesta de corriente CA se registrd
en funcion del tiempo dado que la respuesta del sensor se debid a una
aplicacién de voltaje CA con una pequena amplitud y frecuencia fija
durante la degradacién enzimdtica de una capa de nanocompuesto de

sustrato de lipasa depositada en la superficie del electrodo indicador.
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. » \
EXPERIMENTAL

Método Piezoeléctrico Gravimétrico (QCM)
La aplicacién de la microbalanza de cuarzo como transductor

Se construyd un sensor para la medicion de la actividad de las
hidrolasas (tripsina) basado en el empleo de la microbalanza de cuarzo

(QCM) aplicada como transductor.

La QCM es un dispositivo que consta de un cristal de cuarzo el cual
vibra con una frecuencia de resonancia que depende de la masa total
del cristal vibrante. En este caso se utilizd una QCM marca CHI 440 con

frecuencia de 8 MHz.

Figura 15. Foto del cristal de cuarzo de 8 MHz usado en la QCM
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Figura 16. La QCM marca CHI 440 con el cristal de 8 MHz

Preparacion de la capa sensible del sustrato

Como sustrato (de la enzima ftripsina) depositado como capa
sensible sobre el cristal de cuarzo fue utilizada gelatina de Tipo A, G2500

(de la compania SIGMA).

Todos los experimentos fueron realizados en medio acuoso con pH 8

contenido tripsina.

Las nanoparticulas de plata (Ag) fueron preparados por electrolisis
entre 2 electrodos de plata en agua a 60°C aplicando un voltaje de 25
volts durante 4 minutos cambiando la polaridad de los electrodos cada 30
segundos para prevenir la disolucion si uno de los electrodos siempre sirve

como dnodo.
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No se utilizaron nanoparticulas comerciales secas dado que las

nanoparticulas son hidréofobas y no se pueden mezclar con la solucién
acuosa de la gelatina, éstas se agrupan y no se distribuyen uniformemente
en el volumen de la gelatina. La mezcla gelatina — nanoparticulas fue
preparada agregando gelatina al agua caliente electrolizada ya cargada

con nanoparticulas de plata.

Las mediciones de QCM se han readlizado utilizando el modelo
CHI400A microbalanza electroquimica del cristal de cuarzo que incluye:
potenciostato / galvanostato CHI440A, con circuitos de osciladores, y una

celda para la muestra.

Se aplicaron cristales de cuarzo con didmetro de 13,7 mm con un
disco dorado de didmetro de 5,11 mm depositado en el centro del cristal.
El constante de la microbalanza (de acuerdo con los datos del proveedor)
era de: 2.947x10"" g cm ' s 2y para el cristal de cuarzo de 8MHz, la masa

como funcidon de la frecuencia de resonancia es 1.4 ng/Hz'.
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Método espectrofotométrico
Preparacion de la capa sensible del sensor

Fueron aplicadas dos técnicas para la preparacién de la capa sensible

del sensor sobre la fira:

e aplicacién de cinta fotogrdfica

e deposicion por “spin coating”

Se empled la primera técnica debido a que las peliculas obtenidas
por “spin coating” no eran uniformes, motfivo que causo baja

reproducibilidad de los resultados de medicidn.

Figura 17. Aplicacién de cinta fotogrdfica como capa sensible
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Tiras

Sustrato mezclado con
nanoparticulas

Luz (el perfil del haz)

de la enzima

/ Cubeta contenida la solucién

Figura 18. Construccion de la celda espectrofotométrica

Mecanismo del proceso

Debido de la degradacién del sustrato por la hidrdlisis catalizada
por la enzima tripsina se liberan las nanoparticulas cargadas en la gelatina,
gue aumentan la turbidez de la solucién. El aumento de la turbidez es la

medida de la actividad de la enzima.

Figura 19. La turbidez de la solucion contenida la tripsina después de la degradacion de
la capa sensible
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Metodologia de la medicion

Cuantificacion de muestras artificiales para estudiar la influencia de los

pardmetros sobre la amplitud de la respuesta:

1. Se coloca 1T mL de agua en la cubeta y se introduce en el

espectrofotometro.

2. Se enciende el agitador y empieza el registro de la curva en

coordenadas: Absorbancia de la luz a 450 nm vs el Tiempo.

3. Se agrega la solucidn de la enzima siguiendo el registro de la curva

Figura 20. Algoritmo para la cuantificacion de las muestras artificiales
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Método nefelométrico
Equipo de medicién

El equipo de medicién consta de un nefeldbmetro, una fuente de
voltaje para la ldmpara y otra fuente para electroimdan. La foto-celda estd

conectada a un convertidor Corriente - Voltaje

Figura 21. Equipo de medicién para el método nefelométrico

Preparacion y caracterizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de plata se producen por disolucion anddica de
electrodos de plata en agua desionizada. Se usan dos electrodos de plata
como dnodo y cdtodo cambiando su polaridad cada 3 segundos para

obtener una disolucidon uniforme en los dos electrodos.
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Debido a la baja conductividad del agua desionizada se aplica
voltaje mayor a 100V y temperatura 95°C. La concentracion de las
nanoparticulas depende del tiempo de la electrolisis, y las
concentraciones mdas bajas se obtuvieron por dilucion de una solucién

concentrada.

Las nanoparticulas fueron caracterizadas por microscopio SEM. Se

determino su tamano: 75 nm.

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | LYRA3 TESCAN|

SEM MAG: 100 kx WD: 9.02 mm 500 nm 200 nm

insiiufo/dengenieris DARC SE MAG: 157458 x HV: 10.0 kV WD: 9.0 mm PX:

Figura 22. Nanoparticulas caracterizadas por microscopio SEM
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Preparacion de sustrato (gelatina) cargado con nanoparticulas de plata

A 1 g de gelatina se agrega 5 mL de agua fria conteniendo
nanoparticulas y se calienta en bano Maria hasta la disolucion completa
de la gelatina. Después de su enfriamiento se forma una masa de gelatina

rigida que se muele/fragmenta al polvo y sirve como sustrato.

Figura 23. Preparacion del sustrato cargado con nanoparticulas de plata.
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Piston hueco y su preparacion ' -

El polvo de la gelatina cargado con nanoparticulas se coloca

dentro del pistdon hueco y se cierra la maya.

Figura 24. Preparacion del pistén hueco
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Algoritmo de medicién de la actividad enzimatica de la tripsina aplicando

la nefelometria

—_

A 0N

o

Se agrega 1 mL de agua desionizada en la cubeta fotométrica
Se enciende la luz del nefeldmetro

Se coloca la cubeta en el nefelometro

Se emerge el pistbn con sustrato (gelatina) cargado con
nanoparticulas de plata

Se sujeta la palanca del pistén al caimdan del electroimdn

Se activa el circuito electrénico controlando el movimiento del

electroimdan y el pistén

Figura 25. Cubeta nefelométrica. Preparacion
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Figura 26. Insercién del pistén en la cubeta nefelométrica

7.Se graba la linea de base durante 10's
8. Se agrega 1 mL de la muestra que contiene la tripsina en la

cubeta fotométrica continuando la grabacién
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9. Se termina la grabacion y el movimiento del pistén 1 minuto

después y se lava la cubeta

Figura 27. Finalizacion del experimento tras el registro del movimiento del piston durante 1 minuto
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Método conductométrico

Instrumentacion

Se utiliz& un potenciostato alimentado por USB: Modelo
CompactStat.h 20250, lvium Technologies, Netherlands, ejecutd el software
IviumStat en el modo AC para la deteccion para las mediciones
conductométricas bdsicas. Se empled el instrumento de conductividad YSI
3200 para las mediciones conductométricas adicionales. Se utilizaron dos
electrodos idénticos (ver a contfinuacion para obtener detalles) como
dispositivos de frabajo y auxiliares conectados al potenciostato en la
configuracion de dos electrodos. En todos los experimentos se empled un
soporte de electrodos de microcélulas EG&G PARC, modelo K0264

equipado con un agitador magnético.
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Figura 28. Empleo del software IviumStat

El sofftware IviumStat que se ejecuta en el modo de detecciéon de
CA genera los datos de salida para muchos pardmetros del sistema:
electrodo - solucién, tal como: resistencia R, capacitancia C, cambio de
dngulo de fase de corriente de CA ¢ a lo largo del tiempo a una amplitud
y frecuencia constantes de voltaje de CA controladas por el usuario. La
grdfica registrada de la Resistencia contra el tiempo se convierte en la
grdfica de la conductancia confra tiempo aplicando la ecuacion G = 1/R.
Los graficos mencionados se pueden utilizar como curva cinética de la

hidrdlisis de la capa de sustrato catalizada por la lipasa.

El procesador ultrasdnico modelo UP 800, ChromTech se utilizd para

la preparaciéon de la soluciobn de nanocompuesto. El microscopio
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electronico de barrido, modelo JEOL JSM-840 se empled para la
caracterizacion de la superficie del electrodo modificado por

nanocompuestos.

Reactivos y electrodos

Se utilizé lipasa, (25.1 U.S.P. mg.!") de Sigma para la preparacion de
la solucion de lipasa de reserva utilizada en todos los experimentos. Se
prepard un tampon fosfato (pH 8) con cantidades apropiadas de KoHPO4 y
KH2PO4 de grado analitico disuelto en agua destilada aplicada para la
preparaciéon de soluciones enzimdticas estdndar de acuerdo con las
recomendaciones del productor de la lipasa, asi como una solucién

tampon de soporte para las muestras que contienen lipasa.

Figura 29. Materiales para la preparacién la capa sensible nanoestructurada
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Se utilizé CHCIs de pureza PA (Fermont, EE. UU.) para la disolucion
del nanocompuesto facilitando la modificacion de los electrodos

conductométricos por deposicion del nanocompuesto.

El nanocompuesto se prepard en la superficie modificada mediante
nanoparticulas de SiO2 (99.8%, 10-20 nm, SkySpring Nanomaterials, Inc.,
USA, product # 6864HN) y aceite de oliva agregando directamente al
CHCIs seguido de sonicacion por el procesador ultrasénico durante 1

minuto.

Figura 30. Preparacion la capa sensible nanoestructurada
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Luego, volumenes de microlitros se depositaron sobre las superficies
del electrodo conductométrico para su modificacién. Las cadenas
orgdnicas de la capa dan a las nanoparticulas propiedades super
hidréfobas y oleofilicas que permitieron la formacion uniforme de la capa
de nanocompuesto después de la evaporacion del disolvente orgdnico.
La relacion de aceite de oliva a SiO2 se optimizd experimentalmente como

se presenta a continuacion.

Preparacion y caracterizacion de la capa sensible nanoestructurada

Figura 31. Preparacién y caracterizacion de la capa sensible nanoestructurada

77




Figura 33. Caracterizacién por microscopio éptico

Figura 32. Caracterizacion por SEM

78



Electrodos conductométricos preparados por la tecnologia PCB

La tecnologia comun y de muy bajo costo de PCB se aplicé para la
elaboracién de electrodos conductométricos desechables de 1 x 5 cm,
empleando un sustrato laminado de fibra de vidrio de PCB FR-4 de 0,9 mm
de espesor con ldmina de Cu. Los electrodos de disco de Cu producidos
con una superficie de trabajo de 0,5 cm2 (8 mm de didmetro) se aplicaron
en todos los experimentos. El resto del laminado de Cu en las barras se aislo
con una mdscara de soldadura epoxi comun utilizada en la tecnologia

PBC para evitar el contacto con la muestra.

Figura 34. Electrodos preparados aplicando Ila
tecnologia de produccién de PCBs
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Composicion y preparacion de la capa sensible del sensor

A pesar de que la trioleina es un sustrato de lipasa muy especifico
[237]. se utilizd un aceite de oliva virgen extra comercial como sustrato de
lipasa en todos los experimentos debido a su bajo costo, ademds contfiene
hasta un 30% de trioleina [248].

El procedimiento propuesto por los autores mencionados
anteriormente [225, 235-237] para una preparacion y deposicion del

nanocompuesto se modificod y aplicé en este trabajo.

Los electrodos conductométricos se modificaron mediante la
deposicion de 5 a 10 uL de la solucidon de cloroformo en la superficie del
electrodo mediante una micropipeta. Después de la evaporacion del
solvente orgdnico, aparece una capa sensible blanquecina. Después de
la medicion de la actividad de la lipasa, la capa sensible puede eliminarse
con una servilleta suave y el electrodo puede regenerarse mediante la

deposicion de una nueva capa sensible.

