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Introduccién

La organizacion mundial de la salud reporta que por lo menos 171 millones de personas en
el mundo tienen diabetes y es probable que para el 2030 esta cantidad aumente a mas del
doble. En los paises en vias de desarrollo el nimero de personas con diabetes aumentara un
150% en los proximos 25 afios. Por lo que es importante ayudar a las personas con diabetes
a obtener el conocimiento y las habilidades necesarias para manejar y controlar su
condicion.

En el mercado se encuentran equipos para la cuantificacion de glucosa en sangre. El costo
de una tira reactiva es de siete pesos mexicanos (0.5 euros). Si una persona después de
comer verifica sus niveles de glucosa en sangre gastaria en tiras reactivas 45 euros al mes
(tomando en cuenta tres comidas al dia durante un mes) cifra que la mayoria de la poblacién
no puede pagar.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado instrumentacién microanalitica y Optica que
permite realizar determinaciones analiticas de diversa complejidad con calidad analitica
con materiales disponibles localmente y de bajo costo con la finalidad de manejar cantidades
y volimenes pequefios para minimizar costos y desechos.

En el presente trabajo corto se construyé una microcelda de bajo costo para cuantificar
glucosa, de volumen fijo (50 uL) en soluciones estandar y muestras de sangre total obtenida
por puncion pulgar (10 pL) asi como microelectrodos. Se muestra la importancia de la
compartamentalizacién de los microelectrodos de referencia y trabajo para estos volimenes
a microescala electroanalitica

Fundamentos.

La enzima mas usada para la deteccion de glucosa es la glucosa oxidasa (GOD). En esta
reaccion la glucosa es oxidada a acido glucurdnico y se produce perdéxido de hidrégeno que
oxida el hexacianoferrato (I1) y éste ultimo puede ser cuantificado por voltamperometria
ciclica de barrido de corriente o de potencial y cronoamperometria usando microelectrodos
de oro, platino o carbon®.
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Metodologia experimental.
Construccién de la microcelda con elementos de bajo costo.

Para formar la microcelda se desgasto con una punta cilindrica del microtaladro un pedazo
de acrilico de 1 cm? de 4rea, acto seguido se efectuaron tres perforaciones de 1.8 mm a los
costados con la microbroca para colocar los tres microelectrodos

Construccion de los microelectrodos

Para la construccion del electrodo de trabajo se corto un pedazo de alambre de oro de 1 mm
de didmetro que se sellé con cinta teflén en una de las perforaciones de la celda. En cada
ensayo se pule el disco con alimina de 50 pm.

El electrodo de referencia es un alambre de plata recubierto con cloruro de plata por
oxidacion electroquimica en medio HCI 0.1M. El alambre de plata recubierto de AgCl se
introdujo en una punta de micropipeta que contenia NaNO3z 0.1 M y un extremo tapado con
un algodén como membrana separadora y se sell6 por el otro extremo con cinta teflon. El
microelectrodo de referencia se utilizo directamente en unos ensayos, en otros se conecta a
la microcelda mediante compartimentos separadores.

El electrodo auxiliar es un microalambre de acero inoxidable pulido. El electrodo auxiliar se
introduce en un compartimento separado.

Los compartimentos separadores son puntas de micropipeta llenas de NaNO3 0.1 M con un
extremo sellado con algodon.

La figura 1 muestra las fotografias del arreglo electroquimico empleado.

ER: Ag°JAg%I|NaN03 0.1M||
|
ET=Au
EA=Acero inoxidable

Figura 1. Diagrama y fotografia de la microcelda empleada para la cuantificacion de
glucosa, donde ER= electrodo de referen cia, ET= electrodo de trabajo, EA= electrodo
auxiliar. Vo =60 pL.

Se seleccionaron tres metodologias electroanaliticas para la deteccion de la disminucién del
Fe(Il) catalizada por GOD.

a) Voltamperometria de barrido lineal de corriente.

b) Voltamperometria de barrido triangular de potencial

c) Cronoamperomtria de pulso directo de potencial .

