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RESUMEN. S¢ deseribe la preparacion de eledrodos envimdticos para la
determinacion de glucosa. acido lactico y urea en muestras de sucro san-
grneo. empleaydo un método para la inmovolizacion de enzimas glucosa
omidasa, ladtato deshidrogenasa v ureasa sobre clectrodos de platino. Sc re-
portan los ranges de concentracion de los distintos metaholitos para los
cuales s respuesta del electrodo fue Imeal. asi como los coeficientes de
vartacin hallados para réplicas intra-dia (n=10). L.os electrodos realizaron
fa deternimacion de los distmtos metabolitos en las muestras de suero en un
rmgo de concentraciones que ahared en todos los casos ¢l mtervalo normal
v parte del range patologice

ABSTRACT. 'The preparation of enzvmatic clectrodes for glucose. lactic
acid and urea determmation in serum samples is described. Glucose oxidase.
lactste dehvdrogenase and urcase were immobilized over platinum clec-
trades. The concentration range determimed by a linear response of the cor-
respondmg electrode is shown as well as the variation coelficient caleulated
by mtraday replications (n=10). Each elecirode performed the determmation
of the comresponding metabolite i serum samples m the normal and part ot
the pathological concentration range.

INTRODUCCION

La inmovilizacion de enzmas para su aplicacion al diagnostico
clinico constituye en la actualidad una tecnologia en activo desarro-
lo.'. Se reporta un gran numero de meétodos para la inmovilizacion,
234 251 como el empleo de diferentes elementos Select'odos modifi-
cados,s‘ electrodos sz‘—:lecﬁxxos?'8 fibra optica, %l etc.) como base
para la inmovilizacion.

En este trabajo se describe la elaboracion de electrodos enzimati-
cos para deteccion de glucosa, urea y acido lactico mediante una
metodologia comun y las condiciones de trabajo en cada caso.

£l fundamento para la deteccion de glucosa lo constituye la reac-
clon:

Glucosa .
glucosa + Acido Gluconico + Hav>2<D>0<v>2<0D>
oxidaxa
ABTS red Percxidasa
ABTS ox

Hev>2<D> + O<v»2<D>

El paso del compuesto ABTS (sulfonato de 2,2 azino-di(3 etilben-
zotiazolina-6) dej estado reducido al oxidado se acompafia de un
cambio reltvamente grande en el potencial de la mezcla de reaccién,
el cual se registra a ravés de un sistema potenciométrico y es pro-
porcional a la cantidad de giucosa presente.

El lactato en presencia de enzima lactato deshidrogenasa (LDH}
se transforma:

LHD
L-lactato + NAD piruvato + NADH
ferrocianuro
de potacio
- ferrccianuro
de potacio
NAD

El paso del ferricianuro a su estado reducido se acompafia de un
cambio del potencial de la mezela que es proporcional a la cantidad
de L-lactato presente.

La urea en presencia de enzZima ureasa se escinde en amonio
{NH1" y anion hidrogenocarbonato (HCO7), produciendo un aumen-
to de pH gue obedece a la cantidad de urea presente.

MATERIALES Y METODOS

Reaotivos gquimloos. Acriiamida, TEMED acetato de uranilo, fos-
fato de potasio, EDTA, hidrato de hidrazina, persulfato de amonio,
urea, albimina sérica bovina, lactato de calcio y metanol (BDH); glio-
xal y ferricianuro de potasio (Merck); metacriamida (Aldrich).
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Reaotives enzimitoos. Peroxidasa 10 Ul/mg (BDH), giucosa
oxidasa 200 pl/mg (Boehringer Mannheim}, factato deshidrogenasa
300 pl/mg (Oriental), Ureasa 30 pl/mg (Sigma).

Preparacion de los electrodos. Antes de praceder a la inmovili-
zacion se limpiaron los electrodos mediante inmersiones alternas en
HCL 1 molL y NaOH 1 mol/l_ y posteriormente en HCL 0,1 mol/L. por
5h.