La reproducibilidad satisfactoria de los resultados (ver la seccién de
Resultados y Discusion) permite que un gran numero de electrodos
predepositados se preparen y utiicen como desechables debido a su

costo extremadamente bajo.
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Algoritmo de medicion de la actividad enzimatica de la lipasa aplicando
la conductometria

1. Se agrega 0.1 mL de bufer con pH 85 mds 4 ml de agua
desionizada en la celda conductométrica

2. Se agrega la barita magnética y se sumergen los dos electrodos
colocados al soporte dentro de la celda y se prende el agitador
magnético

3. Seregistrala linea de base (blanco) durante 60 segundos

4. Se agrega la muestra que contiene la lipasa y se registra la curva de

resistencia vs el fiempo (alrededor de 3 minutos).

Figura 35. Algoritmo de medicién aplicando la conductometria

81



Método impedimétrico

Instrumentacion

Potenciostato Modelo CompactStat.h 20250, lvium Technologies,
Netherlands fue empleado para las mediciones de impedancia
confroladas por lviumStat soffware corriendo en el modo de deteccion de
CA. Este modo permite el registro simultdneo frente al tiempo de multiples
pardmetros como: el dngulo de cambio de fase de la corriente de CA, la
capacitancia y la resistencia a una amplitud y frecuencia de voltaje de
CA fijas. Un soporte de electrodo de microceldas EG&G PARC modelo
K0264 debidamente modificado equipado con un agitador magnético fue

empleado como celda de medicion.

El procesador ultrasénico ChromTech, modelo UP 800, se usé para la
sonicacion del nanocompuesto disuelto en un solvente orgdnico antes de
su deposicion sobre las superficies de los electrodos. La caracterizacion de
la superficie del electrodo modificado se realizé mediante un microscopio
electronico de barrido, modelo JEOL JSM-610 LV, mientras que el
microscopio Optico modelo XJP-H100 conectado a una PC fue utilizado

para su inspeccion.

Materiales y reactivos

Se utilizé lipasa, (25.1 U.S.P. mg ') de Sigma en todos los experimentos
y se empled aceite de oliva extra virgen comercial (Bertolli, Italia) como
sustrato enzimdtico. Se emplearon nanoparticulas de oxido de silicio de
superficie modificada vy dispersables (99.8%, 10-20 nm, SkySpring
Nanomaterials, Inc., USA, product # 6864HN) cubiertas por una capa de

cadena orgdnica que les confiere propiedades superhidrofébicas y
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oleofilicas para la preparacion del nanocompuesto a base de aceite de

oliva. El nanocompuesto se disolvié preliminarmente en ciclohexano
(CeHi2) de Sigma para facilitar su deposicion sobre la superficie del
electrodo. El tampon de fosfato de pH 8 utilizado en fodos los experimentos
se prepard disolviendo cantidades apropiadas de grado andalitico de

K2HPO4 y KH2PO4 en agua desionizada.

Contruccion del sensor

Los electrodos de varilla (10 x 50 mm) del sensor se elaboraron a
partir de un sustrato de fibra de vidrio de PCB FR-4 de 0,6 mm de espesor
laminado con una capa de cobre de 35 ym de espesor utilizando la

tecnologia de PCB de bajo costo comun (ver Figura 36).

Figura 36. Construccion del sensor: vista superior (izquierda) y seccion transversal
(derecha): 1 - sustrato epoxi PCB; 2 - capa de Cu; 3 - capa aislantfe de epoxi; 4 -
capa sensible de nanocompuesto

El tamano del drea de Cu laminado fue de 7.1 x 47 mm y dos
almohadillas de cobre iguales de 7.1 x 7.1 mm (drea de 0.5 cm?2 cada una)
situadas en los extremos inferior y superior de la barra sirviendo como
electrodo de trabajo y terminal de contacto para el potenciostato. El resto

del laminado de cobre se aisld con una mdscara de soldadura epoxi

83




comunmente utilizada en la tecnologia PCB. El drea de trabajo de algunos

de los electrodos se recubridé electroquimicamente con oro y niquel para

evaluar la influencia de la naturaleza del metal.

La construccién sencilla del sensor y el material y tecnologia baratos
aplicados a su produccidon hacen que el sensor propuesto sea rentable,
permitiendo su aplicacion como regenerable y desechable. Su
regeneracion se puede realizar un nUmero ilimitado de veces mediante la
deposicidn de una nueva capa de nanocompuestos sensibles después de

la eliminacién de la capa ya usada.

Preparacion y deposicion de la capa sensible de nanocompuesto

El logro de resultados reproducibles requiere la deposicion
reproducible de una capa sensible, delgada vy uniforme del
nanocompuesto sobre la superficie del electrodo. Para este propdsito, la
composicion de la capa sensible y el procedimiento de deposicidon
propuesto por los autores anteriormente mencionados [225, 235, 236] se
aplicd después de las modificaciones realizadas de acuerdo con la
opfimizacion  experimental (ver el texto a  continuacion).
Experimentalmente se encontrd que la composicion dptima era de 600 mg
de aceite de oliva y 84 mg de nanoparticulas de SiO2. Para facilitar la
deposicion del nanocompuesto, estas canfidades se agregaron a 1 mL de
ciclohexano (C¢Hi2) y sonicados durante 1 minuto cada vez antes de la

modificaciéon de los electrodos.

Lo modificacion de los electrodos de PCB se realizd mediante la
deposicién de 5, 10, 15 o 20 yL del nanocompuesto disuelto en CsHi2

mediante micropipeta bajo spin coating (200 rom) para obtener una capa
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uniforme. La deposicion de 5 uL (mm3) de solucidon de nanocompuesto en

ciclohexano en el electrodo de 50 mm?2 produce una capa de 100 um de
espesor, 51.3% de la cual se debe al solvente orgdnico. El grosor de la
capa disminuye hasta aproximadamente 49 um después de la
evaporacion del solvente orgdnico y aparece una capa blanguecina
opaca como capa. Esta es estable durante mds de 6 meses a

temperatura ambiente si estd protegida contra el polvo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Biosensor piezoeléctrico (QCM) para la cuantificacion de la
actividad de la tripsina

Respuesta del sensor QCM para la medicion de la actividad de la tripsina

Las respuestas del sensor basado en la QCM para cuantificacion de
la actividad de la tripsina se presentan en la Figura 37 en coordenadas:
Frecuencia (Hz) vs. el Tiempo (s). Las condiciones experimentales fueron:
pH = 8; Velocidad de agitacion: 500 rom; Temperatura 25 °C.

Curva 1: 0.01 pg/mL, Curva 2: 1 ug/mL, Curva 3: 1000 ug/mL

160 1
120 1 1
80
40

0 -
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0 200 1000 1500

Figura 37. Respuesta del sensor basado sobre la QCM en coordenadas: Frecuencia
(Hz) vs. el Tiempo (s)

El incremento de la concentracion (actividad) de la tripsina causa

aumento de pendiente de la curva de la respuesta.
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Influencia del grosor de la capa sensible sobre la respuesta del sensor
piezoeléctrico

Se prepararon dos sensores depositando 5y 10 mL de la solucion de
la gelatina cargada con nanoparticulas sobre el cristal de la QCM. De esta
manera se formaron capas sensibles de diferentes grosores en relacion 1:2.
Se observa que a mayor cantidad de nanoparticulas se obtiene una

respuesta mayor — curva b.
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Figura 38. Comparacién de las respuestas de sensores con capas sensible
de 5 (curva a) y 10 uL (curva b). Concentracién de la tripsina: 100 ug/mL,
pH = 8; 500 rom; 25°C.
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Influencia de la presencia de las nanoparticulas - comparacién de las
curvas de calibracién

La presencia de las nanoparticulas resulta en una amplificacién de
la respuesta del sensor piezoeléctrico, ilustrada en Figura 39. La curva de
calibraciéon registrada con nanocompuesto (gelatina + nanoparticulas de
plata) demuestra un aumento de 2.23 veces el incremento de la amplitud

de la respuesta.

1E-04 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Figura 39. Curvas de calibracién en presencia (curva b) y ausencia
(curva a) de nanoparticulas en la capa sensible

Rango de linealidad, limite de deteccion y reproducibilidad

El rango de linealidad aplicando el nhanocompuesto como capa
sensible se determind en 7.5 x103 U mL' hasta 750U mL!, en tanto que el
limite superior de la capa de gelatina asciende hasta 10 U mL'. Se
observan dos rangos lineales en la curva de calibracién: desde 75 x103 U

mL' hasta 1 U mL' y desde 1 U mL' hasta 750 U mL" mismos que son parte

88




de la curva de calibracién con la forma de letra “S” caracteristica de

todos los biosensores enzimaticos.

El limite de deteccién (LOD) se establecid en: 75 x10-4 U mL' (que
corresponde a concentracion de la tripsina de 0.001 mg mL'). Para la
determinaciéon del limite de deteccion se aplico la regla de tres sigma: la
amplitud de la senal debe ser 3 veces mds grande que la amplitud del

ruido. Se hicieron 8 mediciones separadas para determinar el LOD.

La reproducibilidad de las mediciones se determind midiendo 10
veces (con 10 sensores diferentes) la concentracion de tripsina de 100 mg

mL' (equivalente a 0.75 U mL) y el error relativo se establecié como 0.94%.
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Biosensor espectrofotométrico para la cuantificacion de la
actividad de la tripsina

Caracterizacion espectrofotométrica de la capa sensible del sensor

El espectrograma de las nanoparticulas de plata en la mezcla:
gelatina — nanoparticulas se midid por espectrofotometria visible desde 340
hasta 700 nm.

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
D T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Figura 40. Absorcion de la luz vs. la Longitud de la onda. El pico registrado a 420
nm es especifico para las nanoparticulas de plata. Curva b: nanoparticulas de
plata en agua; Curva c: gelatina (0.8%) cargada con nanoparticulas de plata.
Curva a: gelatina pura sin nanoparticulas.
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Durante los primeros 350 segundos se registra la linea de base a

longitud de la onda 450 nm con el agitador encendido. La cubeta
confiene agua (pH = 7) o solucion de bufer con pH = 8 (en el cual la
actividad de la ftripsina es mdaxima). El hecho registra una linea recta

horizontal indica que falta algun proceso.
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Figura 41. Respuesta del sensor espectrofotométrico: absorcion de la luz vs. el tiempo

En el momento t = 350 s (la linea vertical en la Figura 41) se agregd
la enzima en la cubeta, lo que provocd la degradaciéon del sustrato (la
pelicula de gelatina cargada con nanoparticulas de AgCl depositada
sobre la cinta fotogrdfica) por hidrdlisis catalitica, acompanada con la
liberaciéon de las nanoparticulas cargadas dentro la gelatina. Las
nanoparticulas liberadas aumentan la absorcién de la luz que pasa a

fravés de la cubeta aumentando de esta manera la lectura del
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espectrofotébmetro hasta 420 nm - la longitud de la onda especifica para

las nanoparticulas de plata.

La concentracion de las nanoparticulas dentro la cubeta aumenta
con el avance del proceso (t = 600 s) hasta la degradacion fotal de la
pelicula de la gelatina y la curva llega a su saturacion (f = 1100 s). Después
de este momento las nanoparticulas ya liberadas en la solucidén empiezan

a precipitarse por la gravedad, lo que explica el descenso de la curva.

