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.  RESUMEN

La polianilina (PANI) es un polimero electroconductor que ha sido incorporado en
una variedad de sensores quimicos y biologicos. La versatilidad de la PANI reside
en la inherente habilidad de experimentar interacciones moleculares con el analito
y el hecho que de dichas interacciones pueden inducir cambios en sus
propiedades eléctricas, Opticas y morfolégicas. En este trabajo, una plataforma
biosensible para la deteccion del colesterol se preparé mediante el depdsito de
PANI en un soporte de poli (metil metacrilato) (PMMA) por la técnica de
recubrimiento por giro y la subsecuente inmovilizacién covalente de la enzima
colesterol oxidasa (COx) en la superficie de la pelicula de PANI. Las propiedades
opticas de las peliculas de PANI se estudiaron en funcién de la concentracion y la
temperatura de la solucion polimérica, y también de la velocidad de giro de la
técnica de deposicion. El proceso de inmovilizacion de la enzima se analizd por
espectroscopia de FTIR y de absorcion espectroscopica UV-vis, espectroscopia
fotoelectrénica de rayos-X, microscopia electrénica de barrido, y microscopia de
fuerza atémica y mediciones elipsométricas. La actividad relativa de la enzima
inmovilizada se determind en funcion del pH y la temperatura por mediciones
Opticas. Las condiciones Optimas se obtuvieron a pH= 6.0 y en el intervalo de
temperatura de 30 a 35 °C. La constante aparente de Michaelis-Menten para la
enzima inmovilizada fue Ky= 57.21 mg di*. Se determiné por medio de
espectroscopia de UV-vis los cambios de absorbancia de la plataforma biosensible
frente a soluciones de colesterol libre de diferentes concentraciones. La respuesta
cromica obtenida evidenci6 la potencialidad de la PANI neutra en la deteccion de

colesterol en concentraciones equivalentes a las presentes en suero sanguineo.



1.1SUMMARY

Polyaniline (PANI) is an electroconductive polymer that has been
incorporated into a variety of chemical and biological sensors. The versatility of
PANI resides in the inherent ability to undergo molecular interactions with the
analytic substance and the fact that such interactions can induce changes in their
electrical, optical and morphological properties. In this work, a biosensing platform
for cholesterol detection was accomplished by the spin-coating deposition of PANI
on poly (methyl methacrylate) (PMMA) support and the subsequent covalent
immobilization of cholesterol oxidase (ChOx) onto PANI film surface. The thickness
and optical properties of PANI films were correlated with the concentration and
temperature of polymeric solution and also, to the spin speed of the deposition
technigue. The enzyme immobilization process was analyzed by FTIR
spectroscopy, UV-vis absorption spectroscopy, X-ray photoelectron spectroscopy,
Scanning Electronic Microscopy, Atomic Force Microscopy and ellipsometric
measurements. The relative activity of immobilized ChOx was determined as
function of pH and temperature by optical measurements. The optimal conditions
were found to be at pH=6.0 and a temperature range of 30°C-35 °C. The apparent
constant of Michaelis-Menten for the immobilized enzyme was Ky= 57.21 mg dI™.
The absorbance changes of the biosensing platform exposed to different
concentrations of cholesterol solutions were measured by UV-vis spectroscopy.
The chromic response obtained showed the potential of the neutral PANI detecting

cholesterol concentrations equivalent to those present in blood serum.



ll.  INTRODUCCION

Una gran cantidad de investigacion se ha llevado a cabo en el campo de los
polimeros electroconductores desde 1977 cuando se descubrié que el polimero
conjugado de poliacetileno conducia electricidad mediante el dopaje con hal6geno.
Con el Premio Nobel en Quimica del afio 2000 fue reconocido el descubrimiento
de los polimeros conductores y sus 25 afios de progreso en este campo. En los
altimos afos, ha habido un creciente interés en la investigacion de los polimeros
conductores donde se combinan las ventajas de conductores organicos con
sistemas estructuralmente pequefios y por lo tanto crean propiedades
fisicoquimicas interesantes y aplicaciones potencialmente Utiles como son en
sensores, biosensores, recubrimientos, catalizadores, etc. (Huang, 2006).

La polianilina (PANI) se considera como un interesante polimero conductor
debido a sus propiedades o6pticas, eléctricas, moleculares y por su aplicacién en
actuadores, musculos artificiales, celdas solares, blindaje electronico, equipos
electroquimicos (Brazdziuviené, et al., 2007), proteccion contra la corrosion (De
Souza, 2007), baterias recargables (Ghanbari, et al.,, 2007) y la fabricacién de
sensores bio/gas. Esto se atribuye a su excelente conductividad, amplificacién de
sefal, alta estabilidad térmica y quimica, asi como su bajo costo. Por otra parte, la
sintesis sencilla de la PANI en las geometrias deseadas ha conducido a su
aplicacion en los biosensores (Barik, et al., 2010).

En la vida moderna los sensores y biosensores se han vuelto
indispensables, no so6lo por la necesidad de controlar productos y procesos a
través de la deteccidn de analitos con alta precision, sino también para cumplir los
estrictos requisitos de los sistemas de control que llevan a cabo muchas
actividades automaticamente (Siqueira Jr., et al., 2010).

Los biosensores son dispositivos que se componen de un elemento
biol6gicamente sensible y un transductor para transformar la informacion quimica

en una sefal analiticamente cuantificable (Vo-Dinh y Cullum, 2000).



Las enzimas son también conocidas como materiales biologicos sensibles
en el desarrollo de biosensores debido a su especificidad. Ademas el papel de las
enzimas en el diagnéstico clinico ha sido conocido hace varios afios. Las enzimas
presentan una baja estabilidad en las soluciones por lo que se ha tratado de
estabilizarlas por el método de inmovilizacion. En la fase inmovilizada, las enzimas
obtienen una excelente estabilidad y pueden ser reutilizadas. Numerosas técnicas
de inmovilizacion via enlaces covalentes (Suman y Pundir, 2003), adsorcién fisica
(Poghossian, et al., 2001), entrecruzamiento (Ricci, et al., 2003), encapsulamiento
(Kumar, et al.,, 2000) y atrapamiento (Godoy, et al., 2005) se conocen para la
estabilizacion de enzimas y se aplican en el desarrollo de dispositivos
biosensibles. La matriz o soporte elegido para la inmovilizacién depende de la
naturaleza de la biomolécula y el método de inmovilizacion. Un gran niumero de
matrices como las peliculas poliméricas y membranas, geles, peliculas Langmuir-
Blodgett, carbdn, grafito, diaforasa y polimeros electroconductores, entre otros han
sido usadas para la inmovilizacion de las biomoleculas/enzimas en el desarrollo de
varios tipos de biosensores (Malhotra y Chaubey, 2003).

En 1956, el Profesor Clark introdujo el concepto de biosensor con la
publicacién de su trabajo del electrodo de oxigeno (Clark, 1956). Méas tarde, en
1962 describié un experimento en donde la glucosa oxidasa era atrapada en un
electrodo de oxigeno midiendo la concentracion de glucosa mediante el monitoreo
de una sefial amperométrica (Clark y Lyons, 1962).

Los biosensores son dispositivos que tienen aplicacién en distintos campos
como son el diagndstico clinico (Singh, et al., 2006), el monitoreo de bioprocesos
(Gonzalez Rumayor, et al., 2005), la industria alimenticia (Kilmartin, et al., 2008) vy
el monitoreo ambiental (Malhotra, et al., 2006). Una actividad fundamental para el
diagnéstico y la prevencion de trastornos clinicos como enfermedades cardiacas,
ateroesclerosis, hipertension, trombosis cerebral, enfermedades coronarias y
periférica vasculares lo constituye la estimacion del colesterol teniendo en cuenta
la correlacion entre el colesterol total en el cuerpo humano y las enfermedades
cardiacas (Khan, et al., 2009; Solanki, et al., 2007).



Algunos reportes en la investigacion para la deteccion del colesterol han
publicado la inmovilizacion covalente de la enzima colesterol oxidasa en
superficies de PANI. Malhotra y colaboradores inmovilizaron la colesterol oxidasa
(COx) y la colesterol esterasa (CE) en superficies de PANI (Singh, et al., 2006). En
otro enfoque, Wisitsoraat y colaboradores desarrollaron una biosonda basada en
nanotubos de carbono alineados verticalmente (CNTs) y PANI sintetizada
electroguimicamente junto con las enzimas COx, CE y peroxidasa (POD)
(Wisitsoraat, et al., 2009).

Teniendo como fundamento los antecedentes descritos, en el presente
trabajo se construye un nuevo sistema para la cuantificacion de colesterol libre,
constituido por la enzima COx como receptor biolégico inmovilizada
covalentemente sobre una pelicula de PANI neutra depositada sobre un sustrato
polimérico de poli(metilmetacrilato) (PMMA) (Figura 1). La naturaleza polimérica
de los constituyentes facilitara la manipulacion del mismo, asi como sus
propiedades Opticas permitirdn la aplicacion del sistema en la deteccion de

colesterol libre mediante métodos oOpticos.
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Figura 1. Esquema del sistema PMMA/PANI-Glu-COx.

Para el depdsito de la pelicula de PANI se utiliza la técnica de recubrimiento
por giro. Esta técnica constituye una de las formas mas simples para obtener
recubrimientos uniformes y de alta calidad sobre sustratos planos, reportdndose
su aplicacion en recubrimientos de pantallas planas (Ostergard, et al., 1997), en la

grabacion de plantillas en microcircuitos (Chowdhury, et al., 2001), en la



fabricacion de discos compactos y dispositivos electroluminiscentes (Chowdhury,
et al., 1998), entre otros usos.

A diferencia de los trabajos reportados, la metodologia que se propone para
la deteccion de colesterol suprime el uso de la enzima peroxidasa. Lo anterior
significa una disminucion significativa en el costo del analisis, teniendo en cuenta
el precio alto de las enzimas y las condiciones estrictas bajo las que deben ser
almacenadas para mantener su actividad. Adicionalmente, la integracion del
receptor biolégico al material transductor reduce la manipulacion de reactivos, lo

qgue simplifica el método tipico de cuantificacion de colesterol.

2.1HIPOTESIS

Mediante el uso del método de inmovilizacion de enzimas es posible la
construccion de un biosensor utilizando la polianilina como un transductor,
suprimiendo el consumo de la enzima peroxidasa, la cual es utilizada en el método

tradicional ya existente para la deteccion de colesterol.
2.2JUSTIFICACION
A través del método éptico y la utilizaciébn de un biosensor inmovilizandose

Unicamente la enzima colesterol oxidasa, es factible la cuantificacion de colesterol

sin la enzima peroxidasa, logrando asi un manejo facil y un uso sencillo.



2.30BJETIVOS

2.3.1 General

Construir un sistema que integre la colesterol oxidasa inmovilizada
covalentemente sobre polianilina depositada en un sustrato polimérico y evaluar

su aplicacion potencial en la cuantificacion de colesterol.

2.3.2 Particulares

e Optimizar la deposicion de peliculas de polianilina sobre sustratos de poli
(metil metacrilato) por la técnica de recubrimiento por giro.

e Inmovilizar covalentemente la enzima colesterol oxidasa sobre la pelicula
de polianilina.

e Analizar el efecto del pH, la temperatura y el tiempo de almacenamiento,
sobre la actividad de la enzima.

e Evaluar la funcionalidad del sistema en la cuantificacion de colesterol libre
mediante métodos épticos.

e Evaluar la afinidad sustrato-enzima mediante la aplicacién de la cinética de
Michaelis-Menten.

e Estudiar el efecto de interferencias sobre el método de cuantificacion de
colesterol.



[ll.  ANTECEDENTES

3.1Polimeros electroconductores

Recientemente los polimeros electroconductores han sido aplicados como
biosensores por su capacidad de funcionar como matrices de inmovilizacién de
especies de reconocimiento biolégico y de participar en sistemas de reduccion-
oxidacion (redox) para el transporte de una carga eléctrica (Singh, et al., 2006).

En 1977, fue reportado el primer polimero organico conductor intrinseco, el
poliacetileno dopado, incrementandose el interés en los polimeros conductores.
Estos polimeros son una clase distinta de los materiales compuestos de matriz
polimérica y propiedades electroconductoras, los cuales son simplemente una
mezcla fisica de un polimero no conductor con un material conductor como un
metal o polvo de carbono. Inicialmente, estos polimeros conductores intrinsecos
no eran procesables ni estables en el aire. Sin embargo, las Ultimas generaciones
de éstos se pueden obtener en polvos, peliculas y fibras a partir de una amplia
variedad de solventes, siendo estables en el aire. Algunas de estas formas de los
polimeros conductores intrinsecos pueden mezclarse en los polimeros
tradicionales para formar mezclas conductivas eléctricamente (Rupprecht, 1999).