Preparaolon del polimerc. Se obtuvo un derivado hidrazina del
polimero acrilamida-metacrilamida segin metodologia desctita por
Tar y Freeman. " ge emplearon 6.5 g de acrilamiday 3,36 g de me-
tacrilamida, que polimerizaron a 40 °C durante 1 hora en presencia
de TEMED 92 mmoll y persulfato de amonio 17,6 mmolL. E! deri-
vado se precipitd en metanol frio y se secd con pentixido de fosfora
al vacio.

Electrodo de gluoosa. Aproximadamente 0,2 mg de glucosa oxi-
dasa se disolvieron en 20 L de una solucion compuesta por 100 L
del polimero al 25 % en agua, 10 L de fosfato de potasio 2 molL (pH
8), 2 L de albimina sérica bovina 1 % y 25 L de agua. Se deposito
una fina capa de la mezcla sobre la superficie de glatno y se dejo
secar bajo rotacion durante 1 h a temperatura ambiente. A continua-
cidn se introdujo el electrodo en glioxal 1 % frio durante 1 h y se lavé
con solucibn amortiguadora de fosfato {S.A.) 60 mmolL (pH 7) du-
rante 10 minutos con agitacion magnética suave (180 r/min).

Las mediciones se realizaron con ayuda de un electrodo de calo-
mel saturado como referencia y un registrador ¢e pH (Radiometer)
empleado como milivoltimetro.

La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 0,5 mL de solucion
de glucosa (soiuciones patrones acuosas o sueros sanguineos des-
proteinizados con acetato de uranilo 1,61 mmolL en la proporcién
1:20}, 4 mL de agua y 1,5 mL de ABTS t mg/mL peroxidasa 0.8
Ui/mL en S.A. de fosfato 250 mmol/L (pH 7). Se registrd el cambio de
potencial en 1 minuto de reaccion con agitacion magnética suave. La
concentracidn de glucosa se determind paralelamente mediante el
método espectrofotométrico convencional (God-Perid, Boehringer
Mannheim).

Electredo de lactato. Se disolvieran 2 mg de LDH en 20 L ce
una solucion compuesta por 160 L del palimero al 25 2%, 10 L de fos-
fato de potasio 2 mol/L (pH 8), 2 L de albimina sérica bovina 1 %y
25 L de agua. E! método de inmovilizacion fue el ya descrito y la
mezela de reaccion estuvo compuesta por 1,5 mL de ferricianuro de
potasio 20 mmoll, NAD 1,5 mmolll en S.A. de pirofosfato 10
mmolL (pH 9) y 0.5 mL de solucion de lactato (soluciones patrones
acuosas o sueros sanguineos desproteinizados con acido perclorico
1 mollL en ia proporcion 1:1 y neutralizados con fosfato dibasico de
potasio t mal/L en la groporcian 1:1).

Se registro el cambio de potencial en 30 s bajo agitacion magneét-
ca suave. La concentracion de lactato se determind paralelamente
mediante tecnica espectrofotométrica.'?

Electrode de urea. Se disolvié 1 mg de ureasa en 100 L de una
solucién que contiene 15 L del polimero al 25 %, 10 L de EDTA 5
mmol/L, 5 L de fosfato de potasio 2 molL (pH 8} v 60 L de agua. La



inmovilizacion se realizé segun el método descrito sobre el buibo de
un electrodo de pH. La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 1
mb de suero y 5 mL de S.A. de histidina 10 mmolL, EDTA 1 mmoll
(pH 7,6}. Se registrd el cambio de pH durante 2 min de reaccion. Se
empled un suero mezcla, integrado par muestras procedentes de va-
rios donantes, debidamente homogeneizado y dializado contra solu-
cian salina fisiolégica, al que se afiadieron por pesada analitica dis-
fintas cantidades de urea entre 2,5y 10 mmol/L.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la dependencia entre el cambio de voltaje y
la concentracion de glucosa en soluciones patrones. Con el valor de
la cotagente se caleuld la concentracion de 10 muestras de suero
entre 5y 14 mmol/L. La correlacion entre estos valores y los hallados
mediante (a técnica espectrofotométrica fue de 0,997, siendo el coe-
ficiente de variacion para 10 repeticiones en el dia a concentracién
de 5 mmolil de 3,8 %.
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Flig.1. Dependencia entre el camblo de potenclal { mV)
Durante 1 min de reaccion y la concentracion de
glucosa en soluclones patrones.