Cuantificacion de actividades (concentraciones) bajas de la tripsina

La norma para la concentraciéon de la tripsina en suero para adultos
es desde 10 hasta 57 pg/L. Se hizo prueba con una muestra artificial
utilizando Tripsina comercial de Sigma, USA. Debido de eso se hicieron
experimentos de cuantificacion de actividades (concentraciones) en el
rango mencionado y se construyd la curva de calibracion. Las respuestas

del sensor y la curva de calibracion se presentan en las Figuras 42 y 43.
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Figura 42. El escaldn A corresponde a una adicion de tripsina de 10 ug/L y el B de 20
ug/L al bufer de fosfato, pH =8
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Figura 43. El rango lineal de las actividades medibles aplicando el sensor optimizado
es desde 10 hasta 500 ua/L
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Determinacion del rango lineal del sensor espectrofotométrico

Ademds, fue determinado el rango lineal del sensor midiendo
actividades (concentraciones) de la tripsina altas, hasta 500 ug L ' y la

curva de calibracion esta presentada en la Figura 44.
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Figura 44. Rango lineal de las actividades medibles aplicando el sensor
opfimizado es desde 10 hasta 500 ug/L
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Aplicacion del sensor espectrofotométrico para la cuantificacion de la
bromelaina

El sensor espectrofotométrico desarrollado fue aplicado también
para la determinacion de la actividad de la bromelaina, ofra enzima del
grupo de las proteasas. La respuesta corresponde a una actividad de 11.3
ug/L, equivalente a tripsina. De esta manera se comprobd la universalidad

del sensor desarrollado para el grupo de las proteasas (ver Figura 45).
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Figura 45. La respuesta del sensor a la bromelaina
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Sensor nefelométrico para la cuantificacion de la tripsina

Respuesta nefelométrica, curva en coordenadas: corriente de la foto-
celda vs. el Tiempo

El movimiento del pistobn dentro de la cubeta nefelométrica
intensifica el contacto del sustrato (gelatina cargada con nanoparticulas
de plata) y aumenta de esta manera la concentracion de las
nanoparticulas hasta que se degrada la gelatina en su totalidad.
Desaforfunadamente el piston también agita periddicamente la muestra
liquida, y hace la curva “ruidosa” (ver Figuras 46 y 48). Para eliminar el ruido
se tiene que sincronizar la adquisicion de los datos con el movimiento del
pistdbn para que se tome el resultado de la medicidon en la misma fase del

movimiento.
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Figura 46. Curva sin sincronizacion del movimiento del piston y
la adquisicion de datos
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Figura 47. Curva sincronizada en movimiento del piston y la adquisicion de datos

La disminucién de la altura del escaldn alrededor de 40 segundos
después de agregar la fripsina es causada por la aglomeracion de las
nanoparticulas en la fase acuosa. El rango de las concentfraciones de la

tripsina en la Figura derecha es desde 10 (curva a) hasta 60 ug/L (curva f)
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Figura 48. Fotografia de la pantalla de la computadora en el momento del registro de una
curva no sincronizada
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Influencia de la longitud de la onda sobre la respuesta

Se aplicaron filtros 6pticos de 470 (azul), 530 (verde), 580 (amarillo) y
600 (rojo) nm y también luz blanca para evaluar la influencia de la longitud

de la onda sobre la amplitud de la respuesta espectrofotométrica.

Figura 49. Fotografia de los filtros dpticos aplicados

Tabla 1. Amplitud de la respuesta en funciéon de la longitud de la onda. La
respuesta maxima se obtuvo aplicando luz blanca

0.38
0.26
0.19
0.29
0.31
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Curvas de calibracion para actividades bajas de tripsina

Como se ha mencionado anteriormente la norma de la fripsina en
suero para adultos es de 10 - 57 ug/L. En los experimentos se utilizaron
muestras artificiales dentro de este rango de concentraciones, preparadas
con Tripsina  comercial. Dos pardmetros proporcionales para la

concentracion de la tripsina se pueden usar como respuesta del sensor:

¢ La pendiente de la curva en coordenadas: Corriente de la fotocelda —
Tiempo (Figura 50, izg.). La unidad de tiempo es por minuto dado que la
unidad de la actividad de un enzima es umol de sustrato por minuto

¢ La altura del escalén de dicha curva (Figura 50, derecha)

14 1.6
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Altura del escalon, pA
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Concentracion de tripsina, pg L Concentracion de tripsina, pg L™

Figura 50. Curvas de calibracion nefelométricas aplicando la pendiente (izquierda) y la altura
(derecha) del escaldén
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Como presentado en la Figura 50, la pendiente como respuesta del

sensor presenta una mayor sensibilidad que la altura del escaldn
permitiendo cuantificar actividades (concentfraciones) muy bajas de

tripsina y aplicarse en andlisis médicos.

Influencia de la concentracion de las nanoparticulas en el sustrato sobre la
respuesta

La amplitud de la respuesta nefelométrica se incrementa con el
aumento de la superficie (la masa) del sustrato y la concentracion de las
nanoparticulas dentro del sustrato. La masa del sustrato es constante,
limitada por el volumen del piston. La influencia de la concentracion de las
nanoparticulas  sobre las curvas de calibracidon  (pendiente  vs.

concentracion y altura del escaldn vs. la concentracion) esta ilustrada en

las siguientes figuras.
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Figura 51. Curvas de calibracion en el rango medico de tripsina registradas aplicando diferentes
concentraciones de nanoparticulas en el nanocompuesto de gelatina cargada con nanoparticulas
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Las diferentes concentraciones de las nanoparticulas se obtuvieron

diluyendo la solucion inicial conteniendo 20% de nanoparticulas, cuya

concentraciéon se marcd como 1.0

Repetitividad y precision de las mediciones

La precision fue determinada con 6 concentraciones en el rango 10
— 60 pug L' aplicando 5 mediciones para cada una concentracion. Las
variaciones de los resultados en % son presentadas en la Figura y la Tabla

siguiente.

Photocurrent, uA
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Figura 52. Respuestas del sensor (capa sensible cargada con 8% de nanoparticulas) a 10 ug
L -1 tripsina (5 mediciones diferentes)
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Tabla 2. Error relativo de las respuestas: pendiente y altura del escalén

_ ] '83 ] .56 ] .22 .l '03 0'97 0'84
_ .I .9] .I .73 .I .36 ] "I .I ] '02 0'94

La Tabla 2 demuestra que la precision de los resultados obtenidos
usando la altura del escaldn como respuesta supera la precisidon de los

resultados obtenidos usando la pendiente.
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Sensor conductométrico para la cuantificacion de la actividad
de la lipasa

Construccion de electrodos conductométricos y modificaciéon por capa
sensible de nanocompuesto.

La seccion transversal de la barra del electrodo conductomeétrico se
presenta en la Figura 53. El soporte de epoxi reforzado con fibra de vidrio
(1) estd laminado con una capa de Cu (2). Parte de la I[dmina de Cu
formada como disco de didmetro de 8 mm fue modificada por un
nanocompuesto (4) y sirvid como electrodo conductomeétrico. El resto de
la ldmina de Cu estd parcialmente aislada por una capa delgada de
epoxi (3). La parte descubierta de la ldmina de Cu situada en el otro
extremo del electrodo sirve como fterminal al potenciostato. Un par de
electrodos modificados de la misma manera se usd en todos los
experimentos, situados a una distancia de 1 cm, conectados al

potenciostato con configuracién de dos electrodos.

0“
" .!r.

lr"

Figura 53. Corte transversal de la barra de electrodo conductométrico modificado con
nanocompuesto
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Respuesta tipica del sensor y la influencia de la composicion de la capa
sensible

El supuesto principal en el que se basa este trabajo es que la
velocidad de degradacién catalizada por la lipasa de una delgada capa
sensible  de nanocompuesto depositado sobre un  electrodo
conductométrico puede servir como una medida de la actividad de la
lipasa. La degradaciéon enzimdtica del aceite de oliva al que se adhiere las
nanoparticulas de SiO2 en la capa sensible del nanocompuesto causa una
disminucion de su grosor, lo que ocasiona un cambio en su conductividad
(resistencia), asi como la capacitancia de la interfaz de la solucion que

contiene lipasa cambia, como se muestra en la Figuras 54.
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Figura 54. La resistencia y la capacitancia cambian a lo largo del tiempo de la interfaz:
elecfrodo conductométrico modificado con nanocompuesto/ Solucidn que contiene
lipasa con actividad de 0.03 U mL-1. Velocidad de agitador = 300 rom, amplifud de voltaje
de CA=50mV p.p.a 120 Hz, pH =8
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Teniendo en cuenta la ecuacion (1),

R=1/G = pd/A (1)
estd claro que el cambio de conductividad a lo largo del tiempo sigue el
cambio de espesor de la capa sensible que depende de la cinética de la
hidrdlisis catalizada por lipasa de la capa sensible que modifica el
electrodo conductométrico que a su vez depende de la actividad de la
lipasa. La degradacion enzimdtica de la capa sensible confinUa hasta la
saturacion de los centros activos de lipasa que determinan la curva en
forma de onda en coordenadas: conductancia vs. el tiempo, presentado
en la Figura 55. Es por eso que la planicie (estabilidad) que aparece en
esta curva corresponde al cambio maximo de la conductividad de la
capa sensible de nanocompuesto provocada por la actividad de la lipasa
medida. Por lo tanto, la altura de onda puede servir como una medida de
la actividad de la lipasa y este pardmetro se utilizd como respuesta
analitica en este trabajo. La pendiente de la curva también puede servir
como respuesta analitica; sin embargo, se prefirid la altura de onda

debido a la mejor precision y reproducibilidad de los resultados.

El segundo supuesto principal en el que se basa este trabajo es que
la aplicacion de una capa sensible como el aceite de oliva cargado con
nanoparticulas de SiO2 (nanocompuesto) que modifica los electrodos
conductométricos causard una amplificacion de la respuesta del sensor
debido a la mayor resistividad del SiO2 (que posee p = 1017 Ohmios m)
comparado con el del aceite de oliva sin cargar (o = 109 Ohmios m)
utilizado como sustrato de lipasa. Por lo tanto, los resultados experimentales
presentados a continuacion pueden servir como una prueba de viabilidad

de este supuesto.
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Para este propdsito, se midid la conductividad de 5 ml de agua

desionizada conteniendo 120 uL de tampdn fosfato con pH 8, empleando:
a) un par de electrodos conductométricos de metal descubierto
(electrodos de Cu de 8 mm de didmetro); b) los mismos electrodos
modificados por una capa de aceite de oliva de 50 um de espesor, y c) los
mismos electrodos modificados por una capa de nanocompuesto de 50
MM de espesor (aceite de oliva/20% de NP de SiOz). Los resultados
obtenidos empleando el YSI Model 3200 Conductivity Instrument (promedio
de 10 mediciones) a 1 cm de distancia entre los electrodos se presentan

en la Tabla 3.

Tabla 3. Influencia de la modificacion del electrodo en la resistencia de la interfaz
del tampén fosfato / electrodo

Conductancia 1139 uS cm ! 17.6 yS cm ! 7.7pS cm !

Los valores de espesor de las capas presentados en la tabla se
calcularon teniendo en cuenta el didmetro de disco del electrodo (8 mm)
y el volumen (5 plL) de la solucién de cloroformo depositada del aceite de
oliva y el nanocompuesto respectivamente. Como se ve en la tabla, la
modificacion de los electrodos con aceite de oliva causa una disminucién
de la conductividad de 64.7 veces en comparacion con los electrodos de

metal simple, mientras que la modificacion de los electrodos con el
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nanocompuesto (20% en peso de NP de SiO2) provoca una disminucion de

la conductividad de 147.9 veces respectivamente. Estos resultados
confirmaron la viabilidad del supuesto mencionado en que se basa este

trabajo.
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Figura 55. Respuestas del sensor a 0.06 U.S.P. mL- 1 lipasa a 300 rpom, 120 Hz, 50 mV p.p.
Voltaje CA y capa sensible de: 50 um de aceite de oliva simple (curva A) y 50 um de
nanocompuesto (curva B)

Se realizd un experimento similar empleando el potenciostato y su
software en el modo de deteccidén de CA registrando las respuestas de
conductancia (resistencia) aplicando aceite de oliva simple y los
electrodos conductométricos modificados con el nanocompuesto en las
mismas muestras de actividad de lipasa y las mismas condiciones
experimentales. De esta manera se verificd la capacidad de las

nanoparticulas para amplificar la respuesta analitica y los resultados se
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presentan en la Figura 55. Alli, la altura de onda de la curva B registrada

con la aplicacién del nanocompuesto como modificador de electrodo
conductométrico y capa sensible es 1,86 veces mds alta que la de la
curva A obtenida en la misma actividad de la lipasa, pero solo con la
aplicaciéon de aceite de oliva simple, ambos con el mismo grosor inicial de

50 um.

Optimizacion de amplitud de respuesta

Optimizacion de pH y la velocidad del agitador

Segun los datos ya presentados sobre la actividad mdxima
enzimdtica de la lipasa, el valor de pH 6ptimo se encuentra en el rango
entre 7 y 10 [249, 250]. Como se menciond anteriormente, todos los
experimentos se llevaron a cabo con un pH 8 (tampdn fosfato)
permitiendo la mdxima actividad enzimdtica de acuerdo con la

recomendacion del productor de la enzima.