Se utiliza un Potenciostato-Galvanostato PGP 201 Radiometer Copenhagen y el programa
Voltamaster 1.



a) Se trazan los voltamperogramas de barrido triangular de corriente bajo el siguiente
programa de perturbacion: I, = -50 pA, I =70 pA, v = 10 mA/min. Medio de reaccion
amortiguador de Tris 0.1 M pH = 8.

Se efectud un barrido de corriente para K4Fe(CN)g] 0.1 M en usencia y en presencia de
alicuotas crecientes de 100 pL de H,O; 0.01M hasta adicionar 1mL total. Se repite el
mismo procedimiento para Ks[Fe(CN)s] y mezclas de los dos compuestos. En la Figura 2 se
aprecia como disminuye la concentracion de K4[Fe(CN)g] debido a las adiciones de peréxido
de hidrogeno 0.01 M. La figura 3 nos muestra como crecen las concentraciones de
Ka[Fe(CN)s] y Ks[Fe(CN)s] debido a adiciones de la mezcla 0.1M de los mismos
compuestos.
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Figura 2, Fragmento de un voltamperograma de barrido triangular de corriente E=f(i) de K4[Fe(CN)g].
(Co= 0.5mM) en amortiguador de TRIS pH=8, ET=Au°, ER= Ag%AgCl, EA= Acero inoxidable.
Programa de perturbacion: 1,=-50pA ,I; =70 pA. v =10 mA/ min .

Se indica sobre los voltamperogramas la concentracion total adicionada de H,0O..
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Figura 3. Voltamperograma de barrido triangular de corriente E=f(i), de una mezcla de K,;[Fe(CN)¢] vy
Ks[Fe(CN)g] Co =0.5mM ET=Au°, ER= Ag%AgCl, EA=Acero inoxidable. Programa de perturbacién:
15=-50pA , I =70 pA. v =10 mA/ min.



b) Se trazan los voltamperogramas de barrido triangular de potencial bajo el siguiente
programa de perturbacion: E, = -250 mV, Einversisn= 410 mV; v = 300 mV/min.

Voltamperometria ciclica.

Los ensayos se realizan por adiciones de 50uL de una solucién stock o madre 0.1M de
K4[Fe(CN)g] para obtener sus respectivas diluciones 1/10, 2/10, 3/10, 4/10, 5/10, 6/10, 7/10,
8/10 y 9/10 en la microcelda. La figura 4 muestra los voltamperogramas obtenidos. Se puede
apreciar un claro incremento proporcional en la corriente de pico anddico con respecto a la
concentracion de K4[Fe(CN)g] en la microcelda.

Figura 4 Voltamperogramas de 0.1 M K4[Fe(CN)¢] (Co= 0.01M) y sus respectivas diluciones 1/10,
2/10, 3/10, 4/10, 5/10, 6/10, 7/10, 8/10 y 9/10. Co = ET=0ro, ER= Ag%AgCl, EA= Acero inoxidable,
Eo, =-250 mV, Einversisn= 410 mV; v =300 mV/min.

Verificado que la celda puede cuantificar K;[Fe(CN)g], se procedio a repetir el ensayo para
concentraciones 20 veces mas bajas debido a que el valor de concentracion de glucosa en
una persona normal antes de las comidas corresponde a 60-120 mg/dL, que corresponden al
intervalo de (3.33 — 6.11)mM. Para hacer los voltamperogramas se adicionaron 50 pL a la
microcelda de las concentraciones 0.02M vy diluciones 1:6. .Se aplica el mismo programa de
perturbacién: E, = -250 mV, Einversion= 410 mV; v = 300 mV/min. Tanto el microelectrodo
de referencia como el microauxiliar se compartamentalizan doblemente.

La figura 5 muestra los voltamperogramas obtenidos. Al igual que en las soluciones
concentradas se puede apreciar un claro incremento proporcional en la corriente de pico
anodico con respecto a la K4[Fe(CN)g].