Después de un mes de su preparacion este electrodo mantuvo la
linealidad de la respuesta en el rango estudiado, con un cambio de
voltaje de 3,5 mV por mmol/L de glucosa (al dia siguiente de su pre-
paracion la respuesta del electrodo fue de 5,3 mV por mmol/L de glu-
cosa)(Fig.1).

La Figura 2 muestra la dependencia entre el cambio de voltaje y
la concentracion de lactato en soluciones patrones. Con el valor de
la cotangente se calculd la concentracion de lactato de B muestras
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Fig.2. Dependencia entre el camblo de potenclal { mV)

en 30 s de reacclon y la concentracion de lactato en
soluciones patrones.
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Flg-3. Dependencla-entre el cambio de pH duranie 2 min
de reacciény la concentracion de urea eh sueros
empleados como patrones.
de suero, cuyos valores fluctuaban entre t y 10 mmoll.. Se obtuvo
uha correlacion de 0,98 con respecto a los valores respectivos obte-
nidos por el método espectrofotomeétrico. El coeficiente de variacién
fue de 9,5 % para 10 repeticiones en el dia a concentracién de 5
mmoll.

Teniendo en cuenta que la metodologia empleada para la inmovi-
lizacién es la misma, es posible gue la mayor variabilidad encontrada
en |la respuesta del electrodo de lactato se deba a la preparacién de
la muestra, puesto que pequefias cantidades de proteina contami-
nante pueden reducir NAD de forma inespecifica, alterando el resul-
tado del ensayo.

La Figura 3 muestra la dependencia entre la concentracién de
urea en sueros empleados como patrones y el cambio de pH. Se hi-
cieron 10 réplicas de cada punto y el coeficiente de variacién oscilé
entre 17 % (2,5 mmol/L} y 4,7 % (10 mmolL}. E! coeficiente de corre-
lacién fue de 0,99,

Un suero dializado esta privado de gran nimeros de sales que
normalmente constribuyen al mantenimiento del pH. Sin embargo la
mayor constribucion ai mantenimiento de la homeostasis en este
caso estd dado posiblemente por las proteinas séricas que se en-
cuentran en altas concentraciones (6 a 8 % en sujetos normales y
superiores en sujetos con determinadas patologias). Para la realiza-
cion de esta determinacion debe por lo tanto tomarse en cuenta la
capacidad amortiguadora del suero sanguineo que puede ser dife-
rente entre sujetos y afectar el resultado. Una via posible de solucién
puede ser duplicar la muesira y realizar una determinacién en pre-
sencia y otra en ausencia de up estandar interno de urea.

Con respecto a otros métodos de inmovilizacian ensayados, em-
pleando gel de poliacritamida o unién con glutaraldehido, este permi-
te obtener membranas enzimaticas muy finas gue no requieren de
ningun tipo de soporte o recubrimiento y cuyos tiempos de respuesta
son cortos. Para ello se precisa de |la sintesis previa de un polimero y
de gran cuidado en la manipulacion, por tratarse de membranas fra-
giles que se obtienen por secado y posterior fijacién de una pelicula
muy fina que contiene la enzima.

CONCLUSIONES

Se elaboraron electrodos enziméaticos para la deteccion de distin-
tos metabolitos en muestras de suero sanguineo. Para ellc se em-
pled una metodologia comin de inmovilizacion de enzimas gque pre-
senta determinadas ventajas. Los electrodos cuantificaron sus
respectivos metabolitos con bastante exactitud en los rangos de con-
centracion estudiados, que abarcan en todos los casos los niveles
normales y parte del rango patologico.
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