La agitacion de la solucion tampdn que contiene lipasa es
necesaria para intfensificar el contacto de la lipasa con el nanocompuesto

depositado sobre el electrodo conductométrico y servir como sustrato.
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Las curvas de conductancia vs tiempo se registraron en rangos de
agitacion de 100 a 1000 rom para evaluar su influencia. Los resultados
mostraron que la capa de nanocompuesto pierde gradualmente su
estabilidad a mds de 500 rpom, lo que provoca un aspecto de pendiente
negativa de toda la curva debido a una lenta degradacién mecdnica de
la capa sensible de nanocompuesto (ver curva A en la Figura 56). Para
obtener resultados estables en todos los experimentos se aplicd una
agitacion de 300 rpm.

Conductance, uS

7.5 I I I I I I I
0 30 60 90 120 150 180 210 240

Time, s

Figura 56. Una respuesta tipica de conductancia / tiempo a 0.08 U mg-1 lipasa en tampdn
fosfato con pH = 8. Tasas de agitacion: 300 rom para curva A y 600 rom para curva B;
Amplitud del voltaje de CA =50 mV a 120 Hz.
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Optimizacion del espesor de la capa sensible.

Para opftimizar el espesor de la capa sensible, se registraron las
curvas de conductancia frente al tiempo para la misma actividad de
lipasa en las mismas condiciones como son: actividad de la lipasa,
amplitud y frecuencia del voltaje de CA, pero aumentando el espesor de

la capa de nanocompuesto.
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Figura 57. Respuesta analitica de 0.4 U.S.P. mL-1 lipasa a 50 y 100 um de espesor de

capa de nanocompuesto. Velocidad de agitacion = 300 rom; A.C. amplitud de voltaje
=50 mV p.p.at 120 Hz de frecuencia

Para este propdsito, se depositaron sobre la superficie del electrodo
volumenes de 5y 10 yL del nanocompuesto disuelto en cloroformo, lo que
produjo espesores de capa de aproximadamente 50 y 100 um después de

la evaporacion del solvente orgdnico. Los volUmenes de menos de 5 UL no

111



fueron suficientes para cubrir toda la superficie del electrodo, mientras que

los de mdas de 10 uL formaron un espesor de capa irregular.

Las respuestas del sensor obtenidas con espesores de la capa
sensible de nanocompuesto de 50 y 100 um se muestran en la Figura 57. La
capa sensible mdas gruesa da como resultado una conductancia inicial
mas baja y una respuesta mas baja (alturas de onda) vy, por lo tanto, una

sensibilidad mds baja en comparacion con la mds delgada.

Caracterizacion metroloégica del sensor conductométrico.

Determinacion del rango de cuantificacién lineal y construccion del
diagrama de calibracion

Aplicando la condicion optimizada, se determind
experimentalmente que el rango de cuantificacion lineal era de 1.1x102 a
1.17 US.P. mL' de actividad de lipasa.

Una parte de las respuestas analiticas utilizadas para la construccion
del diagrama de calibracién se presenta en la Figura 58, mientras que las
respuestas analiticas correspondientes a las actividades de lipasa mds
altas y mds bajas del rango de cuantificacion lineal se muestran en la

Figura 60.
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La grdfica de calibracion correspondiente que se muestra a la

derecha de la Figura 55 se describe con la ecuacion: G = -0.026 + 2.31LA,
donde G es el cambio de conductancia registrado y LA es la actividad de
la lipasa en US.P. U mL'. Se encontré que la precision de cuantificacion
era de 3.86 a 1.22% para el rango de actividad lineal de 1.1x102 a 1.17

U.S.P. U mL! actividad de la lipasa
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0 240 480 720 960 1200 1440 1680 1920 216( 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4
Time, s Lipase activity, U mg™

Figura 58. Grdfico de calibracion correspondiente Curva de la conductancia vs tiempo
para la adicién sucesiva de 0.2 U.S.P. mg'! de lipasa (izquierda). Espesores de capa de
nanocompuesto = 2 um; velocidad del agitador = 300 rom; A.C. amplitud de voltaje = 50
mV p.p .; frecuencia = 1000 Hz.

Evaluacion del limite de deteccién LOD

El limite de deteccion (LOD) se determind como 0.8x10° U.S.P.
actividad de lipasa mg' aplicando las reglas sigma 3 a una relacion de
ingredientes nanocompuestos optimizada (20% de nanoparticulas de SiO2
en aceite de oliva), espesor de capa de 50 um, 300 rom, 50 mV de voltaje
CAa120Hzy pH 8.
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Figura 60. Curva de la conductancia vs el tiempo sin suavizar para 0.8x103 U.S.P. mg-!
actividad de la lipasa.
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Figura 59. Respuestas analiticas para: izquierda, la actividad lipasa mds baja (1.1x102 U.S.P.
mL-) y Derecha, la mds alta (1.17 U.S.P. mL"7) dentro del rango de cuantificacion lineal a
300 rom, 50 mV p.p. A.C. amplitud de voltaje con una frecuencia de 120 Hz y un espesor
de capa de nanocompuesto de 50 um
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Este valor LOD se calculdé con el promedio de 10 determinaciones

de solucién de lipasa tras una dilucidn apropiada sucesiva para obtener la
actividad minima de lipasa que se puede detectar en una curva sin
procesar para 0.8x10-% U.S.P. mg' actividad de lipasa. La curva que se

muestra en la Figura 59 es la curva obtenida sin ningun tipo de suavizado.

Evaluacion del tiempo de respuesta

Se espera que las actividades mds elevadas de lipasa provoquen
reacciones enzimdticas mds rdpidas que resulten en un tfiempo de
respuesta mds corto. En realidad, los experimentos mostraron que el
tiempo de respuesta del sensor depende de |la actividad determinada de
la lipasa: a mayor actividad, mds corfo es el fiempo de respuesta, como se
ve en |la Figura 60. Los intervalos de tiempo para alcanzar la estabilidad de
la onda en la curva de conductancia - tiempo se evaluaron para las
actividades de lipasa dentro del rango de cuantificacion lineal

presentados en la Tabla 4.

Tabla 4. Tiempo de respuesta en funcién de la actividad determinada de la lipasa.

1.110-2 6102 | 15107 | 610 1.5

86 57.2 39.1 17.8 6.5

Como se ve en la tabla que presenta los resultados tomados de las
Figuras 58 y 60, el tiempo de respuesta promedio para la actividad de
lipasa medible mds baja es de 86 s, mientras que para la actividad mds

alta se reduce a 6.5 s.
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Evaluacioén de respetabilidad de los sensores

El bajo costo de los electrodos de barra conductométricos permite

SU Uso como desechable y regenerable. En ambos casos, la repetibilidad

de la superficie del electrodo modificado es muy importante para obtener

resultados confiables y repetibles. La repetibilidad se evalué mediante una

serie de 10 electrodos modificados aplicando el procedimiento descrito en

la parte experimental. La misma solucion de lipasa conteniendo 1x10

U.S.P. mg' en el medio del rango de cuantificacién lineal se determind por

cada uno de estos 10 electrodos y las desviaciones relativas con respecto

al promedio se presentan en la Figura 61. La desviacion mdaxima como

porcentaje no superd el error relativo correspondiente a la actividad de la

lipasa aplicada.
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Figura 61. Errores relativos de las determinaciones de 1x10-" U.S.P. mg' utilizando 10
electrodos de barra conductométricos modificados con nanocompuesto a 300 rom,
50 mV p.p. A.C. amplitud de voltaje con una frecuencia de 120 Hz y un espesor de

capa de nanocompuesto de 50 um
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Aplicacion a muestras reales y validacion de resultados.

Se redlizaron experimentos de validacion aplicando el método
titrimétrico descrito por Pinsirodom [251] que posee el mismo LOD. Se
prepararon muestras enriquecidas de suero de leche sin lipasa de la
industria de produccion de queso mediante la adicién de soluciones de
lipasa. Se prepararon tres muestras que pertenecen al rango de
cuantificacién del sensor lineal mds bajo, mds alto y medio. Cada muestra
se determind 3 veces y se tomd el resultado promedio. Los resultados
mostraron que cada uno de los tres errores relativos era inferior al 3,5%. Este
resultado confirma la precision satisfactoria del método propuesto, tema

del presente frabagjo.
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Sensor impedimétrico para la cuantificacion de la actividad de
la lipasa

Optimizacioén y caracterizacion de la composicion de la capa sensibles de
nanocompuesto

Podria esperarse que el aumento de la relacion de masa de aceite
de oliva a NP de SiO2 causara un aumento de la sensibilidad debido a la
mayor permitividad dieléctrica del SiO2. Desafortunadamente, se produce
un aumento en la proteccion del aceite de oliva en paralelo, lo que
dificulta que la enzima tenga acceso a su sustrato, lo que resulta en una
disminucion de la respuesta del sensor (sensibilidad) acompanada por un
aumento en el tiempo de respuesta. Se encontré que 600 mg de aceite de
oliva y 84 mg de NP (14% de nanoparticulas) es la composicion éptima del

nanocompuesto.

La estructura de la capa sensible de nanocompuestos depositada
después de la evaporacion del disolvente orgdnico se caracterizd por SEM.
La micrografia SEM (ver Figura 62) mostrd la formacion de grupos de
nanoparticulas de SiO2 de 100 a 400 nm en didmetros (los puntos blancos
en la figura) como resultado de la agregaciéon de nanoparticulas durante
la evaporacion del disolvente orgdnico. Afortunadamente, la formacion
de grupos de NP no afectd las caracteristicas del sensor tal como se
presentan a continuacidén y no se agregaron agentes que impidan la

aglomeracion.
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Figura 62. Micrografia SEM de la superficie del electrodo de nanocompuestos
modificados (14% de nanoparticulas de SiO2 en aceite de oliva)

Respuesta tipica del sensor e influencia de la presencia de nanoparticulas

El espesor de la capa sensible a los nanocompuestos disminuye
cuando se pone en contacto con la lipasa como resultado de la
degradacién enzimdtica del aceite de oliva al que se adhieren las
nanoparticulas. Esto causa cambios a lo largo del tiempo de los
componentes de impedancia Xc y R de la interfaz: electrodo modificado
con nanocompuesto/solucién conteniendo lipasa (ver Figura 63,

izquierda).
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Curve A: Resistance, Kohms
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Figura 63. Izquierda: la resistencia (curva A) y la capacitancia (curva B) cambian a lo largo
del tiempo en presencia de 2 U.S.P. mL! lipasa. Derecha: Respuesta del sensor a 0.17 U.S.P.
mL lipasa a 300 rom, 120 Hz y amplitud 50 mV p.p. Curva A: capa sensible a aceite de
oliva simple de 49 um; Curva B: capa sensible de nanocompuesto de 49 um (aceite de
oliva cargado con un 14% de nanoparticulas de SiO2)

Como resultado, los cambios correspondientes del cambio de fase
de la corriente de CA aparecen a lo largo del tiempo como se muestra en
la Figura 63, a la derecha. La descomposicion de la capa sensible y, por lo
tanto, la variacion del cambio de fase de la corriente de CA continta
hasta la saturaciéon de los centros activos de la lipasa, lo que resulta en una

curva en forma de onda frente al tiempo.

Una de las suposiciones en las que se basa este trabajo es la
aplicaciéon de un nanocompuesto como capa sensible que espera una
amplificacién de respuesta del sensor como resultado de la mayor
resistividad y la permitividad dieléctrica de las nanoparticulas de SiO2 que

las del aceite de oliva simple. La comparacion experimental mostrd una
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respuesta del sensor 1.77 veces mayor (vea la curva B en la Figura 63,

derecha) obtenido con una aplicacion de nanocompuesto como capa
sensible en comparacion con la capa de aceite de oliva simple. Este
resultado es el maximo y se obtuvo mediante la composicion optimizada
de la capa sensible de nanocompuesto conteniendo 14% de

nanoparticulas.

Se obtuvieron resultados idénticos con electrodos de Cu, asi como
con Au y con placas de Ni, que excluyen la influencia de la naturaleza del

material del electrodo en la respuesta del sensor.