También son llamados materiales inteligentes y se definen como un
material capaz de reconocer estimulos apropiados en condiciones ambientales,
procesando la informacion obtenida del estimulo y respondiendo de una manera
adecuada en tiempo y forma. Los sistemas y estructuras de materiales inteligentes
reconocen los estimulos, procesan la informacion, convierten o almacenan
energia, y luego actlan o generan una respuesta. Los polimeros conductores son
sensibles a numerosos estimulos y pueden generar una respuesta.
Adicionalmente, pueden almacenar informacion y energia y son capaces de
generar distintas funciones. Por lo tanto, en todo el mundo se construyen y se
mejoran estos sistemas por diversos grupos de investigacion, asi como por
empresas. Su ventaja y practicidad Unica radica en la posibilidad de manipular sus

propiedades in situ usando estimulos apropiados (Tabla 1) (Wallace, et al., 2009).



Tabla 1. Cambios tipicos de propiedades al modificar los polimeros conductores
entre los estados oxidado y reducido mediante estimulacién eléctrica y sus
aplicaciones potenciales (Wallace, et al., 2009).

Propiedad Cambio tipico Aplicacién potencial
- Componentes
Conductividad De 107 a 10% S/cm -
electrénicos, sensores
Actuadores
Volumen 10% .
electromecanicos
- 300 nm cambio en la Pantallas, ventanas
olor
banda de absorbancia inteligentes
Mecanica Ductil a transicion fragil -
o De0a10® molcm?s?
Permeabilidad ionica » Membranas
en solucion

Los polimeros conductores intrinsecos son a menudo una clase amplia de
materiales procesables basados en polimeros dopados de conjugacion . Se
caracterizan por su amplia conjugacion en sus cadenas, lo que posibilita que en
condiciones especificas, se cree un flujo de portadores de carga. Los electrones 1T
de la doble ligadura pueden ser facilmente removidos u otros electrones pueden
ser adicionados para formar un i6n, en este caso polimérico, por lo tanto, estos
materiales pueden ser oxidados o reducidos con mayor facilidad que el resto de
los poliméricos convencionales (Rupprecht, 1999).

La oxidacion o la reduccion de la cadena polimérica se efectlia por agentes
de transferencia de carga, esto es, aceptores o donadores de electrones,
convirtiendo un polimero de aislante a conductor o semiconductor. La oxidacion,
llevada a cabo por una especie quimica, genera una cadena de polimero cargada
positivamente con un anion asociado. De forma anéaloga, la reduccion genera una
carga negativa a lo largo de la cadena con un catidon asociado. Este proceso se
conoce como “dopaje” y las especies anidnicas o catidnicas incorporadas se

identifican como “dopantes” (Rupprecht, 1999; Wallace, et al., 2009).



Los polimeros conductores de poliacetileno, polipirrol, politiofeno, poli-3-
alquil-tiofeno, poli (p-fenileno) y de polianilina se consideran de los mas
importantes en este grupo. A su vez, el mecanismo de conductividad de estos
polimeros puede ser descrito mediante la teoria de soliton, de bandas y la de
modelos de saltos electronicos (Emry Yacynych, 1995).

De especial interés en la preparacion de biosensores se considera la
posibilidad que tienen los polimeros conductores de “encapsular’, “entrapar” o
“‘incorporar” una enzima durante el crecimiento de sus cadenas (Vidal, et al.,
2000). Ademas, se ha comprobado que estas matrices son idoneas para la
dispersion de particulas metélicas. Estos materiales permiten un flujo de cargas
electronicas en la matriz del polimero durante los procesos electroquimicos

jugando un papel importante en estos procesos (Tamer, et al., 2011; Miller, 1993).

3.2Polianilina

La polianilina (PANI) es uno de los polimeros conductores mas importantes
siendo de gran interés cientifico y tecnologico. Es por ello que es altamente
estudiada debido a su facilidad de sintesis, dopado y desdopado quimico, bajo
costo y excelente estabilidad ambiental. Estd compuesto de unidades repetidas de
anilina conectadas para formar una cadena de atomos alterados de nitrdgeno y
anillos bencénicos (Figura 2) (Eftekhari, 2010). Fue el primer polimero conductor
que se comercializé ya que tiene aplicaciones que van desde baterias hasta
biosensores (Tahir, et al., 2005).

ZI

N1 N
- H—y— -Jl-y n
Figura 2. Estructura quimica de la polianilina (Nemzer y Epstein, 2010).
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La estructura de la polianilina puede ser clasificada en dependencia del
grado de oxidacion de los &tomos de nitrdgeno. Como se muestra en la Figura 2,
las entidades basicas que forman estas unidades son unidades repetitivas de
amina reducida que poseen dos anillos benzoicos denotados por el subindice y, y
las unidades de imina oxidada, con un anillo benzoico y un anillo quinoide [1-y].
Su estado general puede ser categorizado en una de tres clasificaciones:
leucoemeraldina base (LB), donde [1-y]=0, la cual se encuentra completamente
reducida presentando todas las unidades de repeticion tipo aminas, emeraldina
base (EB) ([1-y]=0.5), en su forma mas estable [y =0.5] se constituye por igual
namero de unidades oxidadas y reducidas obteniéndose una estructura de igual
namero de grupos amina y grupos imino y la pernigranilina base (PNB) ([1-y]=1)
en la cual todas las unidades estdn oxidadas y Unicamente contiene grupos
iminos. Adicionalmente, la forma conductora dopada, conocida como emeraldina
sal (ES) se obtiene exponiendo el polimero de emeraldina base a un &cido
inorganico fuerte como el HCI o a un acido organico fuerte como el acido
canforsulfénico o por pseudodopado con sales idnicas (Nemzer y Epstein, 2010;
Masters, et al., 1991).

La mayoria de las sintesis son llevadas a cabo utilizando solucion de
clorhidrato de anilina o en una mezcla de un monémero de anilina y una solucion
de acido clorhidrico. Con el fin de obtener una forma conductora de la PANI, se
requieren tres pasos: 1) polimerizacion de la anilina en acido clorhidrico, 2)
tratamiento del producto obtenido para producir PANI en su estado no conductor,
3) sucesiva protonacion con un acido apropiado para formar una PANI sal
conductora. Cada paso es un proceso separado y requiere procesos de
purificacion y filtracion (Tahir, et al., 2005).

Las propiedades electromagnéticas y Opticas de la PANI dependen
principalmente de su estado de oxidacién y del grado de protonacion. Es por ello
gue la emeraldina sal se puede producir por dopaje oxidativo de la LB o por la
protonacion de la EB mediante el dopaje con acidos proténicos (H*A) siendo estos
procesos reversibles (Eftekhari, 2010; Rupprecht, 1999).
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La sintesis quimica tipica de la PANI puede llevarse a cabo por oxidacion
directa utilizando un agente oxidante apropiado para generar un radical catiénico
del mondmero, el cual inicia la polimerizaciébn o por oxidacion electroquimica
sobre electrodos fabricados de distintos materiales, aplicando un potencial para
generar un radical i6nico que inicia el proceso de polimerizacion. La oxidacion
quimica se realiza utilizando HCl 6 H,SO4, por lo general a un pH<2, estas
condiciones benefician la unién y obtencion de un polimero sin ramificaciones o
defectos en su estructura, lo que determina su conductividad eléctrica resultante.
Algunos de los agentes oxidantes estudiados para la PANI son el dicromato de
potasio (K,Cr,O;), permanganato de potasio (KMnQ,), peréxido de hidrégeno
(H20,), cloruro férrico (FeCls) o el persulfato de amonio (NH,4),S,0g siendo este
altimo el mas utilizado por dar buenos resultados en la relacion
rendimiento/conductividad (Chandrasekhar, 1999; Faez, et al., 2000).

La sintesis de la anilina puede ser basada en una mezcla de soluciones
acuosas de anilina hidroclorica y persulfato de amonio. La polimerizacion quimica
de la anilina por persulfato de amonio procede en sus etapas iniciales por un
mecanismo similar al de una polimerizacion electroquimica. La primera etapa
implica la formaciéon del cation radical de la anilina, En el segundo paso, se
produce el acoplamiento de cationes de los radicales N y para con una
subsecuente rearomatizacion del dication p-aminodifenilamina (PADPA). Después
éste es oxidado al dicatién diradical. Aunque el acoplamiento cabeza-cola es
predominante (ejemplo: N-para), algunos acoplamientos en la posiciébn orto
también se producen, conduciendo los defectos en la conjugacién en el polimero
resultante. Cuando el agente oxidante es completamente consumido, la anilina en
solucion restante reduce la pernigranilina para formar la emeraldina sal la cual
posee un color verde siendo el producto final. Los cambios de color durante la
reaccion reflejan los pasos descritos: durante el segundo paso la solucion es de
tono rosa debido al PADPA; durante el tercer paso la solucién se vuelve de color
azul oscuro debido a la formacion de pernigranilina protonada, y en el paso final la

emeraldina sal de color caracteristico verde se precipita (Wallace, et al., 2009).
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La PANI protonada (ejemplo: PANI hidroclérica) se convierte a emeraldina
base no conductora de color azul cuando es tratada con hidroxido de amonio

como se muestra en la Figura 3.

Fi-O- % OO0,

Polianilina (emeraldina sal ) ® 0
-2nH A

desprotonacion

p-Om-O-m-0--O],

Polianilina (emeraldinabase)

Figura 3. Desprotonacion de la polianilina (emeraldina sal) en un medio alcalino a

emeraldina base. A" es un i6n arbitrario (ejemplo: cloruro).

Una oxidacién parcial en las cadenas del polimero de la PANI se representa
en la Figura 3. El &cido clorhidrico es removido del clorhidrato de anilina después
de la desprotonacion con el hidréxido de amonio. La participacion relativa de
carbon y nitrégeno en la emeraldina base es mayor debido a un bajo contenido de
cloro. Se puede observar remanentes de cloro en la emeraldina base después de
la desprotonacion, lo cual indica una sustitucion parcial del anillo de benceno con
cloro. La presencia de azufre en clorhidratos se debe en gran parte a los
contraiones de sulfuro residuales producidos por la reduccion del persulfato de
amonio durante la polimerizacion (Stejskal y Gilbert, 2002).

Las propiedades oOpticas de la polianilina dependen de sus estados de
oxidacion y de su posible dopaje; en la Figura 4 se muestra el espectro de
absorcion UV-vis-IRC de la PANI en su estado de EB y en su estado conductor de
ES. En el caso de la EB, la banda a 324 nm corresponde a la transicién m— 1 y la
banda a 625 nm se asigna a la transicion electronica del anillo benzoide al
quinoide. Una vez dopado, el reordenamiento de las cargas conlleva a la

protonacién principalmente de los nitrégenos quinoides, dando lugar a la
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formacion de estructuras polarénicas o cationes radicales. Por otro lado, los picos
a 440 nm y la banda ancha que inicia a los 600 nm en el espectro de la ES se
asignan a absorciones electronicas de los segmentos polarénicos. Adicionalmente,
cuando las cadenas del polimero electroconductor se encuentran en una
conformacion extendida, el espectro de absorcion electronico muestra una banda
polardnica intensa y ancha que comienza desde los 900 nm y se extiende a la

region del infrarrojo cercano (Eftekhari, 2010).
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Figura 4. Espectro de UV-vis-IRC de la PANI en sus formas de emeraldina base
(EB) y de emeraldina sal (ES) (Eftekhari, 2010).

La mayoria de los estudios recientes sobre la PANI se concentran en el
control de las propiedades macromoleculares del polimero, tales como su
conductividad, peso molecular y solubilidad en agua. Una forma de modificar las
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propiedades de la PANI consiste en realizar su sintesis en acidos diferentes.
Acidos inorganicos como el acido sulfurico, el acido fosférico asi como acidos
organicos solubles en agua, han sido investigados con la expectativa de
incrementar su conductividad y su solubilidad en agua. También se ha reportado
gue la temperatura a la cual se lleva a cabo la polimerizacion controla la estructura
de la polianilina sintetizada. Cuando la polimerizacién de la anilina es llevada a
cabo a una temperatura por debajo de los cero grados, se observa un incremento
marcado en el peso molecular y en la cristalinidad (Tahir, et al., 2005).

La PANI pertenece a la familia de los polimeros electroconductores siendo
utilizada para varias aplicaciones en la electroquimica moderna debido a que
presenta propiedades similares a la de algunos metales. Esto se debe tanto a la
estabilidad de las peliculas de PANI producidas electroquimicamente y a sus
interesantes propiedades electrocromicas y conductoras (Bahmani, et al., 2010).
Debido a esto, se ha logrado obtener una gran variedad de productos tales como
baterias recargables (MacDiarmid, et al.,, 1987), actuadores electroquimicos
(Kaneto, et al.,, 1995), membranas (Blinova, et al., 2007), componentes
bioelectronicos (Willner, et al., 2007) y electronicos (Zhao, et al.,, 2007),
supercapacitores electroquimicos (Sun, et al., 2008), recubrimientos anticorrosivos
(Kalendov4, et al., 2008) y antiestaticos (Soto-Oviedo, et al., 2006), materiales
absorbentes de microondas (Makeiff y Huber, 2006), dispositivos de
almacenamiento Optico (McCall, et al.,, 1991) y blindajes para interferencias
electromagnéticas (Trivedi y Dhawan, 1993), entre otros.

