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RESUMEN. Se utilizan dos méodos electroquimicos para la medicién de
glucosa en muestras de sangre total y suero sanguimec. El método poten-
clométrico emplea una mezcla de glucosa oxidasa, peroxidasa y ABTS (sul-
fonato de 2,2-azmo-di(3-etil-benzatiazolina-6). Se encontrd una correlacién
lineal entre la concentracion de glicosa y los valores de potencial registra-
des. Con respecto al método espectrofotométrico canvencional el coeficiente
de cotrelaciom calculado fue de 0,95, El método amperométrico se basé en el
empleo de un electrodo enzimatico de glucosa oxidasa v se encontrd una
comrelacidn lineal entre la concentracidn de glucosa en muestras de suero y
la comriente del electrodo a un tiempo fijo de reaccién. Fl coeficiente de cor-
relacion hallado fue de (,96.

ABSTRACT. Two electrochermical methods for glucose determmation in
total blood and serum samples were used. The potentiometric method em-
ploys a mixture of glucose oxidase, peroxidase and ABRTS (di-ammonium
2.2 azmobis 3-ethylbenzothiazolme G-sulfonate). A linear correlation be-
tween glucose and potential values was foumd. In relation with the conven-
tional spectrophotometric method a correlation coefficient of 0,99 was ob-
tained. The amperometric method employs an enzymatic glucese oxidase
electrode. Similarly a linear correlation was found between glucose concan-
tration i serum samples and amperometric values registered at a fixed time
mterval. The comrelation coefficient was 0,96,

INTRODUCCION

Los métodos de deteccitn electroguimica aplicados en la bils-
gueda de metabolitos y diversos tipos de biomoléculas, estan siendo
cada vez mas usados con fines analiticos. '™ Estos métodos no su-
fren interferencias por color ni turbidez de la mezcla de reaccién y
emplean peguefias cantidades de reactivo y de muestra.

La medicion de la concentracion de glucosa es esencial en mues-
tras de muy diverso tipo *° por lo que continuamente se desarro-llan
nuevos métodos para su determinacion. ™" El emplec de estas téc-
nicas resulta de extraordinaria utiidad, pues una vez normalizadas
pueden constituir un ahorro significativo en términos de consumo de
reactivos.

En el presente trabajo se describe una técnica potenciométrica
para la medicion de glucosa sanguinea, empleando una mezela de
glucosa oxidasa, peroxidasa y ABTS, en la que se mide el cambio
del potencial redox que transcurre durante la reaccion. El método es
rapido y econdmico y presenta alta correlacién con respecto al méto-
do espectrofotométrico convencional. Se describe asimismo, una
técnica amperomeétrica para la deteccion de giucosa sérica, em-
pleando un electrodo enzZimatico de glucosa oxidasa.

La eonfeccion de electrodos enzimaticos para su empleo como
biosensores constituye una tecnologia de gran relieve en la actuali-
dad |°|°5n mltiples aplicaciones en e! campo de la Bioguimica Clini-
ca.

MATERIALES Y METODOS

Método Potenclométrico

Electrodo de platino (Radiometer Type 1312 PT).

Electrodo de calomel saturado {referencia).

Registrador de pH (Radiometer Type 28, Copenhagen).

Juego diagnéstico para le determinacién de glucosa (Bahringer
Mannheim, God-Peri¢ Method).

Muestras de sangre heparinizadas de individuos sanos y diabét-
€os,

El reactivo mezcla del juego diagndstico comercial, compuesto
por solucion amortiguadora de fosfato 1 mmollL pH 7, peroxidasa 0,8
U¥ml y ABTS (sulfonato de diameonio 2.2 azinobis 3-etiibenzotiazoii-
naj fue empleada para las determinaciones de glucosa mediante el
método espectrofotométrico, asi como por e! método potenciométri-
co.

El principio de medicién del método potenciométrico se basa en
el cambio de potencial que se produce al transcurrir una reaccion re-
dox. El cambio en las cantidades relativas de especies oxidadas y
reducidas produce un cambio en el patencial resultante de la mezela
que cbedece a la ecuacion de Nernst. '° En este caso, la glucosa se
oxida por accion de glucosa oxidasa y el peraxido de hidrégeno que

se obtiene como producto es oxidado a continuacién por peroxidasa
en presencia de ABTS.