Como se ve en la Figura 63, a la derecha, se pueden usar dos
pardmetros de curva para la evaluacion de la actividad de la lipasa: la
pendiente y la altura de la onda. El uso de la pendiente ofrece la ventaja
de un menor tiempo de respuesta del sensor. Sin embargo, Ila
reproducibilidad de la pendiente depende de la uniformidad de la capa
sensible de nanocompuesto, a diferencia de la altura de onda. A pesar del
tiempo mas largo necesario para el establecimiento de la altura de onda,
se empled como pardmetro de respuesta del sensor en este trabajo

permitiendo obtener resultados mds precisos.
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Optimizacién de la amplitud de respuesta y el tiempo de la respuesta

Influencia del pH y la velocidad del agitador

De acuerdo con los datos ya reportados, la actividad enzimdtica de
las lipasas se maximiza en un rango de pH de 7 a 10, valores relacionados
con lipasas de diferentes fuentes y producidos por aplicacion de diferentes
métodos [249, 250]. Es por eso que se aplicd un tampon de fosfato de pH 8

en todos los experimentos.
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Figura 64. Respuestas del sensor a 0.2 U.S.P. mL-1 lipasa a 120 Hz, ampliftud 50 mV p.p.
y espesor de capa sensible de nhanocompuestos de 49 um. Velocidad de agitacion =
300 rom para la curva A 'y 600 rom para la curva B.
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Se registraron curvas de cambio de fase vs. tiempo aplicando tasas

de agitacién en rangos de 100 a 1000 rom para evaluar su influencia y se
encontré que la tasa de agitador no afecta mucho la respuesta del sensor.
Por ofro lado, las tasas de agitacion elevada causaron la aparicion de una
pendiente negativa significativa de toda la curva debido a una
degradaciéon mecdnica lenta de la capa de nanocompuestos (Figura 64,
curva B) causando su disminucion de espesor. Para minimizar este efecto,
se aplicé una velocidad de agitacion de 300 rom en todos los

experimentos.

Para intensificar el contacto de la lipasa con el nanocompuesto que
sive como capa sensible, asi como para eliminar los productos de
reaccion enzimdtica, la solucidn tampdn que contiene lipasa debe

agitarse durante las determinaciones.

Influencia del espesor de la capa sensible

Las variaciones de grosor provocadas por la degradacion
enzimdtica serdn mayores si se utiliza una capa de nanocompuesto mds
delgada, lo que causa cambios de capacitancia y resistencia en la
interfaz relativamente altos. Como resultado, se puede obtener un cambio
mayor de fase de la corriente CA y, por lo tanto, una mayor respuesta del
sensor. Por ofro lado, sin embargo, también se esperaria que una capa de
sensibilidad mds gruesa cause una respuesta analitica mds estable vy
reproducible debido a una capa sensible mds uniforme y cambios

relativamente mds pequenos (solo superficiales) de su estructura.
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Phase shift, deg

Para optimizar el espesor de la capa sensible, se registraron las

curvas de cambio de fase frente al tiempo para la misma actividad de
lipasa (concentraciéon) en las mismas condiciones como: amplitud de
voltaje CA aplicado de 50 mV p.p. y frecuencia de 120 Hz, aun con el

aumento de espesor de la capa de hanocompuesto.
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Figura 65. Respuestas del sensor a 0.07 U.S.P. mL"! lipasa a 300 rom, 120 Hz y amplitud 50 mV
p.p. Espesor de la capa sensible de nanocompuesto =49 um (izquierda) y 98 um (derecha)

Se depositaron capas sensibles a los nanocompuestos con
espesores de 49 y 98 um (después de la evaporacion del disolvente
orgdnico) sobre el electrodo indicador y se registraron las respuestas
analiticas, ver Figura 65. Como se predijo anteriormente, la capa sensible
mds gruesa proporciond una sensibilidad analitica mds baja pero mds
estable que la mdas delgada. En este trabajo se aplicd un espesor de capa
sensible minimo de 49 um que produce una mayor sensibilidad. Sin
embargo, las caracteristicas del sensor podrian ajustarse por el cambio de
espesor de la capa de sensibilidad de acuerdo con la actividad de lipasa

determinada.
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Influencia de Amplitud y frecuencia de voltaje CA

Para determinar el valor de frecuencia que produce el cambio de
fase mdximo (Respuesta mdxima del sensor y, por tanto, sensibilidad
maxima) curvas similares a las que se muestran en la Figura 63, a la
derecha se registraron en un rango de frecuencia de 10 Hz a 10 KHz en las
mismas condiciones y actividad de la lipasa: amplitud de voltaje de 50 mV,
espesor de la capa de nanocompuesto de 49 um y velocidad de

agitaciéon de 300 rom.

La respuesta mdxima se obtuvo a 100 Hz, sin embargo, para evitar el
ruido inducido desde la linea eléctrica de 60 Hz, se aplico la frecuencia de
120 Hz en todos los experimentos (La frecuencia de 100 Hz es adecuada

para lineas eléctricas de 50 Hz).

Estd claro que las amplitudes de voltaje de CA mds altas dardn
como resultado respuestas de corriente mds altas; sin embargo, para evitar
la aparicion de algunas reacciones electroquimicas en la superficie del
electrodo y la respuesta no lineal, solo se aplicd una pequena amplitud de

voltaje de CA de 50 mV en todos los experimentos.

Caracterizacion del sensor impedimétrico para cuantificacién de la
actividad de la lipasa

Rango de cuantificacion lineal, precision y determinacion de LOD
Se encontré que el rango de cuantificacién de la actividad de la

lipasa lineal era de 0.99 102 a 1.68 U.S.P. mL! de actividad de lipasa. Las

respuestas del sensor correspondientes a las actividades de lipasa mds
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bajas y mds altas del rango de cuantificacion lineal se muestran en la

Figura 66, izquierda y derecha respectivamente. A mayor actividad de la
lipasa la forma de meseta del grdfico de calibracion comienza acercarse

gradualmente la forma “clasica” de S.

El valor de actividad de lipasa mdas bajo medible estd limitado por la
resolucion del equipo electronico usado en pequenas mediciones de

desplazamiento de fase (dos digitos después del punto decimal).
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Figura 66. Izquierda: curva de respuesta del sensor suavizada de 1.4 102 U.S.P. Actividad
de lipasa mL" y Derecha: curva sin tratamiento de 1.7 U.S.P. mL"" ambos registrados a
una velocidad de agitador de 300 rom, 120 Hz y 50 mV p.p. de amplitud de voltaje CA.
Espesor de la capa sensible de nanocompuestos =49 um

La precision de cuantificacién se encontré en el rango de 3.75 a
1.24% para el rango de cuantificacion lineal mencionado
correspondientemente y la grdfica de calibracion correspondiente a este
rango se describe mediante la ecuacion: ¢ = - 0.84 + 14.24 LA (como
coeficiente de correlacion r2 = 0.996) con LA, la actividad de la lipasa

expresada en US.P. U mL' (ver Figura 67 izquierda). Se encontré que el
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Phase shift, deg

limite de deteccién (LOD) era 8 103 U.S.P. U mL! actividad de lipasa mg-!

aplicando la regla 3 sigma para una relacion de ingredientes
nanocompuestos optimizada (14% NP) y un espesor de capa de 49 um. La

respuesta del sensor correspondiente al LOD se presenta en la Figura 67 @

la derecha.
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Figura é7. lzquierda: grdfico de calibracién; Derecha: curva de respuesta del sensor sin
suavizar del LOD = 0.8 10-3 U.S.P. mL-1 actividad de lipasa registrada a una velocidad
de agitacion de 300 rpm, 120 Hz, amplitud 50 mV p.p. y espesor de capa sensible de
nanocompuestos de 49 um

Evaluacioén del tiempo de respuesta

Los experimentos mostraron que el tiempo de respuesta (el tiempo
para alcanzar la estabilidad de onda en la curva del cambio de fase
frente tiempo) depende de la actividad de la lipasa medida, a mayor
actividad, menor tiempo de respuesta. Este pardmetro se evalud para las
actividades de lipasa dentro del rango de cuantificacion lineal completo.

Se encontré que el tiempo de respuesta del sensor para las actividades de
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lipasa mds bajas era aproximadamente 80 s, mientras que para las

actividades mds altas era se reducia a 6 s (ver Figura 66 y Tabla 5). Los
datos tomados de la familia de curvas entre los dos casos extremos que se

muestran en la Figura 6 se utilizaron para construir la Tabla 5.

Tabla 5. Tiempos de respuesta del sensor dentro de la cuantificacién lineal

110 -2 6102 1.510" 6107 1.5

80 57.2 39.1 17.8 6.4

Aplicacion a muestras reales y validacion de resultados

Los resultados obtenidos con el sensor, tfema del presente trabajo,
fueron validados mediante la aplicacion del método titrimétrico descrito

por Pinsirodom [251] poseyendo el mismo LOD.

Para este propdsito, se prepararon muestras enriquecidas utilizando
suero de leche sin lipasa de la industria de produccidon de queso. Se
agregaron soluciones de lipasa para obtener fres valores de actividad que
se ubican en el rango de cuantificacion del sensor lineal bajo, alto y

medio.

Cada solucién enriquecida se determind 3 veces y se tomd el
promedio. Cada uno de los fres errores relativos obtenidos en el rango
lineal de la actividad total de la lipasa fue inferior al 4,5%, lo que confirma

la precision satisfactoria del sensor propuesto.
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4,

CONCLUSIONES

Se desarrollaron métodos: gravimétricos con la aplicacién de
microbalanza de cuarzo; espectrofotométrico y nefelométrico
para la medicién de la actividad de la enzima tripsina, asi como
métodos conductométrico e impedimétrico para la determinacion
de la actividad de la lipasa ambas enzimas del grupo de las

hidrolasas.

Se determinaron las caracteristicas metroldgicas y analiticas de los

métodos desarrollados utilizando soluciones patrones

Se estudid la influencia de los pardmetros operacionales
mencionados sobre la amplitud de la respuesta y el tiempo de la

respuesta:

e pH Yy velocidad de agitacion

¢ tipo del sustrato aplicado como elemento sensible

e composicion y tamano de las nanoparticulas

e |a carga de la capa sensible con nanoparticulas

e estado de la superficie de las nanoparticulas (presencia o

ausencia de modificacioén)

Se optimizaron los valores de los 5 pardmetros mencionados para
maximizar la amplitud y minimizar el tiempo de la respuesta. Se

lograron los pardmetros siguientes:
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Método piezoeléctrico Gravimétrico (QCM) para la medicién
de la actividad de la tripsina

-

1.

2.

3.

Se logré a medir un rango de las actividades de la tripsina desde
7.5x103 U/mL hasta 7500 U/mL

El rango de linealidad fue determinado: desde 0.001 hasta 0.3

ug/mL, asi como el limite de deteccién: 75x104 U mL' (0.001 pg/mL).

La reproducibilidad del sensor fue determinada como 0.94% (n=4)

para concentracion de la tripsina 100 ug/mlL.

Método espectrofotométrico para la medicién de la actividad
de la tripsina

Se optimizd la construccion del sensor aumentando 4 veces el drea
de la parte sensible de éste en contacto con la muestra y se
disminuyd 3 veces el volumen de la muestra dando como resultado
un incremento de 12 veces la amplitud de la respuesta y sensibilidad

del sensor respectivamente

Se optimizo la velocidad de agitacién y se encontrd el valor optimo:
500 rpm. Valores mayores provocan destruccion de la parte sensible
del sensor, mientras en velocidades menores el fiempo de

cuantificacién es mas largo.

Se encontré que la temperatura éptima para obtener la respuesta

mdxima del sensor es a 35°C, pero a temperatura ambiente la
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amplitud de la respuesta también permite la medicién de

concentraciones bajas.

Método nefelométrico para la medicién de la actividad de la
tripsina

1. Se desarrolld y caracterizd analiticamente el método para Ia
cuantificaciéon de la actividad de la tripsina basado en la
nefelometriac  y la aplicacion de sustrato cargado con

nanoparticulas.

2. El rango lineal de las concentraciones de tripsina medibles fue

determinado en 5.5 hasta 82 ug L.

3. El error relativo en el rango lineal de las concentraciones estd en el
intervalo de 0.84/0.94 hasta 1.83/1.91% para las curvas de

calibracién con la altura de escaldn y la pendiente de la respuesta.

4. La amplitud de la respuesta depende linealmente de la
concentracién de las nanoparticulas con un mismo tamano

cargadas en el sustrato.

Método conductométrico para la medicion de la actividad de
la lipasa

1. El rango de cuantificacion lineal se determind desde 1.1x102 hasta

1.17 US.P. U mL' respectivamente.
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2. Ellimite de deteccion (LOD) se determind 0.8x10-3 U. S. P. U mL.