La PANI es uno de los polimeros mas prometedores y ampliamente
estudiados en aplicaciones de sensibilidad quimica debido a los considerables
cambios en la conductividad que se producen en sus peliculas a diferentes pHs.
Se ha reportado su uso en muchos dispositivos para la deteccién de bacterias y
otros organismos potencialmente dafinos (Muhammad-Tahir y Alocilja, 2003) asi
como en la estimacién de glucosa (Nemzer y Epstein, 2010), creatinina (Shih y
Huang, 1999), lactosa (Chaubey, et al., 2003), urea (Gupta, et al., 2010),
amoniaco (Castrellon-Uribe, et al., 2009) y colesterol (Singh, et al., 2006; Wang y
Mu, 1999; Khan, et al., 2009; Nemzer y Epstein, 2010) entre otros analitos. Las
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razones que favorecen sus numerosas aplicaciones radican en su amplio rango de
conductividad (dependiendo del dopado) y en la simplicidad con que es posible
obtenerla en forma de peliculas (Stasyuk, et al., 2012). También es utilizada como
material transductor en dispositivos de sensibilidad quimica o biosensores
basandose en los cambios que experimentan sus propiedades eléctricas y/o
Opticas cuando es expuesto al analito. Esta variacion puede resultar de la
alteracién del transporte intercadena debido a: la absorcion de moléculas del
analito, la solvatacion de las moléculas del dopante, la interrupcion de la
conjugacion de las cadenas del polimero electroconductor que afecta la movilidad
de los portadores de carga y/o por el cambio del nimero de portadores de carga
debido a reacciones de intercambio con especies donadoras o aceptoras.

La PANI es ampliamente utilizada como matriz de biosensores los cuales se
definen como dispositivos que constan de un elemento de reconocimiento
bioldgico y un transductor (Vo-Dinh y Cullum, 2000) donde el elemento transductor
convierte el evento de la unién analito-receptor en una sefial dptica o eléctrica. La
sefal puede ser un cambio en la unidad de resonancia, las propiedades Opticas,
de masa, de propiedades eléctricas, de pH, de calor, etc. (Sadana, 2003; y
Gonzalez, et al.,, 2005). Las caracteristicas de funcionalidad deseables en un
biosensor son: selectividad y alta sensibilidad, amplio intervalo de sensibilidad,
linealidad de respuesta, reproducibilidad, corto tiempo de respuesta, tiempo de
vida util largo, bajo costo y reusabilidad (Gonzalez, et al., 2005),

La PANI es uno de los polimeros mas utilizados para la inmovilizacion de
biomoléculas (Laska, et al.,, 1999). Distintas biomoléculas como enzimas,
proteinas y DNA han sido inmovilizadas exitosamente en la PANI modificada
mostrando un excelente rendimiento. Sin embargo, la PANI tiene baja
electroactividad y conductividad en soluciones neutras debido a la transferencia
lenta de electrones y la difusividad de las proteinas. Las actividades
electroquimicas y electrocataliticas de la PANI pueden aumentar enormemente si
la PANI se combina con nanoparticulas de oro (Tamer, et al., 2011). También se

destacan las nanoestructuras de PANI las cuales se forman tipicamente mediante
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electrohilado, plantillas o autoensamblaje, en donde cada método tiene sus
ventajas e inconvenientes (Laslau, et al., 2009).

En los ultimos afios, se ha reportado la construccion de diferentes tipos de
dispositivos 0 biosensores para la determinacion de colesterol libre y colesterol
total. Singh y colaboradores realizaron la inmovilizacion de la COx sobre PANI
sintetizada electroguimicamente sobre electrodos de vidrio recubiertos de ITO,
utilizando una sefial amperométrica cuantificaron el colesterol a concentraciones
minimas de 50 mg/dL (Singh, et al., 2006). Por otro lado, la COx se inmovilizd
covalentemente sobre un copolimero de poli (anilina-co-pirrol) depositado
electroquimicamente en un electrodo de vidrio recubierto de ITO, usando
glutaraldehido como agente reticulante (Solanki, et al., 2007).

3.3Enzimas

Una gran parte de la historia de la bioquimica esta vinculada a la
investigacion sobre las enzimas. Los bioquimicos han investigado las enzimas y
su actividad por mas de ciento veinte afios. Mucho antes de que tuvieran una
comprension realista de la base fisica del estado vivo, de manera instintiva
apreciaron la importancia de las enzimas. Bioquimicos e investigadores de otras
ciencias poco a poco estudiaron las propiedades de los sistemas biolégicos
demostrando que casi cada proceso en los seres vivos sucede a causa de
reacciones catalizadas por enzimas (McKee y McKee, 2009).

Un catalizador es una sustancia que aumenta la rapidez o velocidad de una
reaccion quimica, sin cambiar su constitucién en el proceso global (Mathews, et
al., 2002). Las enzimas son proteinas altamente especializadas que catalizan las
reacciones de los sistemas bioldgicos. Tienen un extraordinario poder catalitico, a
menudo muy superior al de los catalizadores sintéticos o inorganicos. La sustancia
sobre la que actla una enzima se denomina sustrato de esa enzima (Mathews, et
al., 2002). Las enzimas poseen un grado elevado de especificidad respecto a sus
sustratos y funcionan generalmente en soluciones acuosas y en condiciones

moderadas de temperatura y pH (Nelson y Cox, 2001).
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Con la excepcion de un pequeiio grupo de moléculas de RNA catalitico,
todas las enzimas son proteinas. Su actividad catalitica depende de la integridad
de su conformacion proteica nativa. Si se desnaturaliza o se disocia una enzima
en sus subunidades, su actividad catalitica se pierde normalmente. Si se
descompone una enzima en sus aminoacidos constituyentes, siempre se destruye
su actividad catalitica. Se considera entonces que las estructuras primaria,
secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas enzimaticas son esenciales
para su actividad catalitica (Nelson y Cox, 2001).

Las enzimas al igual que otras proteinas, tienen masas moleculares
relativas que van desde 12 000 hasta mas de 1 000 000 millon (Nelson y Cox,
2001).

Las enzimas aumentan las velocidades de las reacciones quimicas al
reducir la barrera de energia libre que separa los reactivos de los productos. Las
enzimas cumplen este desafio por diversos mecanismos que dependen de la
disposicion de grupos funcionales en su sitio activo, la regién de la enzima donde
tiene lugar la catalisis (Voet, et al., 2008).

Las enzimas tienen un papel central en cada proceso bioquimico. Actuando
en secuencias organizadas catalizan cientos de reacciones consecutivas mediante
las que se degradan nutrientes, se conserva y transforma la energia quimica y se
fabrican las macromoléculas bioldgicas a partir de precursores sencillos (Nelson y
Cox, 2001).

Las reacciones catalizadas por enzimas suelen ocurrir en lapsos que van
desde los microsegundos a los milisegundos. De hecho, las enzimas son el medio
por el cual los organismos canalizan el flujo de energia y materia. Segun los
puntos de vista tradicionales, el funcionamiento de las enzimas depende casi por
completo de las formas complementarias y de las interacciones cataliticas entre
los reactivos y sus sitios de unidbn mas o menos flexibles. Sin embargo, se
demostré en fechas recientes que la actividad catalitica de determinadas enzimas
puede vincularse con movimientos internos que se extienden por toda la molécula
de la proteina (McKee y McKee, 2009).
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Las velocidades de las reacciones catalizadas por las enzimas son a
menudo extraordinariamente elevadas (McKee y McKee, 2009). En general, la
velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas es de 10° a 10*? veces mas
alta que la de las correspondientes reacciones no catalizadas y es al menos varios
ordenes de magnitud mayor que la de las reacciones con catalizadores quimicos
(Voet, et al., 2008).

Hay dos hechos importantes que conviene resaltar. En primer lugar, un
catalizador verdadero, aunque participa en el proceso de reaccién, no se modifica
por ésta. En segundo lugar, los catalizadores modifican la velocidad de los
procesos, pero no afectan la posicion de equilibrio de una reaccién. Un proceso
termodinamicamente favorable no pasa a ser mas favorable por la presencia de un
catalizador, ni éste hace tampoco que un proceso desfavorable pase a ser
favorable. Simplemente se alcanza mas rapidamente el estado de equilibrio
(Mathews, et al., 2002).

Algunas enzimas no requieren para su actividad mas grupos quimicos que
sus residuos aminoacidos. Otros requieren un componente quimico adicional
llamado cofactor. El cofactor puede ser uno o varios iones inorganicos tales como
Fe*, Mg*, Mn?, Zn*, un complejo organico o molécula metal-organica
denominada coenzima. Algunas enzimas requieren tanto una coenzima como uno
0 mMas iones metalicos para su actividad. Una coenzima o ién metalico unido muy
frecuentemente o incluso covalentemente a la proteina enzimatica se denomina
grupo prostético. Una enzima compleja cataliticamente activa junto con su
coenzima y/o iones metalicos se denomina holoenzima. La parte proteica de tal
enzima se denomina apoenzima o0 apoproteina. Las coenzimas actlan como
trasportadores transitorios de grupos funcionales especificos (Nelson y Cox,
2001).

Los cofactores o coenzimas también pueden ser moléculas organicas.
Algunos cofactores sdlo se asocian en forma transitoria con determinada molécula
de enzima, por lo que actian como cosustratos. La nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD™) y la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP™) son

ejemplos de cosustratos (Voet, et al., 2008).
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Comunmente el ambiente Optimo de las reacciones catalizadas por enzimas
se producen en condiciones relativamente moderadas: temperaturas inferiores a
100°C, a presion atmosférica y pH casi neutro. Las reacciones enzimaticas tienen
un alto grado de especifidad, por lo que, rara vez presentan productos secundarios
(Voet, et al., 2008).

Las enzimas son especialmente sensibles a las variaciones de la
temperatura y del pH, por lo tanto, cualquier factor ambiental que distorsione la
estructura proteinica puede alterar la actividad enzimatica (McKee y McKee,
2009).

Debido a que la temperatura afecta a todas las reacciones quimicas, en
general, cuanto mayor sea, mayor serd la velocidad de reaccion, es decir, es
mayor la probabilidad de colisiones entre las especies reactantes. La velocidad de
reaccion se incrementa ya que hay mas moléculas con la energia suficiente para
entrar al estado de transicion. Las velocidades de reaccion catalizadas por
enzimas también aumentan con la temperatura. Sin embargo, las enzimas son
proteinas que se desnaturalizan a temperaturas elevadas. La temperatura éptima
de una enzima, que es la temperatura a la que actia con su maxima eficiencia, se
determina en el laboratorio en condiciones especificas de pH, de fuerza i6nica y
de concentraciones de solutos (McKee y McKee, 2009).

Las enzimas son afectadas de diversas formas por la concentracion de
iones hidrégeno, expresada como un valor de pH. En primer lugar, la actividad
catalitica esta relacionada con el estado ionico del sitio activo. Las variaciones de
la concentracion de iones hidrégeno pueden afectar la ionizacién de los grupos del
sitio activo. Por ejemplo, la actividad catalitica de una determinada enzima
requiere la forma protonada del grupo amino de una cadena lateral. Si el pH es lo
suficientemente alcalino para que el grupo pierda su protén, la actividad
enzimatica puede deprimirse. Ademas, los sustratos pueden afectar también la
actividad enzimatica. Si un sustrato contiene un grupo ionizable, un cambio del pH
puede alterar su capacidad para unirse al sitio activo. En segundo lugar, los

cambios de los grupos ionizables pueden alterar la estructura terciaria de la
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enzima. Los cambios drasticos del pH a menudo provocan desnaturalizacion
(McKee y McKee, 2009).

Aunque pocas enzimas toleran cambios importantes de pH, la mayoria son
activas dentro de un intervalo estrecho de pH. Por esta razon, los seres vivos
emplean amortiguadores para regular rigurosamente el pH. El valor de pH en el
que la actividad de una enzima es maxima se denomina pH 6ptimo. Los pH
optimos de las enzimas, determinados en el laboratorio, varian de manera
considerable. Por ejemplo, el pH optimo de la pepsina, una enzima proteolitica que
se produce en el estdbmago, es de alrededor de 2. Para la quimiotripsina, que
digiere las proteinas en el intestino delgado, el pH 6ptimo es de aproximadamente
8 (McKee y McKee, 2009).

Las enzimas se clasifican y se nombran segun la clase de reaccion que
catalizan. A cada enzima se le asigna una clasificacion de cuatro niameros y un
nombre con dos partes denominado nombre sistematico. Ademas la Unidn
Internacional de Bioquimica (IUB) sugiere para el uso diario una version mas corta
del nombre sistematico denominada nombre recomendado. Las enzimas se
dividen en seis principales categorias: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas,
liasas, isomerasas y ligasas (McKee y McKee, 2009).

Las enzimas utilizan los mismos mecanismos cataliticos empleados por los
catalizadores quimicos, incluso las catalisis generales: acida y basica, la covalente
y la catalisis por idbn metélico (Voet, et al., 2008).