Experimentalmente se ha encontrado que el ABTS constituye la
especie de mayor contribucion al cambio de potencial, aplificando
extrordinariamente |la respuesta que se desea detectar.

Las muestras de sangre fueron analizadas en paraleio por ambaos
métodos. Para el analisis potenciométrico se hizo reaccionar a par-
tes iguales el reactive mezcla {preparado al doble de concentracion)
con la muestra de sangre diluida 1/100 en solucion salina (volumen
total de reaccion de 100 L). i

Las determinaciones se realizaron con los dos electrodos sumer-
gidos, registrando numéricamente los valores de potencial gue se
desarrollaban a distintos iempos. Se realizé una curva de calibracion
con soluciones patrones de glucosa en solucion salina (2,5: 5,0; 7.5;
10 mmoll, diluidas 1/100 en el momento de ta reaccion).

Metodo Amperométrioo

Glucosa oxidasa {Boehringer Mannheim, 22 000 Ul/mg).

Microamperimetro de disefio propio con fuente de voltaje incorpo-
rada.

Electrodo de trabajo de platino recubierto con membrana enzima-
fica.

Contraelectrodo de trabajo de platino de area 10 veces mayor
que a del electrodo de trabajo.

Muestras de suero sanguineo de individuos sanos y diabéticos.

Juego diagndstico para determinacion de glucosa (Boehringer
Mannheim God-Perid Method).

Glutaraldehido 25 % (BDH).

La determinacion de glucosa se realizé mediante el empleo de
amperometria a potencial constante de 400 mv (ECS) (potencial de
oxidacion del perdxido de hidrégenc) empleando una fuente de vol-
taje y un microamperimetro construidos al efecto. Para ello, se tuvo
en cuenta ef rango lineal de la relacion corriente vs. concentracion de
glucosa , determinado anteriormente mediante experimentos de vol-
tametria de pulso diferencial.

El electrodo enzimatico se prepard depositande 1 a 2 L de mez-
cla enzimatica en forma de capa fina sobre la superficie del electrodo
de platino. La mezdla enzimatica contenia glucosa oxidasa 4,2 UVL,
glutaraldehido 1,4 % y albimina sérica bovina 4,2 %. La mezcla se
dejo polimerizar 18 h a 4 °C, se lavd el electrodo con solueién amorti-
guadora de fosfate citrato 100 mmoll pH 7 y se cubre la superficie
con membrana de dialisis.

El valor de corriente se determiné a un tiempo de 30 s después
de introducir los electrodos en la muestra e imponer el potencial, al
cabo de los cuales se observa unha respuesta estable.

Las muestras de suero se diluyeron previamente a la determina-
cion 1/5 en solucidn amortiguadora de fosfato citrato 100 mmolil pH
7, con el objetivo de ajustar la concentracion al rango lineal de medi-



ciones y de suministrar un electrolito soporte adecuado para la deter-
minacion del peroxido.

RFSULTADOS
Método Potenclométrico

Se obtuvieron curvas de potencial en funcion del tiempo de reac-
cion de cada una de las soluciones patron de glucosa y de las mues-
tras de sangre (Figuras 1y 2). La geometria de éstas curvas es re-
sultante de al menos dos factores gue son la cinética enzimatica de
la reaccitn y el efecto nernstiano sobre las reacciones redox catali-
zadas por enzimas.
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Fig 1. Valores de potencial en funclon del tempo
durante la reacclén de cuatro soluclones patones de
glucosa (2,50 (@), 5,00 (@), 7,50 (4), 10,0 {4i) mmolL con
el reactivo de ABTS
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Fig 2. Valores de potenclal en funcldn del empo
durante la reaccion de muestras de sangre total de
individuos sanos (@) y dibéticos (a) con el ractivo de
ABTS

La dependencia entre el valor del potencial (mV) alcanzado a los
2 min de reaccion y la concenfracion de glucosa de las soluciones
patron correspondid a una linea recta cuyo ajuste sivié como curva
de calibracion del metodo {Figura 3).