3. El error relativo fue 3.6% a 1.2% en un LOD de 0.8x103 U. S. P. U mL"!

en el rango lineal de la cuantificacion

4. pH optimizado =8

5. Eltiempo de respuesta depende de la actividad enzimatica medida

de acuerdo con la tabla siguiente:

1.110 -2

610 2

1.5101

6101

1.5

86

57.2

39.1

17.8

6.5

Método impedimétrico para la mediciéon de la actividad de la

lipasa

1. Se encontrd que el tiempo de respuesta era de 80 a 6 s en el rango

de concentracién lineal de 0.99 102 a 1.68 U.S.P. U mL! con errores

relativos de 3.75% a 1.24% respectivamente

2. Ellimite de deteccion (LOD) se determiné en 8 10-3 U.S.P. U mL'.

3. El sensor impedimétrico fue validado por un método ftitrimétrico

estandarizado y la comparacion de resultados reveld un buen

acuerdo con errores relativos menores al 4.5%.
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Anexos

Anexo I: Pancreadtitis y Cancer pancreatico

¢ Qué es la pancreatitis?

La pancreatitis es la inflamacién y la autodigestion del pdncreas. La
autodigestion describe un proceso en el que las enzimas pancredticas
destruyen su propio tejido y causan la inflamacién del mismo. La
inflamacién puede ser subita (aguda) o progresiva (cronica). La
pancreatitis aguda generalmente implica un solo "ataque", después del
cual el pdncreas regresa a su estado normal. La pancreatitis aguda severa
puede comprometer la vida del paciente. En la pancreatitis cronica, se
produce un dano permanente del pdncreas y de su funcion, lo que suele
conducir a la fibrosis (cicatrizacion).

¢ Como se diagnostica la pancreatitis?

Ademds del examen fisico y la historiac médica completa, los
procedimientos de diagndstico para la pancreatitis pueden incluir los
siguientes:

e Rayos X de abdomen -un examen diagndstico que utiliza rayos
invisibles de energia electromagnética para producir imdgenes de
los tejidos internos, los huesos y los drganos en una placa.

e Examenes de sangre.

e FEcografia (También llamada sonografia.) - una técnica de
diagndstico de imagenes que usa ondas sonoras de alta frecuencia
para crear una imagen de los organos internos. Las ecografias se
usan para visualizar los drganos internos del abdomen como higado,
bazo y rinones, y para evaluar el flujo sanguineo de varios vasos.

e Colangiopancreatografia endoscopica retrégrada (su sigla en
inglés es ERCP)-un procedimiento que le permite al médico
diagnosticar y tratar problemas del higado, la vesicula biliar, los
conductos biliares y el pdncreas. El procedimiento combina rayos X
y el uso de un endoscopio, un tubo con luz, largo y flexible. El
endoscopio se infroduce por la boca y la garganta del paciente, y
luego a través del esofago, el estomago y el duodeno. El médico
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puede examinar el interior de estos drganos y detectar cualquier
anomalia. Luego se pasa un tubo a través del endoscopio y se
inyecta un medio de contraste que permite que los drganos internos
aparezcan en una placa de rayos X.

e Tomografia computarizada (También llamada escdner CT o CAT.) -
este procedimiento de diagndstico por imagen utiliza una
combinacion de tecnologias de rayos X y computadoras para
obtener imagenes transversales (a menudo llamadas ‘rebanadas”)
del cuerpo, tanto horizontales como verticales. Una CT muestra
imdgenes detalladas de cualquier parte del cuerpo, incluidos los
huesos, los musculos, la grasa y los érganos. La CT muestra mas
detalles que los rayos X regulares.

e Electrocardiograma (su sigla en inglés es ECG o EKG) - un examen
que registra la actividad eléctrica del corazdn, muestra los ritmos
anormales (arritmias o disritmias) y detecta el dano del musculo
cardiaco.

¢ Qué es el cancer pancredtico?

El cdncer de pdncreas ocupa el cuarto lugar entre los tipos mds comunes
de cdncer que afectan a hombres y mujeres. Segiun la Sociedad
Americana de Cdncer, se estimaba que habria 37.680 nuevos casos de
cdncer de pdncreas en 2015y se esperaban 34.290 muertes. El cdncer de
pdncreas ocurre cuando las células malignas crecen fuera de control.

¢ Coémo se diagnostica el cancer pancredtico?

Ademds de la historic médica y el examen médico completo, los
procedimientos para el diagndstico pueden incluir:

e Ultrasonido (También llamado sonografia.) -una técnica de
diagndstico por imdgenes que utiliza ondas de sonido de alta
frecuencia para crear una imagen de los érganos internos. Los
ultrasonidos se utilizan para visualizar los 6érganos internos del
abdomen, como higado, bazo y rinones y para evaluar la corriente
sanguinea a través de los diversos vasos sanguineos. El ultrasonido se
puede realizar usando un dispositivo externo o interno.
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Escaneado de tomografia computarizada (escaneado de TC o
TAC) - un procedimiento de diagndstico por imagenes que utiliza
una combinacién de rayos X y tecnologia de computacion para
producir imagenes de secciones (a menudo llamadas cortes),
horizontales y verticales del cuerpo. El escaneado de TC muestra
imdgenes detalladas de cualquier parte del cuerpo, incluidos los
huesos, musculos, grasa y érganos. Los escaneados de TC son mds
detallados que los rayos X generales.

Imdgenes de resonancia magnética (IRM) - un procedimiento para
el diagndstico que utiliza una combinacién de imanes grandes,
radiofrecuencias y una computadora para producir imdgenes
detalladas de érganos y estructuras dentro del cuerpo.

Colangiopancreatografia  endoscopica  retrograda (CPER) -
procedimiento que permite al médico diagnosticar y tratar
problemas de higado, vesicula, conductos biliares y pdncreas. El
procedimiento combina los rayos X y el uso de un endoscopio: un
tubo largo v flexible que lleva una luz. La extension se guia a través
de la boca y la garganta del paciente, luego a través del eséfago,
el estbmago y el duodeno. El médico puede examinar el interior de
estos 6rganos y detectar cualquier anomalia. Luego se pasa un
tubo a fravés de la extensidn y se inyecta una sustancia de
colorante la cual permitird que los érganos aparezcan en una placa
de rayos X.

colangiografia transhepdtica percutdnea (CTP) - se infroduce una
aguja a través de la piel y en el higado donde se deposita el
colorante (contraste) y las estructuras de los conductos biliares
pueden visudlizarse a través de los rayos X.

biopsia de pdncreas
andlisis de sangre especiales

Tomografia por emision de positrones (PET, por su sigla en inglés) -
fipo de procedimiento de medicina nuclear. Esto significa que
durante el procedimiento se utiliza una pequena cantidad de
sustancia radioactiva llamada radiondclido (radiofdrmaco o
trazador radioactivo) para ayudar en el examen del tejido en
estudio. Especificamente, los estudios con tomografias PET evalian
el metabolismo de un érgano o tejido en particular, de manera que
se evalua la informacién de la fisiologia (funcionamiento) vy
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anatomia (estructura) del dérgano o tejido, asi como sus
propiedades bioquimicas. Por ello, las tomografias PET pueden
detectar cambios biogquimicos en un érgano o tejido que pueden
identificar el comienzo de un proceso patolégico antes de que
puedan observarse los cambios anatdémicos relacionados con la
enfermedad con ofros procedimientos con imdgenes, como por
ejemplo, la tomografia computarizada (CT, por su sigla en inglés) o
la resonancia magnética (MRI, por su sigla en inglés)

https://www.quimica.es/enciclopedia/Pancreatitis.html
https://www.cancer.net/es/tipos-de-cdncer/cdncer-de-pdncreas/estadisticas
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Anexo lI: Simbologia y abreviaturas empleadas

°C

MA

Hg

ML

MM

[T
AgCi
Au
CsHi2
CA
CHCls
cm
Cu

EIS
ELISA
Fe20;
HPLC
Hz
K2HPO4
KH2PO4
L

LC
LiClO4
LOD
MHz

mL

Grado Celsius

Microamperios

Microgramo

Microlitro

Micrémetro

Micro siemens

Cloruro de plata

Oro

Ciclohexano

Corriente alterna

Cloroformo

Centimetro

Cobre

Espectroscopia de impedancia electroquimica
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Oxido de hierro

cromatografia liquida de alta resolucion
Hercio

Fosfato dipotdsico

Fosfato monopotdsico

Litro

Cristal liquido

Perclorato de litio

Limite de deteccién

Megahercio

Mililitro
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Simbologia y abreviaturas empleadas (cont.)

mm Milimetro
mm?2 Milimetro cuadrado
mm3 Milimetro cUbico
mV Milivolt
NaOH Hidroxido de sodio
nm Nandémetro
NP Nanoparticulas
PA Pancreatitis Aguda
PCB Placa de circuito impreso
pH Potencial de hidrogeno
Pt Platino
PVC Policloruro de vinilo
QCM Microbalanza de cristal de cuarzo
QCM-D Microbalanza de cuarzo con disipacion
rem Revolucion por minuto
s Segundo
SEM Microscopio electronico de barrido
SiO2 Oxido de silicio
U Unidad de actividad enzimdatica
mm Milimetro
mm? Milimetro cuadrado
mm3 Milimetro cubico
mV Milivolt
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SEMSOR DESECHABLE NANOESTRUCTURADD PARA LA MEDICION RAPIDA
DE LA ACTIVIDAD DE LAS HIDROLASAS
Ana Liisa Reyas, Roumen Zlamy, Margama Stoyicheva
|mmwmm Amummm Mexlcall, Baja Califomia, MEXICO
rourmengiatn. edu. mg

RESUMEN \
Las hidrolizas pertenecen a un grupe de enzimas que catalizan reacciones bioquimicas de hidrdlisis de sustratos de una
manera muy especifica y por eso estan entre las enzimas las mas aplicadas en la bistecnologia, incluyendo la produccién de
biediesel. La cualficacian precisa y rapida de las actividades de las enzimas del grupo de proteasas aplicados en los procesos
bictecnolégicos tiene gran importancia para mantener constante la eficiencia de los procesos, generando un gran interés en
desamollo de hermamientas de determinacion de la actividad enzimatica. En este trabajo se proponen sensores
nanoestructurados desechables de bajo costo para la medicién rapida y sencilla de la actividad de dos enzimas del grupo de
las hidrolizas: lipasa y tripsina. La determinacién se basa en la medicion espectrofotomeétrica del aumento de |a turbidez de la
solucion que contiene la enzima, causada por &l desprendimients de las nanoparticulas incluidas en la pelicula del sustrato
enzimatico depositada sobre una tira de plastico, durante el proceso de degradacion del sustrato. Los sensores fueron
caracterizados analiticamente determinando las condiciones optimas de medicicn y construyendo las curvas de calibracion.
| Los sensores construidos a la base del enfoque propuesio con sus wentajas: simplicidad, rapidez y bajo costo superan las J
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CONCLUCIONES
1. S& propuso un nusve enfogque basado sobre sl método sspecirofotomsatrico para la medlcion da la actividad de las enzimas
dal grupo o las hidrolizas — lipasa y tripeina. El método esta basado en ka medicion del camblo de ka absorbancia da k3
aoluckon que contlens k3 enzima, causada por |a degradacion enzimatica de una capa de sustrato cargada con nanoparticulas.
2.La wtllizacion de nanoparticulas aumenta |a senalblibdad del enaayo, sdemas, e método propuesto pressnta ka ventaja de ser
més rapldoe que las técnicas comunes para 1a medicion de ks actividad de a8 lipasas.
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A mew approach for lipase activity quaniification was proposed and applied m a simple, rapid and cost
effective conduciomeiric meihod based on conductance change regisiration along the time dwring the
enzymatic degradation of a thin marocomposite substrate layer (50, manopanicles boaded olive odl)
deposited onto conduciometrnic electrodes. The sensitive layer thickness diminution along the time
causes its conduciance asgmentstson proportional o the lipase activity. The proposed method was
chamcterred in terms of lipase activity linear quantificaion range and DOIY, guantificatson time,
precision and reproctucebility at optimized pH &. The relative emmor was found to be from 3.6% o 1.2%
at the linear quantification range from 1.1x107 to 117 U mL" respectively with a LOD of 0.8x107 U
ml". Finally, the method was validated with spiked samples applying spectrophoiometric method ax
refierence.