La actividad enzimética se mide en unidades internacionales (Ul) y se
define como la cantidad de enzima que produce un pmol de producto por minuto.
La actividad especifica de una enzima es una magnitud que se utiliza para
monitorear la purificacion de la enzima y se define como el nimero de unidades
internacionales por miligramo de proteina. [Recientemente se introdujo una unidad
nueva de medida de la actividad enzimatica denominada katal. Un katal (kat)
indica la cantidad de enzima que transforma un mol de sustrato por segundo. Un
katal es igual a 6x107 IU] (McKee y McKee, 2009).

Las enzimas se analizan de modo que sus velocidades de reaccién y su

eficiencia global puedan cuantificarse (Voet, et al., 2008). El estudio cuantitativo de
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la catélisis enzimatica se denomina cinética enzimatica y proporciona informacion
sobre las velocidades de reaccion. Los estudios cinéticos también miden la
afinidad de las enzimas por los sustratos y por los inhibidores y dan indicios sobre
los mecanismos de reaccion (McKee y McKee, 2009).

Uno de los modelos mas utiles en la investigacion sistematica de las
velocidades enzimaticas fue propuesto por Leonor Michaelis y Maud Menten en
1913. Segun el modelo de Michaelis-Menten, cuando el sustrato [S] se une al sitio
activo de la enzima [E], se forma un complejo de estado de transicién [ES].
Durante el estado de transicion, el sustrato se convierte en producto. Tras un
tiempo, el producto se disocia de la enzima (McKee y McKee, 2009).

La ecuacion de Michaelis-Menten describe la relacion entre la velocidad
inicial de la reaccion y la concentracion del sustrato bajo las condiciones de estado
estacionario, se representa matematicamente con la siguiente ecuaciéon (Voet, et
al., 2008):

_ Vmax[S]
[S] + K

Donde:

Vmax= Velocidad maxima que puede alcanzar la reaccion.
[S]= Sustrato

K= Constante de Michaelis-Menten

Cuando [S] es muy baja, se obtiene la siguiente ecuacion:

y= (’;M) (][]

Donde:
K. 4= NUmero de recambio de una enzima
[E]= Concentracion de la enzima
[S]= Sustrato
K,

El término K““ también es llamado constante de especificidad (McKee y
M

McKee, 2009). Cuando [S] es muy alta, la velocidad inicial v se aproxima en forma

asintotica a V,,s,. Sin embargo en la practica es muy dificil determinar V,,,4, con
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exactitud a partir de los graficos directos de v versus [S] ya que seran valores
subestimados (Voet, et al., 2008).

Un mejor método para determinar los valores de Vs, Y K); €s el formulado
por Hans Lineweaver y Dean Burk que utiliza la forma reciproca de la ecuacion de
Michaelis-Menten:

1_(KM) 1 4 1
v [S] Vméx

., . 1 .y 1 . .
Esta es una ecuacion lineal de - en funcién de TR Si estas magnitudes se

Vma’x

grafican se obtiene el grafico llamado Lineweaver-Burk o doble reciproco (Voet, et
al., 2008).

Muchas sustancias alteran la actividad de la enzima al combinarse con ella
en forma que influencia la union con el sustrato, su numero de recambio 0 ambos.
Las sustancias que reducen la actividad de una enzima de esta manera se
conocen como inhibidores (Voet, et al., 2008). La inhibicién enzimatica puede ser
reversible o irreversible. Los inhibidores irreversibles en general se unen de forma
covalente a las enzimas. En la inhibicidn reversible, el inhibidor puede disociarse
de la enzima (McKee y McKee, 2009). Estos inhibidores reversibles reducen la
actividad de la enzima mediante su incorporacién al sitio de unién al sustrato de la
enzima denominado este fenédmeno inhibicion competitiva, cuando el inhibidor se
une directamente al complejo enzima-sustrato se conoce como inhibiciébn no
competitiva y cuando se incorpora a la enzima y al complejo enzima-sustrato se
designa inhibicién mixta (Voet, et al., 2008).

La inmovilizaciébn de enzimas es un proceso utilizado para mejorar de
manera significativa la estabilidad de la enzima, es por ello que es muy utilizado
en la produccion industrial de productos quimicos, farmacéuticos, alimentos, en el
tratamiento de residuos, en el diagndstico y tratamiento de enfermedades y
muchas otras aplicaciones. Se define como el proceso en el que se confina o
localiza a la enzima en una region definida del espacio (union en un soporte)
dando lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalitica y que pueden

ser reutilizadas repetidamente (Arroyo, 1998).
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Las enzimas pueden ser inmovilizadas o confinadas sobre o dentro de una
gran variedad de matrices solubles o insolubles en agua con una poca o lenta
disminucion en su actividad catalitica. Cuando una enzima es removida de su
ambiente, su comportamiento puede ser diferente. La inmovilizacion de enzimas
solubles sobre o dentro de membranas sintéticas o de matrices organicas o
inorganicas permite a los investigadores el estudio de las enzimas en ambientes
modelados (Weetall, 1974).

La inmovilizacién de enzimas sobre un soporte sélido es una técnica que ha
demostrado prevenir el flujo de contaminacién del producto y hace a las enzimas
mas reusables. En distintas aplicaciones las enzimas inmovilizadas ofrecen el
beneficio de recuperacion y reutilizacion de estos catalizadores costosos. Ademas,
la inmovilizacion de enzimas las hace mas estables frente a la desnaturalizacion
térmica al disminuir su flexibilidad. Otros beneficios que aporta la inmovilizacion de
enzimas son la proteccion de las enzimas de la inactivacion irreversible que se
produce por la agregacion, el ataque proteolitico y la accion de los agentes
desnaturalizantes (Torabi, et al., 2007).

El proceso de inmovilizacién puede presentar algunos inconvenientes entre
los que se destacan: la alteracion de la conformacion de la enzima respecto de su
estado nativo, la gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde puede
existir distintas fracciones de proteinas inmovilizadas con un diferente nimero de
uniones al soporte y durante el proceso de inmovilizacién siempre suele haber una
pérdida de actividad de la enzima (Arroyo, 1998).

La inmovilizacién de las enzimas se clasifican en dos grandes categorias:
retencién fisica (método no covalente) y union quimica (método covalente)
(Arroyo, 1998). Los métodos convencionales para la inmovilizacion de especies
biolégicas son la adsorcién fisica y quimica (Poghossian, et al., 2001), enlace
covalente (Dhand, et al., 2010), entrecruzamiento (Liu, et al., 2009) y atrapamiento
en geles o matrices poliméricas (Turkarslan, et al., 2009; Chu, et al., 2012).

Existen varios métodos de inmovilizacion de enzimas como se menciono
anteriormente pero el comunmente utilizado es el de inmovilizacion covalente, en

donde se lleva a cabo la unién quimica de las enzimas a soportes insolubles en
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agua (Weetall, 1974) mediante la activacion de grupos quimicos del soporte para
que reaccionen con grupos activos de las proteinas utilizando especies
bifuncionales como el glutaraldehido. El glutaraldehido se usa principalmente
como un agente de reticulacién para las modificaciones quimicas de las proteinas
y los polimeros. Este compuesto bifuncional puede unirse covalentemente a los
grupos amino presentes en los 20 aminoacidos que son encontrados en la
estructura de las enzimas, participando principalmente aquellos de la lisina, la
cisteina, la tirosina y la histidina (Arroyo, 1998; Khan, et al., 2009).

Entre las ventajas de la inmovilizacion covalente destacan la sencilla
manipulacion de los derivados inmovilizados, la constancia 6 permanencia de la
carga de la enzima y la posibilidad de usar los derivados en reactores continuos,
empaquetados, de lecho fluidizado o tanque agitado, al tener estabilizada su
estructura terciaria que deriva en una mayor resistencia a la desactivacion por el
efecto de la temperatura, de los disolventes orgéanicos o del pH. En cambio, se
presentan inconvenientes como la dificultad de conocer la densidad de grupos
activos por unidad de superficie, lo que esta condicionado por el niamero de
uniones enzima-soporte y la geometria del soporte. El proceso de inmovilizaciéon
puede alterar la estructura del centro activo y conducir a derivados inactivos. Para
evitar posibles alteraciones se realiza la inmovilizacion en presencia de un
inhibidor que bloquee el centro activo y no se aconseja el uso de enzimas muy
sensibles a cambios de pH, fuerza idnica, etc. (Arroyo, 1998).

La inmovilizacibn covalente también puede realizarse utilizando
carbodiimidas, obteniéndose una buena estabilidad en las enzimas pero
requiriendo grandes cantidades de la misma (Ansari y Husain, 2012). Se ha
tratado de reducir la cantidad de enzima requerida pero se presentan
inconvenientes como una reduccion en la actividad al finalizar el proceso de

inmovilizacion (Koneracka, et al., 2002).
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3.4Colesterol oxidasa

En la fabricacion de un biosensor de colesterol, la colesterol oxidasa (COXx)
es comunmente utilizada como el elemento biosensible. La colesterol oxidasa es
una flavoenzima la cual contiene un dinucleétido de flavina-adenina (DFA) que
cataliza la dehidrogenacion del grupo hidroxilo C(3)-OH de la molécula del
colesterol. Es por lo tanto un miembro de alcohol dehidrogenasa/oxidasa
perteneciente a la familia glucosa-metanol-colina-oxido-reductasa. Utilizando el
DFA, la COx cataliza la oxidacion e isomerizacion de los 3B-hidroxiesteroides
teniendo un doble enlace trans A>- A° del anillo esteroide obteniéndose el
correspondiente A*-3-cetona (4-colesten-3-ona) y el peréxido de hidrégeno. El
DFA es un aceptor primario de hidruro del alcohol. La reduccién del DFA por lo
tanto transfiere los equivalentes redox al dioxigeno como aceptor final como se

muestra en la Figura 5 (Arya, et al., 2008; Ram, et al., 2001).
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Figura 5. Reaccion del colesterol y la colesterol oxidasa (Arya, et al., 2008).

La COx es producida por dos tipos de bacterias: (a) las bacterias no

patdgenas, las cuales utilizan el colesterol como fuente de carbono y (b) las
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bacterias patogenas, que requieren la COx para la infeccion de los macréfagos
huésped debido a su habilidad de alterar la estructura fisica de la membrana
lipidica mediante la conversion del colesterol en 4-colesten-3-ona. Tanto las
bacterias patdgenas y las no patdgenas regulan el comportamiento de la COx en
presencia del colesterol (Pollegioni, et al., 2009).

Las dos fuentes mas comunes de la colesterol oxidasa son las bacterias
sterptomyces hygroscopicus y de la brevibacterium sterolicum (Arya, et al., 2008).

La COx es una enzima que ha sido utilizada en distintas aplicaciones
biotecnoldgicas como pueden ser en la biocatalisis para la produccion de una serie
de esteroides, como una proteina insecticida en contra de las larvas de gorgojo del
algodon y en particular como una enzima de diagnéstico para determinar los
niveles de colesterol en suero sanguineo. También se han encontrado otros usos
de la COx, estos son en la aplicacion farmacolégica para el tratamiento de
infecciones bacterianas y virales y en la industria alimenticia como sensor
antifangico principalmente para prevenir la contaminacion del queso y otros
alimentos no esterilizados con moho. En un futuro se espera encontrar nuevas
aplicaciones en areas inesperadas (Pollegioni, et al., 2009).

Desde 1973, la COx se ha utilizado en la quimica clinica en la medicién del
colesterol en suero humano. Richard demostré que la COx de Nocardia puede ser
utilizada para medir el colesterol en suero midiendo la cantidad de peroxido de
hidrogeno producido (Richmond, 1973).

La COx dentro de los usos clinicos, es una herramienta de andlisis para la
determinacién de colesterol en varias muestras: (a) total y esterificado en sueros,
(b) de lipoproteinas de baja y alta densidad, (c) en la membrana celular de los
eritrocitos (y de otras células y comportamientos celulares) y (d) en piedras en la
vesicula y en la bilis humana (Pollegioni, et al., 2009).

La determinacion de colesterol en suero es usado en el diagnostico de la
ateroesclerosis 0 enfermedades coronarias y para estimar el riego de trombosis y
enfermedades cardiovasculares. Desde que los ensayos utilizan la enzima COX,

éstos son simples, especificos y muy sensibles, por lo que su uso se ha extendido
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comparado con los métodos quimicos convencionales (Doukyu, 2009; Akkaya, et
al., 2009).

3.5Colesterol

El colesterol es un lipido muy conocido debido a que presenta una fuerte
correlacion entre sus niveles altos en la sangre y la incidencia de enfermedades
cardiovasculares en los seres humanos (Nelson y Cox, 2008).

El colesterol pertenece a un grupo amplio de sustancias denominadas
esteroides (Mathews, et al., 2002) los cuales constituyen una clase de lipidos
derivados del hidrocarburo tetraciclico saturado llamado ciclo
pentanoperhidrofenantreno, ademas pertenecen a un grupo amplio de lipidos
conocidos como isoprenoides debido a que en su via biosintética toman parte
unidades de cinco carbonos conocidos como isopreno (Diaz y Juarez, 2007).