Esta correlacion permitié calcular la concentracion de glucosa en
muestras de sangre fotal, a partir del valor de potencial a los 2 min
de reaccian (Tabla I). El coeficiente de correlacion del método poten-
ciomeétrico respecto al espectrofotométrico fue de 0,99.

Método amperométrico

Mediante la ecuacion de una linea recta se ajustd la dependencia
entre el amperaje registrado a los 30 s de reaccion y la concentra-
cion de glucosa en sueros sanguineos empleados como patrones.
Esta correlacion permitid caleular la concentracion en los sueros pro-
blema, a los cuales se les realizd también |a determinacion espectro-
fotomeétrica con el objetivo de correlacionar ambos métodos. El coefi-
ciente de correlacian hallado fue de 0,96,
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Tablal

Correlacion entre métode potenciométrico y espectrofo-
tormtétiico para determinacion de glucosa en sangre total
ormet para a o ond 1 sangre

Potenciométrico IEspectrofotométrico’

Glucosa (mn\dVL)

Muestra No.E (-mV) '

i método

1. 28 . 540 | 551

2 | 266 194

| 3 . 25 B 470

4 %64 451
5 | o6 5,00

| 6 |2 | M1 i ns3

7 276 700

E(-mV): Mediciones potenciométricas realizadas a los 2 min de reaccién. La re-
lacién entre los valores de E {~mV) y la concentracién de glucosa (mmeoll)
se djusta a Y 4,16 X + 245,5 donde Y es el potencial y X la conecen-
tracion.
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Fig 3. Valores de concentraclon de glucosa de las
soluclones patrones vs. voltale alcanzado a los 2 min
de reacclon. Las barras verticales indlcan las dispersion
de las roplicas.

DISCUSION

Aunque el método espectrofotométrico emplea los mismos react-
vos que el método convencionai, presenta la ventaja de consumir
cincuenta veces menor cantidad de éstos y de no requerir de pasos
previos de desproteinizacion ni separacion de los elementos de ia
sangre. Por otra parte, el método amperométrico presenta la ventaja
adicional de gque emplea como Unica enzima uha pegueia cantidad
de glucosa oxidasa, necesaria para la construccion de! biosensor de
glucosa.

El biosensor de glucosa puede ser reutilizado durante dias o se-
manas sin requerir la preparacio de nuevas soluciones o reactivos, io
cual representa asimismo una ventaja econdmica. La calibracion de
este método debe realizarse con sueros de concentracidn conocida
empleados como patrones, nues en este caso la velocidad de difu-
sion de ta glucosa hacia el electrodo incide en la dinamica de la de-
teccion. Quizas este factor sea responsable en alguna medida, de la
obtencién de un coeficiente de correlacion menor con respecto al
método espectrofotométrico que el hallado de igual modo con el mé-
todo potenciomeétrico.

Ambos métodos son rapidos y emplean equipos de use comun,
disponibles en practicamente cualquier laboratorio, ain los menos
especializados. La construccion de biasensores constittye una tec-
nologia de gran actualidad, pues ademas de las ventajas antes men-
cionadas, son la base para el desarrollo de equipos de monitoreo
cuyo ohjetivo es practicamente imposible de lograr mediante ias téc-
nicas convencionales; por ello resultaria muy Gt fa infroduccion y de-
sarrollo de estas técnicas en Cuba, particularmente en relacion con
la preparacion de electrodos enzimaticos con fines analiticos.



CONCLUSIONES

Los métodos de deteccion de glucosa estudiados mostraron una
afta corretacion con respecto al método espectrofotomeétrico conven-
cional y su concepcion obedece a la tendencia a la reduccion de los
volimenes tanto de reactivos como de muestra, a la reduccion del
tiempo que se requiere para e! ensayo, asi como a la miniaturizacion
en el disefio de los sistemas de deteccidn, que constituyen el punto
de partida para el desarrolio de las estrategias de monitoreo, detec-
cion in vivo, etcétera.
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