Keywords: Conductometry, Lipase activity quantification, manocomposite

1 INTRODUCTION

The conduciometry is a very simple bt powerful ool for solustions properties chamctencration
widely applied in a great variety of scentific and indusirial aress. Conductometric methods for orgamic
and inorganic solfuilons properties stodies, messurement of dissolved orgamic and inorganic suhstanoes
oonceniration, complexes formation and properties studies, etc. wene reported till mow [ 1=T].

The lipases (EC 3.1.1.3 macylghyceral acylhydrolae) are enzymes matumlly produced i
animal pancreas degrading the fats and oils in fatty acids and ghycerol [8-10] in the digestion
processes. These umique specific properties make the lipases unreplaceable catalysts for some
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indusiries mosily those involved in deiergend, lbeather, lextile food, cosmetics, paper. and biofisel
productsan [11-19]. The lipase activity is crucil for the indusirial processes stability mainienance, as
well as it serves is indicator of some pancreatic diseases in the medicine [20]. That is why many types
of senzors and methods for lipase activity quantificatson have been developed until mow based on
mezasuring technigues as gpectropholometry, tirineetry, radicactive assay, quart: orysial microbalance,
immunoassay. conductometry., chromatography, etc. [21-34].

The conductometric methods for lipase activity quantificatton are based on the sample
oonductance change measurement resulting from the encyme catalyzed reactions. In general they can
be claszsd 2= reactions: releasing strong electrolytes, releasing fechly soniring ampholyies and
releasing monelectrolytes. Far example ke conduciometric method reported by Hallot [32-34] & based
om a reaction of the second type: enzymatic degradation of high conductive lipase subsimbe such as
triacetin resuliing in solwtion condociance decrease. The common dmwhacks of all the mentioned
mezthods for lipase activity determination incleding the conductometric omes are: complicaied and long
procedures (kours) requiring skilled persomal, expensive reagenis amd sophisticated labomiory
Buipment.

The indusirial processes controd however reguires simple. raped, precise and cost effective
evalmtions of relative high enrymatic activities and this paper is dedicated to the development and
chamcteration of a conduciomeiric method sustable for indusirial applications. It iz based on the
oonductiometric determimation of the rate of lipase catalyzed hydrolysis of a suwhsirate sensstive layer
deposited as a thin sensitive layer with thickmess d on a conduciometnic electrode with surface area AL
The sensitive layer enzymatic decomposition by the lipase causes its thickness diminubion along the
timsz proportional to the lipase enxymatic activily resulting in corresponding resistance R dimvinution
[conductivity ¢ increase) according o the Equation 1:

R = 1/G = pdiA in

where p is the resistivity of the sensitive layer matemal.

The high resistivity of the olive oil which is a lipase substrate (p = 10 * Ohms m [37]) makes #
a suitable substance i be used as conducipmetric electrode modifier serving as a semsitive layer. On
thee other hand the olive wil loading by nanoparticles made by a maierial possessing higher elecircal
resistivity such as Sik (possessing resistivity p = 1077 Ohms m [38]h, a wvery high resistance
nancoompasite will be fomed. In this case & network of silica percolating throughout the oil mairix s
formeed possessing a gond adbexion with solid surfaces, & reporied by Adelmann [3%]. Similar type of
nanccomposite was already applied as a sensitive layer by the awthors eardier in 2 photometric and a
QCM method for lipase activity determimation [22-24, 27] and it was proved that its decomposition
rate is propaorizonal to the lipase actvity mte.

Thus, the method subject of the present work is based on the two following assumptions: i) the
high resistance of the sensitive layer {olive oil 50, mrocomposite) will determine the tolal resistance
of the interface: conductometric clecirodes meodified by nanccomposselipase conlniming buffer
solution. Taking into acoount the Equation (1) # & clear that the interface conductance (resistance] will
be proportiomal to the sensitive layer thickness which in tum depends along the time on the lpase
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activity. ii) the eneymatic degradation of the ofive oil which sticks together the 58(0: nanoparticles m
thee nanocompaosiie will provoke ther release from the sensitive layer into the lipase cominmming
solution. As a result much larger sensative layer resistance change will oocur compared with bare olive
il only application as a sensitive byer doe to the nanoparticles higher resistivity. This will resudt n
sensitivity amplificatson of the proposed conductometric method.

Bazed on these assumptions the developmeent of a mpid, simple, precise and cost effective
mezthod for lipase activity quontification is the porpose of the presemt work iogether with its
chamcterization in lerms of linear guantification range. LOD. preciskon. response time and
reproducibility. The comdwctometric response is regstered during the encymatic degmdation by the
lipase of a thin nanccomposite sensitive layer deposited on ke conductometric electrodes.

1. EXFERIMENT AL

L. Reagewis

Lipase, (25.1 U mg™} from Sigma was used for the stock lipase solution preparmtion emploved
im all the expenments. A phosphaie buffer {(pH &) was prepared by approprate amounts of analyiscal
grade K;HPOy and KH;POy dissolution in deionized water produced by a MillsQ) 'Water Purification
System | Millipore). The buffier was appleed for the lipese siandard solulions prepamtion according bo
thee producer recommendations as well as supponting solwtion for the lipase samples. Commercial extra
virgin ofive oil and %} nanoparticles modified by single layer organic chains giving them supers
hydroplsobéc and oleophilic properties (99.8%, 10-20 nm, SkySpring Mmnomaterials, Imc, USA,
product & GEGIHMN) were used for nanocomposite preparation. CHCly of PA pursty (Fermont, USA)
was applied &= mnocomposite solvent facilitating its deposition on the electrode surface.

1.2 insirwmeniainen

USH powered potentiostal Model CompactSisih 20250, Ivium Techmologies, Metherlands
runming, [viumSiat software m mode AC Detectson and Y51 3200 Conductivity Insinument were
employed for the basic and the additbional conduciometnic measuremenis respectively. Two elecirodes
oonfiguration of the potentiostat was used employing two identical modified by nanocomposie
canduciomeire decirodes. All the measpremenis were cameed oo in Model K036 (EG&EG PART)
micro cell electrode stand equipped withh & magnetic stirrer. The [viemSiat software minming im AC
Dietectson mode produces the following output data abong the time: ebectrode’solstion imerface
resistance B and capacitance C as well a5 the AC current phase angle shift @ resubied from constant AC
voliage amplitsde and frequency application. The registered rexistance K vs. the time plots were
canverted in conductance G vs. the time omes applying the equation G = 'R In fact, these plots
represent kinetic curves of the subsimbe layer hydrolysis catalyred by the lipase.

Model TP 804 Ultrasomic Processor. ChromTech was wsed for the nanocomposite (CHC,
solutionn  preparation. Scanning Electrom Microscope, model JEOL JSM-B40 was employed for
charcterzation of the modified by nanocompasite electrode surface.
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13 Conduciomeiric elecirode consiruciion

The common and very low cost FCH iechnology was applied for 1 x 5 cm stick conductomsetric
electrodes elaboration employing 09 mm thick FR=4 PFCH fiberglass suhstrate laminated by 35 pm
thick Cu fil. The conductometric elecirode cross section is presemied in Figure 1. The Cu fail {2}
laminabed om the epoxy suppor [ 1) served as electric condwctor between the electrode terminal (2 and
the nanocomposite sensitive layer (4] deposited on a o disk & mm m diameter with a surface area of
0.5 cm’. The electrode terminal and the Cu disc are situated at the two ends of the stick conductometric
electrode. The rest of the Cu foil between them wes insulated by the common epoxy solder mask (3)

used i the PBC technology.

Figure 1. Cross seciion of the nanocomposite modified stick conductometric elecirode with: | - sensor
epoxy support, X« Cu lamvimate, 3= epoxy msulstion lyer, 4 - nanocomposite sensitive layer

X4 Jewsitive Loper composition and preparziion

In spite that trioleim is the most specific lipase substmte [27] a commercial extra virgmn olive ail
wias xed as lipase subsirale in all the experiments because of #s bow cost, moreover it contaim up to
307 mriodein [35]. The procedure proposed by the authors earlier [22-34, 27] for a nanocomposie
preparation and deposition was modified and applied in this work too. The namoparticles mleraction
with ibe olive oil explained by Adelmann [39] albowed uniform nancoompossie kyer formation on the
Cu electrode dwe 1o the gelatbon caxing a good adbhesson o solid surfaces. The nanocomposie
composition: ke olive il to the 580; nanoparticles mtio was optimuized experimentally to obiain the
shartest response time and the highest sensilivity (see the Results and Discussion section]).

The conduciometric electrodes were modified by deposmion from 5 do 10 pl of the
nanocomposile chloroform soduion on the Cu disc electrode surface by a micropipette. After the
orgamic sofvent evaporation a silk-wize white sensitive layer appears. The electrode can be casily
regenerdied by a new sensitinve layer deposition afier the lipase activity measuremnent. For this purpose
the sensitive layer is removed by a sofi semviette and a new one is deposiled by a micropipetie. The
reproducibility was found 1o be satisfactory (see the Result section) which allows a great number of
pre=deposited electrodes to be prepared and used & disposable due to their extremely low cost.

1 RESULTS AND IMSCLUSSION

i1 Nanocamposite sensittve laper chargcrerioatian by SEM
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The modified by nanocomposite clectrode surface was characterized by scanming clectron
microscopy (SEM), see Figure 2. The organic solvent evaporation resulted in Si0: manoparticles
agglomemtion and clusters formation of about 400 nm in dameter. The satsfactory reproducibality of
the results obtained by a great number of electrodes application at same conditions (see Results and
Discussion sectsan) showed that the chusters formation does not affect the analytical characteristics.

Figure 2. SEM micrograph of the nanocomposite sensitive layer (20% SiO: nanoparticles i olive otl)
deposited on the conductometric clectrode surface. Scale: 1000 am cm™.

3.2. Typical sewsor response and the nanoparticles influence

The main assumption thes work is based on is that the enzymatic degradation mte of a thin
nanocomposite sensative layer deposited on the conductometric clectrode depends on the measured
lipase activity. The sensitive layer enzymatic degradation results in its thickness decrease which can be
evaluated measuring the sensitive layer resistance (comductance) according to Egn. 1. Thus, the
conductance can serve as a measure of the lipase activity. The sensitive layer enzymatic degradation
continues up to the saturation of the bpase active centers which determine the wave shaped curve in
coordinates: resistance ( conductance vs. the time, presented i Figures 3 and 4 respectively.

v v L y— v v
e X & 8 X W W M W
e

Figure 3. Resistunce of the interface: mapocomposite modified conductometric electrode/lipase
containing solution possessing activity of 0.03 U mL™ ', Stiming rate = 300 rpm, AC voltage
amplitude = 50 mV at 120 Hz, pH ~ § (phosphate bufier)
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That & why the wave height corresponds to the maximal sensitive byer thickness change able
i be provoked by the measured lipase actvity. Thus, the wave height can serve = a guaniiiative
mezasure of the lipase activity ax shown below in sub-section 3.4 and this parameter was chosen as
analytical response. The slope of the curve can also serve as analytical response bt the wave beight
was preferred because of the betler precision and reproducibility of the nesults.

The second assumiption this work is based on is that the 5#0; nanoparticles loaded alive oil (a
nanccompasite] application as a sensitive byver will case sencor response amplification due to the
higher resistivity of the Si0: (possessing p = 10" Olims m) companed with that of the bare alive oil {p
= 107 Chms m) used as lipase substmte. This assumption was experimentally tested applying two types
of experiments: static and dymamic and the results are presented below.

Far the purpse of the staisc experiments {withost lipase addition) the condwctivity of 5 mL
deionized water contaiming 120 pl. phosphate buffer with pH 8 was measured employing: a) a couple
of & mm in diameier bare Cu condwciomeiric electrodes. b the same elecirodes modified by 50 pm
thick olive il and c) the same clectrodes modified by 50 pm thick nanccompaosite (ofive oil + 3P
Silly, MPs). The average of 1 measurements obtained by the Y51 Model 330 Conductivity Insinsment
applicatbon at | cm distance between the electrodes are presented in Table 1.

Table L. Electrode modification influence on the resistance of the electrodes/phosphate buffer interface

Cu electrode mosdifser Mo modified | 50 pm thick olive ail S0 um thick nanocompsoss e
Conductance, pS cm ™ 1139 17.6 7.7

The semsitive layers thicknesses values presemied in the table were caboulated taking inlo
sccoamt the disk electrode diameter (8 mm) the volume {5 pl) of the deposited chloroform zolution as
well as the mamocomposite to chloroform volumes mbtie. As seen from the table the electrodes
miodification with olive oil causes 64.7 times conductivity decrease compared with that obtained by the
bare meial clecirodes while the elecirodes modification by manocompesite (2006 wi 500, NPs)
provakes 147.9 times conductivity decrease respectively. Thus the siatic resulis confimned the viahility
of the seoond ssumption this work is based om.