La estructura del colesterol posee un peso molecular de 386 Da y contiene
27 atomos de carbono, de los cuales se hallan en cuatro anillos unidos (el nucleo
ciclopentano perhidrofenantreno), dos estan en los grupos angulares de las
uniones de los anillos AB y CD y ocho en la cadena lateral periférica. El colesterol
esta casi compuesto de atomos de carbono e hidrégeno, con un grupo hidroxilo
unido al atomo de carbono 3. La molécula se encuentra casi completamente
saturada, ya que posee Unicamente un doble enlace entre los atomos de carbono
5y 6 (Figura 6) (Nelson y Cox, 2008).
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Figura 6. Estructura del colesterol (Diaz y Juarez, 2007).
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Los esteroides incluyen diversas hormonas importantes, entre las que se
encuentran las hormonas sexuales de los animales superiores. De hecho, el
colesterol es el precursor para la sintesis de muchas de estas sustancias
(Mathews, et al., 2002).

El colesterol se puede encontrar en los tejidos en las formas, esterificada
(CE) y no esterificada o libre (CNE). La principal funcion de esta ultima parece ser
la de componente estructural de membranas, actuando como regulador de la
fluidez en ésta. El colesterol es el producto de una via biosintética (Diaz y Juéarez,
2007) y juega un papel muy importante como componente de las membranas
celulares (Nelson y Cox, 2008), siendo un precursor de importantes hormonas
esteroides, ademas de los &cidos biliares (Campbell y Farrell, 2004) y de la
vitamina D3 (Nelson y Cox, 2008; Diaz y Juarez, 2007).

Como todas las hormonas sin importar su naturaleza quimica, las hormonas
esteroides sirven de sefales externas a la célula para regular procesos
metabolicos en el interior de la misma (Campbell y Farrell, 2004).

En casi todos los organismos eucariotas esta presente el colesterol. En el
cuerpo humano, cualquier célula, ademéas de utilizar el colesterol de fuentes
extracelulares, también tiene la capacidad de sintetizarlo, este proceso se lleva a
cabo principalmente en el higado e intestino (Diaz y Juarez, 2007). Gran parte de
la sintesis del colesterol en los vertebrados tiene lugar en el higado. Una pequefia
fraccion del colesterol ahi elaborado se incorpora a las membranas de los
hepatocitos, pero la mayor parte se exporta en una de las tres siguientes formas:
colesterol biliar, acidos biliares (como el colato y el glococolato (Campbell y Farrell,
2004)) o ésteres de colesterol (Nelson y Cox, 2008). Estos compuestos ayudan a
la digestion de gotitas de lipidos emulsificandolas y haciéndolas mas accesibles al
ataque enzimatico (Campbell y Farrell, 2004).

En las ultimas décadas, uno de los principales logros en la investigacion
bioquimica fue dilucidar la serie de reacciones que tienen lugar en la via de la
sintesis de colesterol a partir de acetil-CoA (Diaz y Juarez, 2007). Este proceso
ocurre en cuatro etapas: 1) tres unidades de acetato se condensan para formar un

intermediario de seis atomos de carbono, el mevalonato, 2) el mevalonato se
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convierte en unidades activadas de isopreno, 3) se polimerizan seis unidades de
isopreno de cinco atomos de carbono para formar una estructura lineal de 30
atomos de carbono que se denomina escualeno, 4) el escualeno se cicla para la
formacion de 4 anillos unidos (A,B,C Y D), que forman el nucleo de los esteroides,
y después de una serie de cambios (oxidaciones, remocién o migracién de grupos
metilo) se obtiene el producto final, el colesterol (Hicks, 2001).

El ser humano absorbe con facilidad el colesterol contenido en los
alimentos. Una persona cuya dieta comprende carne, leche y huevos ingiere en
promedio de 500 a 1000 mg de colesterol por dia. Sin embargo, del colesterol
ingerido solo se absorbe 40% (Diaz y Juarez, 2007).

En un proceso conocido como emulsificacion, el colesterol de la dieta se
incorpora a micelas formadas por ciertos constituyentes que estan presentes en la
bilis. Estas micelas contienen fosfolipidos y acidos biliares conjugados ademas del
propio colesterol. Este proceso es indispensable para solubilizar el colesterol en el
quimo, que es el medio acuoso presente en el lumen intestinal. Una vez integrado
el CE en la fase micelar, se hidroliza en el lumen intestinal debido a la accion de la
enzima CE presente en el jugo pancreatico; esta hidrdlisis es posible gracias al
proceso de emulsificacion, que permite que la enzima actie sobre la micela o
dentro de ésta. El colesterol se absorbe por la difusion de las micelas hacia las
células de la mucosa intestinal, en donde gran parte de éste es esterificado
nuevamente (Diaz y Juarez, 2007).

El CE que se sintetiza en las células de la mucosa intestinal, junto con el
CNE y se incorporan a particulas lipoproteicas de gran tamafo, que son
principalmente triacilgliceroles (TAG) conocidas como quilomicrones, estas
particulas transportan el colesterol y los TAG de la linfa hacia el plasma, a través

del conducto toracico (Figura 7) (Diaz y Juarez, 2007).
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Figura 7. Emulsion, digestion y absorcion del colesterol incorporado en la dieta.

CNE-= colesterol no esterificado, CE= colesterol esterificado (Diaz y Juarez, 2007).

Las lipoproteinas plasméticas son macromoléculas de lipidos y proteinas,
cuya funcion principal es el transporte de lipidos a los tejidos, en general,
trasportan CE y TAG desde su tejido de origen (intestino, donde se absorben o
higado, donde se sintetizan) hacia los tejidos en donde se consumiran o
almacenaran. Las distintas combinaciones de lipidos y proteinas producen
particulas de distintas densidades clasificandose en base a ello en: quilomicrones
(QM), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HLD). Estas difieren entre si en tamafio, composicién y funcién (Diaz y
Juarez, 2007).

La importancia del colesterol se reconoce principalmente por la fuerte
relacion entre su aumento en la sangre y la aparicion de diferentes grados de
disfuncion endotelial que pueden terminar en dafo vascular precoz y cardiopatia
isquémica (Diaz y Juarez, 2007).

La ateroesclerosis se caracteriza por el depdsito de lipidos, en especial el
colesterol y sus ésteres en la capa intima de los vasos arteriales, obstruyendo la

circulacion sanguinea ocasionando hipertension arterial. El infarto miocardico
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agudo constituye una de las principales causas de muerte en paises desarrollados
y en vias de desarrollo como México (Diaz y Juarez, 2007).

Un suero normal de sangre humana contiene menos de 5.2 mM (200 mg-dI’
1y de colesterol; en el plasma, las lipoproteinas contienen colesterol y alrededor de
un 70% es esterificado por los acidos grasos. Es por ello que la determinaciéon de
la concentracion de colesterol en suero sanguineo es fundamental para la
evaluacion de multiples enfermedades (Pollegioni, et al., 2009).

El colesterol total también puede ser determinado en suero (incluyendo los
ésteres) empleando un método enzimatico-colorimétrico, basado totalmente en
reacciones enzimaticas que son: hidrolizar los ésteres de colesterol utilizando la
CE. Seguidamente, el colesterol libre se oxida por la COx produciendo perdxido de
hidrogeno (H20,). Finalmente, este ultimo, es evaluado utilizando la peroxidasa de
rabano picante mediante el acoplamiento oxidativo de la 4-aminoantipirina y fenol
dando como resultado un tinte quinonimina con un maximo de absorcion a los 500
nm (Figura 8). Este método se caracteriza por su sencillez y poca interferencia
siendo altamente reproducible, es por ello que es implementado aun en los

laboratorios clinicos (Pollegioni, et al., 2009).
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Figura 8. Reacciones para la determinacion de colesterol por el método

enzimatico colorimétrico.

Distintos métodos enzimaticos y no enzimaticos han sido propuestos para la
determinacién del colesterol libre y total, teniendo en cuenta que los métodos

enzimaticos presentan ciertas desventajas como son costos altos, disponibilidad
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de pequefias cantidades de reactivos e inestabilidad en la actividad de la enzima.
De acuerdo a ello, muchos biosensores han sido fabricados para disminuir los
costos, mejorar la sensibilidad y la selectividad asi como obtener una respuesta
rapida y fiable (solanki, et al., 2007; Lin. y Yang, 2003). Charpentier y Murr
determinaron el colesterol en suero sanguineo a través de un electrodo enzimatico
de tipo amperométrico hecho de una pasta de carb6n modificado por la peroxidasa
y el hidroximetil ferroceno como mediador de transferencia de electrones, la COx y
el colesterol éster hidrolasa se utilizaron en solucién. El método fue muy sensible y
con mediciones pertinentes en el rango de 1x10° a 1.5x10* M en un periodo de
tiempo de 30 s (Charpentier y Murr, 1995). Dhand y colaboradores construyeron
un biosensor para la deteccion de colesterol a base de una pelicula compuesta de
PANI y nanotubos de carbono de pared multiple, esta pelicula de nanocompdésitos
fue preparada por la técnica de electroforesis sobre un soporte de vidrio recubierto
de oxido de Indio-Estafio, en la cual se inmovilizd la COx quimicamente a través
del 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida y la N-hidroxisuccinimida. Los
resultados de las mediciones de voltamperometria lineal de barrido revelaron que
el bioelectrodo puede detectar el colesterol en un rango de 1.29 mM a 12.93 mM,
con una alta sensibilidad de 6800 nA mM™ y un tiempo de respuesta de 10 s
(Dhand, et al., 2008). Recientemente, Shin y Kameoka fabricaron un biosensor
para la medicién de la concentracion de colesterol utilizando nanofibras de PANI y
poliestireno y posteriormente inmovilizando la COx en las fibras utilizando la

técnica de adsorcion electroestatica de capa por capa (Shin y Kameoka, 2012).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Anilina (CgH7N) (99%), Sigma-Aldrich, Lote: 03696CMV, hecho en EUA.
Acido clorhidrico, ACS (HCI) (36.57%). Reactivos Quimica Meyer, Lote:
F37C22, hecho en México.

Persulfato de Amonio, Cristal, ACS ((NH4)2S20sg) (98.7%). J.T. Baker,
Lote: E25584, hecho en EUA.

Hidroxido de Amonio, ACS (NH4OH) (29.2%). Productos Quimicos
Monterrey S.A. DE C.V., Lote: 840353, hecho en México.

1-metil-2- pirrolidona, reactivo ACS (CsHgNO), (99%) Sigma-Aldrich,
Lote: 23796DM, hecho en EUA.

Solucién de Glutaraldehido Grado I, (CsHgO2) (25%), Sigma-Aldrich,
Lote: 056K5318, hecho en EUA.

Colesterol Oxidasa de Lactobacillus Brevi (100 UN), Sigma-Aldrich, Lote:
090M1636V, hecho en Japon.

Fosfato de Sodio, Monobésico, Monohidratado, Cristal, ACS
(NaH,;PO4°H,0) (100.4%). J.T. Baker, Lote: B17158, hecho en EUA.
Fosfato de Sodio Dibasico Heptahidratado, ACS (Na,HP0,4.7H,0) (98.0-
102.0%), Reactivos Quimica Meyer, Lote: M0808847, hecho en México.
Hidréxido de Sodio (NaOH) (98%), Sigma-Aldrich, Lote: 104K0043, hecho
en EUA.

o-dianiasidina dihidroclorada (Ci14H1sN2O2¢2HCI), Sigma-Aldrich, Lote:
MKBF5410V, hecho en EUA.

Triton X-100, para biologia molecular ((CoH40),C14H220), Sigma-Aldrich,
Lote: 048K00261, hecho en EUA.

Colesterol (Cx7H460) (99%), Sigma-Aldrich, Lote: 027K53032, hecho en
EUA.
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e Peroxidasa de Rabano Picante, Sigma-Aldrich, Lote: 099K7545V, hecho
en EUA.

La anilina fue el Gnico reactivo que recibié un tratamiento previo a su uso,
se destild al vacio, en atmésfera de nitrégeno, almacenandose en la oscuridad y a

una temperatura alrededor de 3°C.