Los valores de corriente de pico anodico aunados a los datos de concentracion de
K4[Fe(CN)¢] fueron empleados para efectuar las respectivas curvas de calibracion que se
muestra en la figura 6. Se puede apreciar una clara tendencia lineal y un coeficiente de
correlacion lineal adecuado para este tipo de electroanalisis, r* = 0.9690.



Figura 5, Voltamperogramas obtenidos en la microcelda construida, V = 60uL para Ky[Fe(CN)s]
(Co=0.01 M) vy sus respectivas diluciones 1:6, 2:6, 3:6, 4:6, 5:6. ET=oro, ER=
Ag(s)|AgCI(s)[NaNO3(0.1M)|NaNO3 0.1M|| EA=Acero inoxidable.

E, =-250 mV, Einersiscn= 410 mV; v =300 mV/min.
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Figura 6., Curva de calibracion voltamperométrica obtenida a partir de la corriente de pico anddico y
las respectivas concentraciones de Ky[Fe(CN)¢] estandar adicionado a la microcelda construida.
Empleando dos compartimentos para el electrodo de referencia y el elecrodo auxiliar en contacto con la
solucion.



C) Se trazan los cronoamperogramas de pulso directo de potencial, | = f(t).
Cronoamperometria de pulso directo.

Adicionalmente se realizd este estudio para poder apreciar el efecto del compartimento
separador. Para ello se realizaron cinco curvas de calibracion cronoamperomeétricas
empleando diferente nimero de compartimentos para el electrodo de referencia y para el
auxiliar.

Para cada ensayo se adapté al electrodo auxiliar y referencia un nimero de compartimentos
variable. Se fijo el potencial de pico anddico (170mV) durante 60 segundos para obtener los
cronoamperogramas de disoluciones estdndar de Ks[Fe(CN)¢]. La figura 7 muestra los
cronoamperogramas obtenidos.
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Figura 7, Cronoamperogramas obtenidos en la microcelda construida para 50 pL de una disolucion de
K4Fe(CN)g], (Co=0.01 M) vy sus respectivas diluciones 1/6, 2/6, 3/6, 4/6, 5/6,. ET=oro,
ER=Ag(s)|AgCI(s)|[NaNO3(0.1M),“1 compartimento” y el EA=Acero inoxidable en contacto directo con
la solucién. Se fijé un potencial de 170mV durante 60 segundos.

La figura 8 muestra la curva de calibracion cronoamperométrica para Eimp = 170 mV y un
tiempo de muestreo de t = 60 s una vez restada la corriente residual para los experimentos
correspondientes a la figura 7 (compartamentalizacion del ER) ..

Repitiendo el mismo procedimiento y modificando el nimero de compartimentos segun la
Tabla 2 se construyeron las curvas de calibracion de la Figura 9.

Tabla 2. Diferentes niimeros de compartimentos para el electrodo de trabajo y referencial empleados
para efectuar la curva de calibracién cronoamperométrica para K4[Fe(CN)g].

Numero de compartimentos | Namero de compartimentos Pendiente de la curva de
para EA para ER calibracion (Figura 8)
3 3 114.8
2 3 277.8
2 2 366.4
1 2 395.1
0 1 520.4
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Figura 8. Curva de calibracién cronoamperométrica, I, = f (C) para soluciones estandar de K,;[Fe(CN)g]

después de aplicar un potencial de 170 mV para un tiempo de muestreo 1= 60 s. Electro de referencia
compartamentalizado.
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Figura 9. Curva de calibraciéon cronoamperométrica, l.-g0s = f(C) para soluciones estandar de K,Fe(CN)g

en las cuales se emplearon un ndmero diferente de compartimentos para el electrodo de referencia y
para el electrodo auxiliar.



Microcuantificacién de Glucosa.