The nanoparisches influence on the sensor analytical response was akso verified by a dynamic
experiment: ressiance {conductance ) vs. the tinse curves were registered in presence of Lipase applying
canduciomelric electrodes modified by bare olive ail and by ranocomposite &1 same lipase activity and
same experimental conditions. The Condoctance wvs. the Time curves registered by the bium
CompactSiat poientiostat in AC detection mode are presented in Figure 4. The enrymatic degradation
of the alive oil sicking together the high resistivity %0 nanoparticles in the mpocomposiie mass
causes the sensitive layer toial thickness dimimuison accompansed with manopariicles release imio the
lipase containing solution. As a result the wave beight of corve B regisiered with nanocomposiie
application as electrodes modifier was found to be 1.86 times higher than those m corve A oblamed at
samse lipase activity but with bare olive gil applicatson as electrode modifier, both possessing the same
imitial thickness of 50 pm. Figure 4 presensting the dynamic experiments resulis also proves the
viahility of the second assumption this work is based on.
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The shape of the condwsctance ws. the time cwrves presented im Figure 4 is similar to those
regisiered by the (eCM meihod application [22] reported by the awthors earlier alzo based on encymatic
degradation of nanocomposite sensitive layer. which however was deposited on a OCM crystal. The
QCM curve m coordinates: freguency ws. the time is related io the sensitrve layer mass (thickness)
decrease resulted from ds encymatic degmdation. The similarity of the oorves shape of the two
meethods proves the mam asssmption this work & bsed onc the enzymatic degradation of the
nanccompasite lyer by the lipase comses iits thickness diminustion proportsonal io the lipase activity.

i E [ — i Ed IE
Tk i

Figure 4. E-rlu.l:-rrerp:-muh:-ﬂ.l]ﬁr_lni" lipase ai MW} rpmy, AC voliage amplstude = 530 mY at 13
Hz. 50 pm bare alive ol {curve A) and 50 pm nanocomposse (ourve B) sensitivity byers

1.3 Responte ampiitude oprimizaian

X310 Bovrer rare and pif opiisizanion

The stirring of the lipase containing buffer solution miensify the comact of the lipase with the
nanocompsasite sensitive layer deposited on the conductometric elecirode and serving as suhstmbe.

Figure 5. A typical conductance vs. time response to 008 U mg ' lipase at pH = &. Stirring rates: 600
and 30 rpm for curves A and B respectively; AC volage amplitode = 50 mV a1 120 Hx
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Conductance vs. the time curves were registered in the stirming mies mnge from 100 o 1000
rpm ie evalmie s influence. The resubis showed thai the nanocomposiie layer graduoally loses iis
stahility at more than 500 rpm causing o negative slope appearance of the entire curve dwe bo a slow
meechamical degradation of the nanocomposiie sensitive byer (see curve A in Figore 5). To obiain
siahle resulis in all the experiments were applied a stimrer mie of 30 rpm.

Aocording to the dsta abready reported im the literahere abowt the maximal lipase eneymatic
activity the optimal pH value lies in the mnge between 7 and 10 [40, £1]. As mentsoned above all the
experiments were cammed out ot pll & {phosphate buffer) albowing the maximal enxymatic activity
sccording (o the encryme producer recommaendation.

132 Semsittve fever thickness aprimisaiion

The sensitive byver thickness was optinized by regisiering conduciance vs. the ime ourves for
same lipase activity at same AC voliage ampliude and frequency but different mnocomposite layer
thickmess: 50 and 100 pm. For this purpose volumes of 5 and 10 pL of the dissolved m chloroform
nanocompasite were deposied on the electrode surface yielding layers thicknesses of abowm 30 and 100
pm corespondmgly after the crganic solvent evaporatsan. Volumes less than 5 pl were not encugh to
oaver the aniire electrade surface, while anes larger than 10 pL formed irregular layer thickness.

The sensor respanses obtained with 50 and 10 pm sensitive napocomposile layer thicknesses
are shown im Figure . The resistance of a thicker sensitive byer i higher and & a resuli lower inrizal
oonduciance was registered. The enrymatic degradation of a thicker sensitive layer causes smaller
sen=or response (wave heighis) resuliing in a lower sensitivity compared with the thinner one. That =
whyy the mimimal possible thickness of 50 pm was chosen for the nanocomposite byer thicknesses.

rds

' T

T

Tem u

Figure & Sensor response of 0.4 U mL™" lipase ai 50 and 100 pm nanocomposite kaver thicknesses.
Stirrer rate = 300 mpm; AC. voliage amplibsde = 50 my at 1230 Hr frequency

All thee reported conduciometric methods for lipase activity guantification as those developed
by Hallot [32-34] are based on subsimie solution condwectance messuremsenis during ifs encymatic
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degradation by the lipase. That is why they suffer from the maim problem of the comventional
conduciometry: strong dependence on the temperabore. The achievemnent of reliable resubis applying
the Hallot conduclometric method requires very precise lempemture mainienance within 0U01%C
because of the temperahere influence on the conductometric resulis of abowi If-idrg" [32]. In comtrast
no bemperature control was applied to achieve the precision of the method subject of the present work
presented in swhsection 34,4

1.4 Amalwiral charecienzarion af the comducfomeiric method
341 Lincar qguarification resge defermimanion ead colibration plar buildieg

The linear quantification range was experimentally determined to be from 1.1x107 to 117 U
mL " lipase activity at the optimized experimental condition: 300 rpm, 50 mV/120 Hz, 50 pm thick
nanocomposite kyer. pil 8. The caldhration plot is presemied in Figure 7 right. described by the
equation: G = <0026 + 2301LA, where G is the regisiered conductance change amd LA s the lipase
activity im I mL ! The comesponding condwctance vs. the time curves used for the calibratson plot
building are presenied in Figure 7 beft and Fegure 9.

The precsion of the delermination within the linear quanti fication mnge was found to be m the
range from 3.86 to 122 % for the lipase activity range from 1.1x107 1o 1.17 US.P. mL ' respectively.
The reported linear quantification range of the Ballot condooiometric method [32] lies in the mange
from 20 to & U in 4 ml sample voleme {equal o 3 decades). while the sensor subject of the presem
work reaches |7 decadex of lipase's activity within a maximal relative enmor of 3.86%.

1] wa
O R TH O VS A e O TG [ Ba B ug il e ra ¥ |
T mamm gty Lrmg |

Figure 7. Conductance vs. the time curve for successive addition of 0.2 U mg™ ' of lipase {left) and the
curesponding calibration plot. see Figure @ also. Manocompaossie sensitive layer thicknesses =
500 pmy, stirrer rate = 30 rpme, A.C. voliage amplitode = 50 my at 120 Hx

142 LoD evalnesion

The limit of the detection (L0 of the proposed method was determined applying the 3 o nale
and it was found o be 0.8x10° U mg ' at optimized nanocomposite ingredients mtio (20% Si02
nanopartic bes in olive oil) and experimental conditions: layer thickmess of 50 wm, 3N qpm stirring rate,
500 m amplitede of the AC voltage at 130 Hr freguency and pH E. This LOD valee was calculsted as
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averzee of 10 deierminations afier suocessive appropriate dikutson io obéain the minimal |spase activity
ahle to be detecied. The curve presenied i Figure 8 & the mw one without any smoothing.

B A B R RS DD R R D I
Tk i

Figure 8. Conductance vs. the time raw unsmoothed curve for 0.8x107 U mg " lipase activity at 300
rpomn stirring raie, 30 my S 120 Hz A.C voltage and 30 pm nanocompossie layer thickmess
The LM} of the proposed method comparisom with those obiaimed by the standardized
tatrimeiric method uxing olive oil as swhstrate [42] the colorimetric assay wsing the copper soap as
suwhstrabe [43] and the conductomsetric assay using trisceine as substrate [32] is presented im Table 2.

Table X. Limit of detection | LY of the ey methods appleed fior lipase activity detenmination

Method 'sensar for lipase activity quaniification LOD (U mg ") Reference
Tutrimeiric assay using ofive oil ax substmbe 10 - [42]
Colorinsetric assay using the copper soap as swhsirate 10" 42
Conduciomelrsc assay using iriaceme & swhsiraie I~ 12
Conduciomeinic assay using nanooomposite sersitive layer [N This paper

143 Respowse rime cvalwatian

As expeciod i was found that the sensor response time depends on the measured lipase activity:
higher the activity, shorter the response time, due ie the increased mie of the encymatic reacisan {see
Figure #). The time to reach ibe wave plaieay in the conductamoe vs. the ime curve was evaluaied fior
lipase activities within the linear quaniification ange using ihe resulis taken from Figures T and 9 [see
Tabde 3).

Table 3. Response time as a finciion of the determimed lipase activity

Lipase activity. L mL™ LI 1o+ 6107 1.5 10" 6 10" 1.5
Response time, s £ 572 391 178 .5

The average response time for the lowest measurable lipase activity was found io be 86 s while
for the highest activity i was ax short a 6.5 5. Aocording to the reported data the shoriest response

184




it £ Electrochem. 5o, Vol 14, 2009 1ne

timee acheeved by the conductonsetric method application for lipase activity detlermination developed
by Ballot [32-34] was as long as 30 minuies.
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Figure 4. Sensor responses for the bowest (lefi) and thee highest (nght) lipase activities within the linear
quaniification range. Staring raie = 300 rpm., A.C. volige amplitode = 50 mY at 120 Hz and
namocompesite lyer thickness = 50 um

1.4.4. Reproducibility evaharian

The low cost of the condwctomeetric stick electrodes allows thewr use as disposable amd
regenerable as well. In both cases the reproducibility of the modified electrode surface area is very
imporiant o obisin reliable and reproduceble results. The reproducibiliy wes evaluaied by senies of L0
elecirodes modified by 50 pm nanocomposite contaming 207% nanoparticles.

Figure 1. Relative ermors of the deierminations of Ixio' U mg : using 11 nanocomposiie modified
stick electrodes (30 pmj at 300 rpm, 30 mv ALC. voliage amplitude ai 1300 Hz
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A lipase solution with 107 U mg" activity (a value in the middle of the lincar quantification
ranga) was deiormned by sach of thess 10 sloctredes and the mbitive deviticons in recpect o tha
average are presenied in Figure 10 As seen in the figure the maximal deviation of 2.1% mot exceeded
thee refative error comesponding io the applied lipase activity.

1.5 Applicarion io real samples and resalis valideiion

Validation expeorimemts were performed applyvimg the tirimeirsc method described by
Finsirodom [42] possessing same LOD as the method subject of the present wark. Five spiked samples
in lipase free milk whey from the cheese productson indusiry were prepared by additson of lpase
solutions to achieve final activity of 0.5 U mL™. Each of the 5 samples was determined 3 times and the
average resulis were mken io be presenied & A o &g in Table 4. As seen there the relative emor
belongs to the relative emor range corresponding 1o the limear quantification range confirming this way
thee satsfactory acourmcy of the proposed method subject of the present work.

Table 4. Results obtained for 0.5 U mL™ lipasze by titrmmetry [42] and the propeed method

Mensurement number Ay LY Ay Ay L .l.lrrrllr
Tatrimetric method, 1 mlL™ 0.52 .52 053 052 .51 0,530
Beporied sensor, U ml” .50 .51 .51 050 049 0.502
Belainve emor %a . = . . . l.B
4 CONCLUSHIN

A mew approach for the lipse activity quantification was proposed and applied in a simple,
rapid and cost effective conduciometric method suitable for indusinal applicatson. The method = bazed
on the condictance change registration alomg the time during the encymatic degradatson of a thin
nanocompaosite | %iCh mpoparticles loaded olive oil) subsiraie layer depossied on the conduciometric
clecirodes. The semsitive layer thicknes=s dimimuiion along the fime couses s conductiance
sugmeniation proparisonal io the lipase activity.

The proposed method was characterized in terms of lipase activity linear quantification moge
and LOL), preciion. quantification time and reproducshility &t optimized pH = £. The relative emor
was found 1o be from 3.6% to 1.2% at the linear quantification range of 1.1x107 1o 1.17 U mL"
respectively with a LOD of 0.8x107° U mL". Finally, the method was validated with spiked samples
applying a spectrophoiometrnic method as reference one.
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