4.2Sintesis de PANI

Se llevo a cabo la sintesis de la PANI por el método quimico estandar (Cao
Yong, et al., 1989), para ello se disolvieron 55 mmol anilina en 109 ml de &cido
clorhidrico (1M) y se colocaron en un matraz de tres bocas. De manera
independiente, se prepar6 una solucion oxidante disolviendo 35 mmol de
persulfato de amonio en 44 ml de &cido clorhidrico (1 M). La reaccion procedi6 al
adicionar gota a gota la solucion oxidante a la solucibn monomeérica, en atmosfera
inerte de nitrogeno y utilizando un bafio de hielo para el matraz de reaccién. Una
vez terminada la adicion se dejo la reaccidon en agitacion moderada por 2 h.
Posteriormente la mezcla de reaccién resultante se filtré en un embudo Bichner y
el producto se lavé con acido clorhidrico 1 My 0.1 M y con abundante agua
desionizada. El producto se transfirié a un vaso de precipitado y se sec6 al vacio a
temperatura ambiente, posteriormente se pulverizé en el mortero para obtener
particulas mas pequefias. El polvo de PANI que se obtuvo estaba en estado
conductor (PANI-CI) y fue desprotonado para obtener emeraldina en su estado
base. Para ello, se traté el polvo de PANI-CI con una solucion de hidroxido de
amonio en agitacion durante un lapso de tiempo de 3 h. El polimero fue
recolectado en un vaso de precipitado, secado al vacio a temperatura ambiente,
lavado con agua deionizada hasta que el filtrado fue de pH neutro y secado en

vacio dinamico. Finalmente la PANI desdopada fue pulverizada en el mortero.
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4.3Dep0sito de PANI sobre PMMA (PMMA/PANI)

Previo al depdsito de la PANI, para remover cualquier particula sobre la
superfice, se lavaron cuidadosamente las laminas de PMMA con espuma de jabon
para no dafiar la superficie, posteriormente se introdujeron en bafio ultrasonico por
20 min, se retiraron lavandose con agua desionizada y se dejaron secar por
aproximadamente 24 h.

Las soluciones utilizadas en la técnica de recubrimiento por giro se
prepararon mezclando una cantidad determinada del polvo de PANI-EB con 10 ml
de 1-metil-2-pirrolidona, usando agitacibn magnética a temperatura ambiente
durante 48 h. La mezcla resultante se pasé a través de un filtro de jeringa de
PTFE con un tamafio de poro de 0.45 um. La solucion obtenida se almacené en la
oscuridad en un rango de temperatura de 1-5°C antes de su uso.

La solucion de PANI neutra se deposité en una superficie de PMMA con
dimensiones de 63.5 mm x 63.5 mm x 2 mm, utilizando el equipo de recubrimiento
por giro Spin Coater de Tecnologia Chemat, Modelo KW-4A. Un volumen de 350
pl de la solucion polimérica se colocaron sobre el soporte de PMMA a una
velocidad dentro de un rango de 1 rpm a 700 rpm para la velocidad | y de 700 rpm
a 1880 rpm para la velocidad Il en un tiempo total de 12 s (6 s para cada rango de
velocidad) y se dejé secar por un tiempo de aproximadamente 24 h. Estas
condiciones permitieron obtener peliculas homogéneas, transparentes y delgadas
de PANI las cuales se adhirieron muy bien al sustrato de PMMA. EI volumen de
solucién, la velocidad de giro, el tiempo de giro, la temperatura de la solucion y la
concentracion fueron variadas para evaluar la calidad de las peliculas en cuanto a
su homogeneidad macroscopica y la magnitud de absorbancia en la region del
UV-vis.

Una vez realizado el deposito de PANI, las plataformas fueron recortadas a
dimensiones de 63.5 mm x 9 mm x 2 mm para la inmovilizacion de la enzima y

posteriores estudios de reusabilidad.
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4.4Inmovilizacién de COx sobre PANI (PMMA/ PANI-Glu-Cox)

El proceso de inmovilizacion de la colesterol oxidasa se realiz6 mediante la
formacion de enlaces covalentes con el glutaraldehido (Glu) ya que este es un
compuesto bifuncional cuyos grupos carbonilos pueden reaccionar con los grupos
aminos de la lisina o de la hidroxilina presentes en la enzima y con aquellos que
se encuentran libres en las terminacion de la cadena de PANI, como se muestra
en la Figura 9 (Suman, et al., 2006). Este se realiz6 extendiendo 10 pl de solucién
de glutaraldehido 0.1% sobre una superficie de (23 mm x 9 mm) la pelicula de
PANI. Se dej6é secar y posteriormente, se adicionaron 15 pl de solucion de
colesterol oxidasa (25 U/ml). Se dejo de nuevo secar por aproximadamente 24 h.
Una vez seca la superficie del sistema PMMA/Pani-Glu-COx se lavo con 5 ml de
agua desionizada para remover la enzima no inmovilizada y el sistema se

almacend a una temperatura de 1 a 2°C cuando no era utilizado.

-CoHy-NH-(-CgHgNH-),-CoH -NH, —CHO-(CHz):-CHO

NH,-COx

-CgH,-NH-(-CgH,-NH-),-CsH,-N=CH-(CH,)5-CHO

-CgH4-NH-(-C¢H,-NH-),-CgH,-N=CH-(CH,)5-CH=N-COx

Figura 9. Reaccién propuesta para la inmovilizacion de la enzima.

4 5Estudios de Caracterizacion

Para evaluar el proceso de inmobilizacién de la enzima sobre la PANI, se
realizd la caracterizacion de superficie de los distintos sistemas: PMMA/PANI,
PMMA/PANI-Glu y PMM/PANI-Glu-COx mediante las técnicas que se muestran a

continuacion:

e Espectroscopia de FTIR: Para la obtencion de los espectros de FTIR

se coloco KBr sobre la superficie de los distintos sistemas y con la
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ayuda del mortero se desprendio parte de la pelicula depositada
sobre el soporte de PMMA. Seguido de ello, se coloco el polvo en
una prensa para obtener una pastilla. Se obtuvieron los espectros de
la COx y el Glu usando el mismo procedimiento para fines
comparativos con los otros sistemas. Este estudio se realizé en un
espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum GX.

Espectroscopia de Absorcion Ultravioleta-Visible (UV-Vis): Esta
caracterizacion se llevo a cabo utilizando como blanco el soporte de
PMMA. Los espectros de absorcion UV-vis-IRC de las peliculas se
obtuvieron en un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 20.
Espectroscopia fotoelectronica de rayos-X: La superficie de la
pelicula delgada se irradié con rayos-X con un anodo de MgKa,
aplicando 10 KV y 10 mA. La presion de la camara en el analisis se
mantuvo aproximadamente a 10® Torr durante cada medicién. Para
compensar los efectos de carga de la superficie, todas las energias
de enlace fueron referenciadas con el pico del carbono neutral (C 15)
a 284.6 eV. Los espectros fueron obtenidos en el espectrometro de
fotoelectrones emitidos por rayos-X Perkin ElImer PHI 5100.
Microscopia de fuerza atdbmica: Se corraboro la morfologia superficial
de los sistemas utilizando el microscopio de fuerza atémica Veeco di
Innova.

Microscopia electrénica de barrido: Se analizé la morfologia de la
superficie de los distintos sistemas, para ello se recubrieron de oro y
seguidamente se introdujeron al microscopio electrénico de barrido
Pemtron SS-300.

Elipsometria espectroscopica: Se analizé la superficie de los
sistemas a una ganancia de 1 y fijando los indices de refraccion:
n (PMMA)= 1491, n(PAND= 151(Dang, et al, 1993),
n (Glutaraldehido)= 1.399, n (COx)= 1.4. Se utiliz6 ganancia de 1 a

un angulo de 70° y una longitud de onda= 632.8 nm. Las mediciones
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fueron realizadas colocando las distintas muestra en un elipsometro

laser marca Philips 200 nm.

4.6Evaluacion de la actividad de la enzima en funcion del pH, la

temperaturay el tiempo

La actividad de la enzima inmovilizada colesterol oxidasa (COx) fue
analizada en funcion del pH y la temperatura usando el método enzimatico
reportado en la literatura (Singh, et al.,, 2006). Se correlacioné la actividad de la
COx con la absorbancia de la o-dianisidina oxidada como resultado de la reaccion
enzimatica catalizada.

Se preparé una solucion que contenia la enzima peroxidasa de rabano
picante (HRP) (200 U mL™) utilizando un bufer de fosfatos 50 mM de pH 7.0 previo
a su uso. La solucion de bufer de fosfatos se ajustd a un determinado pH con
soluciones de hidroxido de sodio 1000 mM vy &cido clorhidrico 100 mM,
midiéndose el pH en un electrodo extra largo Sigma-Aldrich conectado a un
potenciometro Orion modelo 525A+. Se prepard una solucion de colesterol de 200
mg mL™ disolviendo el polvo de colesterol en una solucion de tritén X-100 al 10%
y completando la solucién con 10% de alcohol isopropilico. Adicionalmente, esta
solucion madre se diluyé para hacer soluciones de diferentes concentraciones de
colesterol. La solucion de o-dianisidina 1% se prepar6 disolviendo el reactivo en
agua desionizada. Esta solucion se prepar6 cada medio dia ya que una vez
preparada esta se degradaba adquiriendo un color morado.

Para las mediciones de la actividad de la COx, se afiadido en un vaso de
precipitado 20 pl de la solucion de la enzima peroxidasa (HRP), 20 ul de la
solucion de o-dianisidina, 100 pl de la solucion de colesterol y 3 ml del bafer de
fosfatos. Se homogenizd la mezcla y se introdujo la plataforma biosensible
PMMA/PANI-Glu-COx por 10 min. Posteriormente, se extrajo la plataforma y se
midiod la absorbancia de la solucién antes y después del tiempo transcurrido a una
longitud de onda de 500 nm. Las reacciones que describen el procedimiento se

muestran en la Figura 10 (Chetna, et al., 2007).
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Colesterol + O, + H,0 __Ox . 4-Colesten-3-ona+ H,0,

H,0, + o-dianisidina (red.) _HRP_ 2H,0 + o-dianisidina (oxid.)

Figura 10. Reacciones para la evaluacion de la actividad relativa de la enzima
COx.

Las mediciones de pH se realizaron en el rango de 4 a 10, variando en una
unidad, a una temperatura de 21°C. Una vez encontrado el pH donde la actividad
enzimatica fue la mayor, se realizaron las mediciones en un intervalo de
temperaturas de 25°C a 40°C variando 5 unidades. Para alcanzar las
temperaturas deseadas se utiliz6 una incubadora marca Barnstead|Lab-Line
modelo Max Q 4000.

Una vez encontrada las condiciones de pH y temperatura en donde la
actividad de la enzima fue mayor, se determind la actividad en intervalos de
tiempo de 2 semanas, y con ello cuantificar la disminucion de su actividad
biocatalitica. El almacenamiento de los sistemas Pani-Glu-COx se realiz6 a

temperaturas entre 1y 2 °C.

4.7Determinacion de la cinética de Michaelis-Menten de la COx

inmovilizada

Esta medicion se llevd a cabo a la condiciones Optimas de trabajo de la
enzima, estas fueron a un pH 6 y a una temperatura de 35°C. Las soluciones de
colesterol, HRP, o-dianisidina y bufer de fosfatos se colocaron en la incubadora a
esta temperatura y utilizando el mismo método descrito para la obtencion del pH y
temperatura Optima, se determiné a distintas concentraciones de colesterol la
absorbancia de la solucion del cromoéforo. Los datos experimentales de
absorbancia en funcion de la concentracion de colesterol, se graficaron usando la
representacion de Lineweaver- Burk y se determiné la constante Michaelis Menten
relativa a partir de la cual, se valord la afinidad colesterol oxidasa-colesterol en

este sistema.
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4.8Analisis de las propiedades opticas de la PANI en funcion de la

concentracion de colesterol

La capacidad de las peliculas de PANI como un material transductor fue
probada por un procedimiento previamente reportado (Nemzer y Epstein, 2010).
Se adicion6 en una cubeta de espectrofotometro 2 mL de bufer de fosfatos pH 6 y
se colocé la plataforma biosensible dentro de la misma, se apoyo6 contra la pared
mas alejada de la fuente de luz y se insert6 dentro del equipo. Después de haber
transcurrido un tiempo de 30 min para asegurar una absorcion estable, se afiadio
cuidadosamente por un extremo de la cubeta 100 pl de la solucién de colesterol
libre asegurando que no se moviera el sistema. La absorbancia se determiné a
628 nm y se tomaron valores en intervalos de 60 s durante el experimento. Para
eliminar la contribucion de absorbancia del colesterol, se realiz6 un experimento
de control usando el mismo procedimiento, sustituyendo el sistema biosensible por

una lamina de PMMA con las mismas dimensiones.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1Caracterizacion del Sistema PMMA/PANI

Se realiz0 el deposito de la solucion de polianilina en el sustrato de PMMA
como se describié anteriormente variando primeramente la velocidad de giro para
obtener una pelicula homogénea. Las condiciones utilizadas fueron: volumen de la

solucion= 350 ul y concentracion en la preparacion de la solucion polimérica= 1.5

mg PANI
mlNMP '’

en aproximadamente 628 nm que se atribuye a la transicion electrénica del anillo

En la Figura 11, se observa en ambos espectros una absorcion centrada

benzoide al quinoide, caracteristica de la PANI en su estado de EB.

0.024 - v,=1000 rpm, v,= 1500 rpm

v,=1500 rpm, v,= 2500 rpm

0.020

5 0.016

0.012

Absorbancia (u. abs.)