Una vez construidas las curva de calibracion cronopotenciométricas para el Ks[Fe(CN)g]. Se
adicionaron a un pocillo 40 pL de la concentracion 0.01 M de K4[Fe(CN)g] mas 10 uL de
glucosa y 10 pL de glucosa oxidasa de Aspergillus niger 1029 unidades /mL. Se mezcl6 con
una micropipeta. Un minuto después se deposito en la microcelda y se determino la corriente
cronoamperométrica a E = 170 mV para un t = 60 s. Se ensayaron diferentes
concentraciones de glucosa estandar, 90, 100, 110, 120 mg/dL.

En la figuralO se puede ver como decrece la concentracion de K;[Fe(CN)g], debido a la
produccién in situ de perdxido de hidrogeno. Este ultimo por la presencia de la enzima
(GOD) y de su sustrato (glucosa).

Debido a problemas con la reproducibilidad de los datos se abri6 mas el intervalo de la
concentracion de glucosa afiadida, y se adicionaron valores entre 15 y 200 mg/dL. Para
efectuar los cronopotenciogramas el electrodo auxiliar se compartamentalizé diferentes
veces (2 y 1) y en el Gltimo caso se puso en contacto directo con la muestra. En la misma
figura 10 se puede apreciar que la resistencia se incrementa conforme se incrementan las
compartamentalizaciones.
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Figura 10. Curva de calibracion cronoamperométrica, lg-17omv= s0sy = f(C) para la determinacion de
glucosa estandar en la microcelda. El electrodo de referencia se compartamentalizé 2 veces en todos los
experimentos. El electrodo de auxiliar no compartamentalizé en (0), se compartamentaliz6 una vez en
(1) y dos veces en (2).



Microcuantificacion de glucosa en una muestra de sangre.

Con la finalidad de evaluar el comportamiento cronoamperométrico de la microcelda
propuesta en presencia de muestras reales de sangre total se realizaron ensayos
cronoamperometricos compartamentalizando doblemente el microelectrodo de referencia 'y
el microelectrodo auxiliar.

Se mezclan en un pocillo 40 pL de la concentracion 0.01 M de K4[Fe(CN)e] y 10 pL sangre
obntenida por puncién pulgar. Se adicionaron 10 pL de glucosa oxidasa de Aspergillus niger
1029 unidades /mL. Se mezcl6 con una micropipeta. Un minuto después se deposito en la
microcelda. Se aplicé un potencial de 170mV durante 60 segundos después de ese tiempo, se
midié el valor de la corriente residual. Y con la curva de calibracion se interpolaron esos
valores de corriente para determinar la concentracion de glucosa en sangre total.

De los cuatro voluntarios dos habian ingerido alimentos recientemente y dos tenian mas de
8 horas de sin haber ingerido alimentos. La informacién es consistente debido a que los
voluntarios con mayor tiempo de ayunas presentaron valores mas bajos de glucosa. Los
resultados preliminares se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.Comparacion entra la concentracion de glucosa y las horas sin ingesta de alimentos.

Horas in ingesta de alimentos Concentracion de glucosa (mg/dL)
Menos de una hora 115.23
Menos de una hora 107.12
Mas de 8 horas 70.45
Mas de 8 horas 60.82

Conclusiones.

Se logro estudiar el sistema acoplado ferricianuro-glucosa mediado por la enzima glucosa
oxidasa. A partir de este sistema en condiciones de miniaturizacion y con elementos de bajo
costo se logré obtener una respuesta lineal y proporcional a la concentracion de glucosa con
un buen coeficiente de correlacion lineal. Se recomienda efectuar una curva de calibracion
todos los dias antes de efectuar el experimento.

Se logré medir concentraciones de glucosa en muestras de sangre total y se obtienen valores
congruentes con la informacién de los voluntarios.

Los resultados obtenidos seran utilizados para realizar las determinaciones con la microcelda
de bajo costo acoplada al Minipolarografo de Minima Instrumentacion, MIMP®®  para
construir un prototipo de un glucémetro digital de bajo costo para posteriores estudios de
Desarrollo Analitico formal.
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