0.008

0.004

-1 r r r r r r rr r r 1 r T r T 7
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Longitud de onda (nm)

Figura 11. Comparacion de la absorbancia de las peliculas de PANI a distintas
velocidades de depdésito de la solucion. (Las velocidades corresponden a los

valores promedios alcanzados en cada intervalo de giro).

La Figura 11 indica una mayor absorbancia a velocidades mas bajas, lo que

es indicativo de un mayor espesor de la pelicula. Sin embargo, a simple vista se
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aprecio que la pelicula no era homogénea por lo que se considerd usar las
velocidades mas altas.

Seguidamente se realizaron pruebas variando la composicion en la
preparacion de la solucion de PANI, manteniendo los parametros: volumen de la
solucion= 350 pl y velocidades de giro v;=1500 rpm y v,=2500 rpm. En la Figura
12 se observa que la absorbancia presenté un incremento a medida que se
aumentd la concentracion en la preparacion de la solucion de PANI, pero hubo
una disminucion de la misma en la concentracion maxima utilizada. Lo anterior se
atribuyd a un efecto de saturacion en la solucion que pudo influir en el proceso de
filtrado.
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— 1.5 mg/mi
0,04 4 1.0 mg/ml
@ —— 0.5 mg/ml
[
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Figura 12. Comparacion de la absorbancia de las peliculas de PANI a distintas

concentraciones de la solucion.

Se continud realizando variaciones en las condiciones de depodsito de la
PANI y se modifico la temperatura de almacenamiento de la solucion polimérica,
presentando un cambio de absorbancia significativo como se observa en la Figura
13.

43



0.024

0.020 +

0.016 +

0.012 +

Absorbancia (u. abs.)

0.008

0.004

L e e I e e e
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Lonaitud de onda (nm)
Figura 13. Comparacion de la absorbancia de las peliculas de PANI con la

solucién almacenada a distintas temperaturas.

Teniendo en cuenta que se perseguia la obtencion de peliculas
homogéneas de PANI que tuviesen un espesor suficiente para alcanzar un valor
de absorbancia maximo que pudiese ser monitoreado en los estudios de
sensibilidad, se establecieron las siguientes condiciones éptimas para el depdésito

de las peliculas de PANI: fueron 350 pl de solucibn de PANI con una

mg PANI

concentracion de preparacion de 3.0 ,
ml NMP

temperatura de almacenamiento de

la solucion de alrededor de 1.5°C, velocidad 1 de 1500 rpm y velocidad 2 de 2500
rpm, ambas velocidades con una duracion de giro de 6 s cada una.

Yadav y colaboradores realizaron depdsitos de PANI/PMMA en soportes de
vidrio por la técnica de recubrimiento por giro utilizando una velocidad de depdsito
constante de 2000 rpm por 5 s. Esta velocidad es similar a las condiciones
optimas de velocidad y tiempo de giro encontradas para los depdsitos del sistema
PMMA/PANI (Yadav, et al., 2008).
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5.2Espectroscopia de FTIR

La Figura 14 muestra los espectros de FTIR de los sistemas PMMA/PANI y
PMMA/PANI-GIu-COx, se incluyé también el espectro de la pelicula de COx
depositada sobre el sustrato de PMMA para fines de comparacion. La similitud
entre los tres espectros indica que las sefiales correspondientes a las vibraciones
del PMMA predominan en los espectros. El sistema PMMA/PANI muestra la banda
a 3447 cm™ asignada al grupo amino libre y generada por la vibracién de
estiramiento. La banda de gran intensidad a 1730 cm se atribuyé a la vibracién
de estiramiento del grupo C=0 presente en el PMMA. La banda alrededor de 1640
cm™ se atribuyé a la superposicién de la sefial de estiramiento del grupo C=0
enlazado por puente de hidrégeno (~1670 cm™) del solvente 1-metil-2- pirrolidona
no evaporado y la sefial del estiramiento del anillo quinoide (Q) (~1600 cm™) de la
cadena de PANI. Los picos alrededor de 1450 cm™ se relacionaron con la
vibracién de estiramiento del anillo benzoide (B) de la PANI. El pico de 1385 cm™
se asocid a la vibracién simétrica de la flexiéon del grupo CHz del PMMA. Las
sefiales observadas aproximadamente a 1270 cm™ se asignaron al estiramiento
C-N de las estructuras QBQ, QBB y BBQ de la PANI.

PMMA/COx
29242855 1738 1644 o
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Figura 14. Espectro FTIR de los sistemas PMMA/PANI, PMMA/PANI-Glu-COx y
PMMA/COX.

45



En la Figura 14 se observa también el espectro de la enzima COx para fines
comparativos. Se detecta una banda ancha centrada a 3436 cm™ que se asigné a
las vibraciones de los grupos aminos. Las sefiales en el intervalo de 3000 a 2850
cm*se relacionaron con la vibracién de estiramiento de los grupos CHs, CH, y CH.
Los picos 1738 y 1644 cm™ se atribuyeron al estiramiento del grupo carbonilo
presente en las funcionalidades carboxilo y amida, respectivamente. La banda
ancha y significativa observada a 1067 cm™ se asigné al estiramiento de la
funcionalidad C-N presente en la enzima.

En el espectro del sistema PMMA/PANI-GIu-COx se observa que
predominan las bandas caracteristicas del PMMA y de la PANI. Una de las
diferencias encontradas en este espectro con respecto al del sistema PMMA/PANI
fue el aumento de la intensidad relativa de la sefial del grupo carbonilo centrado a
1730 cm™ lo que puede ser atribuido a la contribucién de los grupos carbonilos
incorporados por la enzima. Otra particularidad detectada en este espectro fue la
aparicion de una banda centrada a 1060 cm™, sefial que no se observa en el
espectro del sistema libre de enzima. Esta sefial se relacion6 con el estiramiento
C-N de la enzima, teniendo en cuenta que se detect6 en la misma posicion una
banda similar en el espectro de la enzima.

Los resultados de FTIR aportan una evidencia de la presencia de la enzima
sobre la pelicula de PANI, sin embargo, debido a la similtud de las
funcionalidades presentes en las especies involucradas, no es posible evidenciar

mediante esta técnica, la naturaleza covalente de la inmovilizacién enzimatica.

5.3Espectroscopia de Absorcion Ultravioleta-Visible (UV-vis)

La espectroscopia UV-vis/NIR es una herramienta sensible para el estudio
de los estados electronicos, el proceso de dopaje y la conformacion de la cadena
de la PANI. La Figura 15 muestra los espectros de los sistemas PMMA/PANI,
PMMA/PANI-Glu y PMMA/PANI-GIu-COx. Los espectros mostraron la absorcién
tipica de la PANI en forma de emeraldina base la cual es una banda ancha a 628

nm atribuida a la transferencia electronica del anillo benzoide al anillo quinoide
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(Wallace, et al., 2009). Cuando el glutaraldehido fue incorporado a la superficie de
PANI, se observd un decremento en la absorcion caracteristica. El decremento de
la absorcion electronica sin desplazamientos de la absorcion maxima implica un
proceso de reduccién en la cadena del polimero. Resultados similares fueron
observados por Diniz y colaboradores cuando detectaron que el glutaraldehido
actla principalmente como un agente reductor durante la reaccién con la PANI
(Diniz, et al., 1999). De manera inversa, la incorporacion de la enzima COx
produce un incremento de la absorcion electrénica como evidencia de un proceso

de oxidacion de la superficie de PANI.
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Figura 15. Espectro de absorcion de las peliculas de a) PANI, b) PANI-Glu y ¢)
PANI-Glu-COx.

5.4Espectroscopia de Fotoelectrones Emitidos por Rayos-X (XPS)

El proceso de inmovilizacion de la COx sobre la superficie de PANI fue
estudiado por la técnica de XPS. Primeramente se realizé un barrido amplio de 0 a

1100 eV para los sistemas como se muestra en la Figura 16. Se observo los picos
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de los elementos caracteristicos de las soluciones utilizadas. En la Figura 16-a del
sustrato PMMA y la Figura 16-b del sistema PMMA/PANI muestran al calcio como
impureza proveniente del sustrato. En la Figura 16-c del sistema PMMA/PANI-Glu
muestra al hierro como impureza y la Figura 16-d del sistema PMMA/PANI-Glu-
COx muestra al potasio y al cloro como impurezas, estas tres Ultimas impurezas
procedentes de las trazas de los reactivos utilizados para elaborar el bufer de
fosfatos. Los andlisis evidenciaron el enriquecimiento de nitrdgeno de la superficie
después de la inmovilizacion enzimatica. La cantidad de nitrégeno atdémico
detectado en la superficie de PANI fue de 0.6 % y se incrementd a un valor de

6.0% cuando la COx fue incorporada.
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Figura 16. Espectro de XPS de a) sustrato PMMA, b) sistema PMMA/PANI, ¢)
sistema PMMA/PANI-Glu y d) sistema PMMA/PANI-Glu-COXx.
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La Tabla 2. muestra los porcentajes de la concentracion atdbmica para el
soporte y cada uno de los sistemas. Se observa el porcentaje de nitrogeno, asi
como el oxigeno y el carbono en las peliculas de PANI, PANI-Glu y PANI-Glu-
COx.

Tabla 2. Concentracion atémica del barrido de XPS de a) sustrato PMMA, b)
sistema PMMA/PANI, c) sistema PMMA/PANI-Glu y d) sistema PMMA/PANI-Glu-
COx.

Conc. C O N Si Si CIl Ca Fe Na S
Atomica (%) 1s 1s 1s 2p 2p3 2s 2p3 2p3 1s 2pl
PMMA 78.0 20.46 - - 112 - 042 - - -
PMMA/PANI 76.2 198 06 1.9 - 1.2 0.3 - - -
PMMA/
70.1 239 05 42 - 08 - 03 03 -
PANI-Glu
PMMA/
656 187 6.0 38 - 41 04 - 04 10
PANI-Glu-COx

La Figura 17 muestra un analisis detallado de la sefial de nitrégeno 1s de la
pelicula de PANI antes de la inmovilizacion de la COx. El espectro cercano de N
1s mostr6 la componente de mas baja energia de enlace (BE) a 398.02 eV que se
atribuyé al N del grupo imino neutro (10.02%), seguido por la sefial centrada a
399.2 eV del N amina con una fuerte intensidad (78.5%). Los dos componentes de
la sefial de nitrogeno por arriba de los 400 eV (11.93%) fueron atribuidos a
productos de oxidacién de la superficie o a las especies de transferencia débil de
carga que se crean por la complejacién con el oxigeno y que se han reportado
para la PANI neutra (Li y Ruckenstein, 2002).

La Figura 17-b muestra un andlisis detallado de la sefal de nitrégeno 1s de
la superficie de PANI después de la inmovilizacion de la COx. El contenido
atomico de la componente imina (20.92%) se incrementé en la muestra que

contenia la COx en comparacion con la contribucién de la misma sefial en la
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superficie libre de COx. Esta tendencia puede estar asociada con la formacion de
funcionalidades imina durante la reaccion entre el grupo carbonilo de
Glutaraldehido y las funcionalidades de la amina de la PANI y la COx. Ademas, el
incremento de la contribucion espectral de la fraccion de imina también puede ser
atribuido a un proceso de oxidacion en la cadena principal de la PANI durante la
incorporacion de la COx. También se noté que los componentes por arriba de 400
eV se incrementaron en gran intensidad (20.53%) con respecto al espectro de la
superficie de PANI debido a la contribucion de nitrogenos dipéptidos de residuos
de aminoacidos de la enzima, de acuerdo con los datos de la literatura para los

espectros de proteina (Battocchio, et al., 2008).
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Figura 17. Espectro cercano XPS de N 1s para a) la superficie PANI, b) PANI

después de inmovilizar la COx.
5.5Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

El analisis AFM ilustra las caracteristicas topograficas de diferentes
superficies de la plataforma biosensible. La Figura 18-a muestra la imagen en 3D
de AFM de una superficie de 5 x 5 pm? del soporte PMMA el cual fue limpiado
para su escaneo. Numerosas crestas y picos estuvieron presentes en toda la
superficie de PMMA.. Este perfil de la superficie fue consistente con los hallazgos
de Federle y colaboradores quienes también reportaron la existencia de similares
irregularidades en superficies nuevas y usadas de plexiglass (Walter, et al., 2004).
Por otro lado, la pelicula de PANI present6 una superficie bastante regular y lisa
con cumulos aislados de PANI con diametros aproximados de 1 um distribuidos

sobre el area escaneada (Figura 18-b). Después de la incorporacion de la
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colesterol oxidasa (Figura 18-c), la superficie exhibié significativamente mayor
rugosidad e irregularidades en comparacion con la superficie de la pelicula de
PANI. Ademds, en la superficie se observaron estructuras globulares que se
atribuyeron a la agregacion de las moléculas de COx durante el proceso de
inmovilizacion. Los resultados de AFM estuvieron en buena concordancia con los
resultados de trabajos anteriores y finalmente se valido la eficacia de la superficie

de PANI para la inmovilizacion de la enzima.

(@)

49.8 nm

(b)

80.5 nm

57 nm
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Figura 18. Imagenes de AFM de a) PMMA, b) PMMA/PANI, ¢) PMMA/PANI-Glu-
COx.

5.6Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La Figura 19 muestra las micrografias de los sistemas (a) PMMA/PANI, (b)
PMMA/PANI-Glu y (¢) PMMA/PANI-Glu-COx presentando pequefias particulas de
distintos tamafios en escala nanométrica.

En el estudio de Yadav y colaboradores se depositd una pelicula
compuesta de PANI/PMMA por la técnica de recubrimiento por giro sobre soportes
de vidrio a condiciones similares a las utilizadas, observandose en las micrografias
peliculas con estructuras irregulares en los depdésitos (Yadav, et al., 2008).

Dhand y colaboradores también reportaron una superficie irregular en la
inmovilizacion de la COx sobre PANI atribuyendo estas estructuras globulares
derivadas de la agregacion de las moléculas de colesterol oxidasa durante la
inmovilizacién (Dhand, et al., 2007).

La morfologia en la superficie no cambia significativamente por la
incorporacion del glutaraldehido (Glu) y la colesterol oxidasa (COx), en ambas
s6lo se presenta un cambio en la textura por el recubrimiento de los aglomerados
de PANI.
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Figura 19. Imagenes de SEM de a) PMMA/PANI, b) PMMA/PANI-Glu, c)
PMMA/PANI-Glu-COXx.

54



5.7Elipsometria espectroscoépica

Se obtuvieron los espesores de las peliculas con las condiciones
mencionadas anteriormente. Para la pelicula de PANI se obtuvo un espesor
promedio de 42.80 nm, para la pelicula PANI-Glu se obtuvo un valor promedio de
92.23 nm y para la pelicula PANI-GIu-COx el espesor promedio fue 274.99 nm.
Los valores promedio anteriores indican un aumento de espesor a medida que se

adicionaron las sustancias al sistema.

5.8Efecto del pH

Las propiedades bioquimicas de una enzima inmovilizada son a menudo
afectadas por la matriz y los métodos usados para la inmovilizacion. EI cambio en
el pH optimo de una enzima inmovilizada puede variar de una a dos unidades de
pH en comparacion con la de una enzima libre (Belitz, et al., 2009). La Figura 20
muestra la respuesta fotométrica de la COx inmovilizada como funcion del pH. La
absorbancia de la solucibn de o-dianiasidina como cromdéforo aumentd
drasticamente en un 62% del pH 5 al pH 6, en el que se obtuvo la respuesta
Optima de la enzima. En un pH méas alto, la absorbancia se redujo drasticamente
53% del pH 6 al pH 7. En contraste, la COx nativa exhibe la actividad 6ptima a pH
7 y también conserva la mayor parte de su actividad 6ptima en un amplio rango de
pH (Akkaya, et al., 2009). El recorrimiento del pH 6ptimo que ocurre para una
enzima por el proceso de inmovilizacion se ha atribuido entre otros factores, a las
interacciones secundarias entre la enzima y la matriz (Emregul, et al., 2006). En
nuestro caso, la matriz es un polimero polar con funcionalidades capaces de
establecer interacciones secundarias adicionales a las del enlace covalente. Este
entorno electrénico puede modificar la distribucion de carga en la superficie
exterior de la COXx, lo cual puede interferir en el comportamiento frente al pH de la

enzima.
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Figura 20. Absorbancia de la solucién de o-dianiasidina en funcion del pH.

5.9Efecto de la temperatura

El perfil de temperatura-actividad de la enzima inmovilizada se muestra en
la Figura 21. La respuesta Optima de la COx inmovilizada se alcanzé de 30 a
35°C. Mas alla de este intervalo, la absorbancia decrece un 45% hasta 40 °C lo
que puede ser atribuido al inicio de los procesos de desnaturalizacion de la
enzima. Este resultado indicé que la respuesta 6ptima de la COx inmovilizada
puede ser lograda a una temperatura moderada lo que es deseable para fines

practicos.
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Figura 21. Absorbancia de la solucion de o-dianiasidina en funcién de la

temperatura.

5.10 Estabilidad en el tiempo

Se determind mediante la medicidn de la actividad relativa el tiempo de vida
atil del sistema PMMA/PANI-Glu-COx como posible plataforma biosensible para la
medicion de colesterol. La actividad relativa de la enzima se hizo equivalente a la
respuesta fotométrica de la solucion de o-dianiasidina. Estas lecturas se tomaron
durante 8 semanas en intervalos de 2 semanas. En la Figura 22 se puede
observar el comportamiento en donde la actividad relativa presenta un decremento
a través del tiempo. A partir de la segunda semana, se encontrd una pérdida de la
actividad relativa del 60 % y no se modificé en las semanas posteriores. Lo que
nos indica que el sistema puede ser utilizado durante un periodo de ocho semanas
a temperaturas de 3 a 5 °C, sin embargo, a partir de la segunda semana su

actividad se vera modificada.
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Singh 'y colaboradores crearon un sistema similar inmovilizando
covalentemente la COx y la CE sobre una pelicula de polianilina en estado
conductor donde el tiempo de vida fue medido durante 10 semanas, observandose
una pérdida de actividad de las primeras 6 semanas del 30%, una vez pasando las

6 semanas el 75% de la actividad se perdi6 a las 8 semanas (Singh, et al., 2006).

100
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60

Actividad relativa (%)

40
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Figura 22. Actividad de la enzima inmovilizada en funcién del tiempo.

5.11 Determinacién de la cinética de Michaelis-Menten de la COx

inmovilizada

Una vez determinadas las condiciones éptimas de pH y temperatura para la
COx inmovilizada, los parametros cinéticos de la enzima fueron determinados
siguiendo la técnica fotométrica. La reaccion bioquimica se llevo a cabo a las
condiciones 6ptimas (pH 6 y 35°C) para la COx inmovilizada y la absorbancia de la
solucion de o-dianisidina en estado oxidado se monitoreé en funcion de la
concentracion de colesterol. La Figura 23 muestra la respuesta fotométrica de la
plataforma biosensible de colesterol libre en el intervalo de 50 a 200 mg dI™* (1.29
mM a 5.17 mM). Los parametros aparentes de Michaelis-Menten (Vmax and Ky),

los cuales indican la cinética enzima-sustrato, fueron estimados usando el ajuste
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Lineweaver-Burk, es decir, un grafico de la inversa de la absorbancia contra la
inversa de la concentracion de colesterol (Figura 24). Los pardmetros del ajuste
calculados fueron Vmax = 0.17 AU y Ky = 57.19 mg dI* (1.48 mM). El valor
aparente extraido Ky, difiere de los valores reportados de la literatura para la COx
inmovilizada en la PANI en su estado conductor (0.51 mM, 0.56 mM, 2.72 mM y
3.26mM (Wang y Mu, 1999)); en peliculas de polipirrol conductoras (9.8 mM
(Singh, et al., 2004)) y en una pelicula polimérica (6 mM (Bongiovanni, et al.,
2001)). No se encontraron reportes para la COx inmovilizada sobre la PANI en su
estado neutro. Las diferencias en la cinética enzimatica entre varias matrices y los
métodos de inmovilizacibn evidencian la importancia de la técnica y las
interacciones que se establecen durante el proceso sobre la conformacién

estructural de la enzima.
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Figura 23. Absorbancia de la solucion de o-dianisidina en funcion de la

concentraciéon de colesterol.
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Figura 24. Gréfica Lineweaver-Burke de la absorbancia de la solucion de o-

dianisidina en funcién de la concentracion de colesterol.

5.12 Andlisis de las propiedades Opticas de la PANI en funcion de la

concentracién de colesterol

En presencia del agente oxidante adecuado, el grupo amina de la estructura
de la PANI puede ser oxidado a un grupo imino a través de la abstraccion de dos
protones y dos electrones. En una reaccion inversa, un agente reductor puede
donar dos protones y dos electrones para convertir un grupo imino en uno amino.
La posicion y la intensidad de las bandas de absorcion de UV-vis para la PANI son
sensibles a las transiciones entre sus estados electrénicos. Este comportamiento
cromico puede ser una herramienta util en el monitoreo de procesos reduccion-
oxidacion como la reaccion de la COx con el colesterol libre.

Con el fin de evaluar las capacidades de transduccion de la PANI neutra
para la deteccion del colesterol libre, la absorcion de UV-vis de la pelicula

biosensible fue determinada a 628 nm, como funcion de la exposicion del
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colesterol. Este experimento fue llevado a cabo en bufer de fosfatos pH 6 en
ausencia de cualquier otra especie cromofora. La Figura 25 muestra la respuesta
de la plataforma biosensible con adiciones de alicuotas de 100 pl de solucion de
colesterol. Se puede observar que la adicion de colesterol caus6 una disminucién
en la absorbancia de la pelicula de PANI como evidencia de una reduccion en el
estado de oxidacién del polimero de la emeraldina base (EB) hacia el estado de
leucoemeraldina base (LEB).
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Figura 25. Tendencia de la absorbancia de la plataforma biosensible tras la

adicion de la solucién de colesterol. Las flechas representan cuando se afiadio la

solucion de sustrato.

En el sistema presente, la pelicula de PANI puede actuar como el receptor
de electrones e iones hidronio en la reaccion de oxidacion del colesterol libre en la
presencia de la COx. Una representacion de este proceso se muestra en la Figura
26; hay una reduccion de la EB hacia la forma de LEB cuando una unidad de
repeticion imina acepta dos protones y dos electrones de la molécula de colesterol
para formar una unidad reducida en la PANI. Entre las adiciones de las alicuotas,
el polimero fue regenerado desde la LEB que es menos estable que la EB en

condiciones ambientales y es susceptible que se oxide de nuevo.
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Figura 26. Principio fundamental de la capacidad de deteccion de la pelicula de

PANI durante la exposicion del colesterol.

Un comportamiento similar fue descrito por Epstein y colaboradores quienes
evaluaron el comportamiento cromico de la PANI neutra frente a la glucosa, la
colina y el &cido Urico usando las enzimas oxido-reductoras especificas para cada
uno de estos analitos (Nemzer y Epstein, 2010).

El mismo experimento fue llevado a cabo variando la concentracién del
analito y la disminucién en la absorbancia a 628 nm fue graficada como funcion de
la concentracion de colesterol como se muestra en la Figura 27. ElI cambio de
absorbancia que se representa en esta figura se midié cuando en el experimento
se adicioné la alicuota de la solucién de colesterol por primera y Unica vez. Se
observa una tendencia al aumento del cambio de absorbancia cuando la
concentracion de las alicuotas de colesterol varié desde 25 a 200 mg dI™*. Este
comportamiento cromico demostro el potencial de la plataforma biosensible para el

monitoreo 6ptico de colesterol libre.
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Figura 27. Cambio de la absorbancia de la plataforma biosensible como funcion

de la concentracion de colesterol.

A fin de demostrar la deteccion selectiva de la plataforma biosensible de
colesterol, el experimento fue realizado usando individualmente alicuotas de 100
ul de solucién de urea (30 mg dI™), acido drico (5 mg dI') y creatinina (0.85 mg dI°
1. La adicién de las soluciones interferenciales no produjo un cambio detectable
en la absorbancia éptica de la plataforma biosensible, lo cual corroboré que la
respuesta Optica contra el colesterol libre fue selectivamente determinada por la
actividad de oxidacion-reduccion de la COx inmovilizada y la transferencia de

carga a la matriz de PANI con la activacion de sus propiedades cromicas.
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VI.  CONCLUSIONES

Hemos descrito la preparacion y la caracterizacion de una plataforma
biosensible factible basada en un soporte comercial de Plexiglass recubierto por el
método de recubrimiento por giro de una pelicula de polianilina en su estado
neutro con espesores aproximados de 42.80 nm y la subsecuente inmovilizacion
de la enzima colesterol oxidasa. La plataforma ofrece algunas ventajas incluyendo
su sencilla y barata fabricacion. El proceso de inmovilizacion de la enzima afecta
el estado de oxidacion de la pelicula de polianilina asi como la distribucién de
carga en la superficie exterior de la colesterol oxidasa que ademas modifica su
comportamiento del pH comparado con el de la enzima libre. En la plataforma
biosensible, la polianilina atrapa la enzima y también actia como una pelicula
Opticamente activa para la deteccion del colesterol libre. EI comportamiento
crémico de la polianilina frente al colesterol es selectivamente determinado por el
comportamiento de oxidacion-reduccion de la colesterol oxidasa inmovilizada y la
transferencia de carga a la polianilina neutra. La sensibilidad del sistema al
colesterol en concentraciones equivalentes a aquellas presentes en el suero
humano evidencia su potencialidad en un método 6Optico en el que no se requiere
la enzima peroxidasa ni las especies cromoOforas usadas en los trabajos

reportados y en la técnica estandar implementada en los laboratorios clinicos.
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VIl.  RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos de este trabajo de tesis se sugiere lo
siguiente:
1. Continuar este estudio utilizando suero sanguineo para las mediciones de
determinacion de colesterol.

2. Determinar la cantidad de enzima inmovilizada por area de superficie.
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