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Construcción de un biosensor selectivo a urea con 
base en un transductor de POSA! 



Los resultados presentados en este trabajo son 

originales y parte de ellos se presentaron en el XII 

Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de 

Elactroquímica Analítica, celebrado en la ciudad de 

Guanajuato, Gto. del 9 al 11 de junio de 1997. 

Los resultados que aquí se presentan se obtuvieron 

en los experimentos realizados del 1 de enero al 2 de 

julio de 1997. 
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INTRODUCCIÓN 

La urea es uno de los principales productos del catabolismo de las proteínas en 

fes mamiferos Los grupos u·am1no de ros .:iminoác1dos provenientes de las de las 

proteínas de la dieta y tisulares se excretan como urea Su fórmula mínima es 

(NH:hCO. se sintetiza en o/ higado pasa al torrente sanguíneo y la filtran los ru"lones 

para eliminarse en la orina 

Cuando la concentrac1ón de urea en la sangre y la arma aumenta o disminuye 

notablemente se debe por ro general a un problema en el metabol1smo. a un problema 

hepático. renal de "nas urinarias o a una muy mala nutr1c1on cuyo dragnost1co debe 

ser apoyado por los resultados obtenidos en el laboratorio 

Se han desarrollado drversos métodos para medir la concentrac1ón de urea en 

fluidos b10Jóg1cos de entre estos metodos los mas exactos y precisos son aquellos en 

los cuales se utiliza a la enzima ureasa para catalrzar la h1dról1s1s de !a urea y se 

monitorea la formación de alguno de los productos de la hrdrollsis o bien ef consumo 

de algUn producto de una reaccion acoplada Casi todos estos métodos son costosos 

y las técnicas suelen ser elaboradas o requreren de instrumentos que no estan al 

alcance de todos los laboratorios 

Después del auge que han tenido los electrodos 1on-select1vos. (ISEs) . 

.. Czaban (1985)"' muchos rnvest1gadores los han empleado para acoplarles enzrmas 

inmovilizadas. u otras ~oléculas b1oló91camente activas. con las que se han obtenido 

sensores que pueden monitorear a los sustratos de dichas enzimas. por eJemplo Los 



sensores. basados en el uso de un transductor potenc1ométnco o amperométnco y un 

elemento b1oselect1vo. se conocen como b1osensores 

Entre estos drspos1t1vos se han desarrollado vanos tipos de b1osensores 

capaces de mon1torcar urea en flurdos b1oróg1cos pero tienen l1m1tac1oncs 

considerables para poder emplearse en la enseñanza Por eJemp10 suelen consrru1rse 

usando un electrodo 1on-select1vo como transauc:or potencrornétr1co estos electrodos 

son caros y muchas veces presentan 1nter1erenc1as qu1m1cas impar.antes. sobre todo 

de los damas iones pre:5.entes en ros fluidos b10Jog1cos en concentrac1ones 

considerables lo que ocasiona errores en las c:e!erm1n.;:ic1ones ae urea 

Algunos de los b1osensores selectivos a .... rea reportados en la literatura podrian 

construirse en los laboratorics de enser.an.:::a unr·.-ers1tar1.1 oero les ISEs en que se 

basan son caros o los matenales para constru1r!os no son facdes de conseguir 

En los cursos de Quimrca Anal1t1ca Instrumenta! qwe se rmpanen en la Facultad 

de Química se estudia a ros sensores potenc1ometrrcos como son los ISEs asi como 

a sus apllcac1ones en el desarrollo de brosensores y en el nna!1s1s. pero debido a su 

alto costo no hay practicas de labora:or10 que ilustren su diseño, construcc1ón y 

aplicación al análisis de muestras problema 

Es necesario rntroduc1r practicas que involucren fa construcción y la apl1cac16n 

de b1osensores. pero e,. Cómo se podría construir un 01osensor sin gastar en un ISE? 

c..Oué materiales podrian usarse en su elaboración que se consigan en el país y no 

sean caros? 

c..Cómo tener una enzima de actividad aceptable pero sin invertir mucho tiempo y 

dinero en su punf1cac1ón o sin tener que comprarla purificada? 

2 



En este trabaJO se propone el d1ser"lo y construcc16n de un b1osensor selectivo a 

urea que puedan construir los alumnos de los cursos de laboratono de Química 

analitica Instrumental y pueda usarse en la determ1nac16n del anal1to, en muestras 

problema. durante las sesiones de práctica 

Para que la construcc1on y aphcacrón del b1osensor resulte de un costo 

accesible se propone uttflzar coma transductor patenc1ométrrco pcHculas do óxidos 

sobre acoro inoxidable, (POSA!) pues se ha reportado que estas películas son 

selectivamente sensibles a la act1v1dad de H. en diversos medios de reacción 

""Nomura and Ujihira (1988), Garcia, Péroz y Marqucz (1997)" Ademas hasta 

donde se sabe no se ha reportado el uso de POSAI como 1ransductores en 

b1osensores 

Tamb1en se propone emplear un extracto crudo acuoso de ureasa de soya en 

lugar de la enzima purificada lo que ba¡a aun mas el costo del b1osensor 

Después de obtener POSAI que pasaron tas pruebas de tiempo de respuesta. 

cal1brac1ón con amortiguadores y ef1crenc1a. se e/1910 una para armar el b1osensor 

Este se construyoó con tubos de vidrio y de plástico que se consiguen fácilmente. se 

usó alambre de cobre como conductor y una membrana de d1ál1s1s para atrapar 

físicamente a la enzima porque esta membrana perm11e el paso del sustrato 

Con el b1osensor construido se h1c1eron curvas de act1v1dad de la enz.1ma pH ::: f 

(t ) con diferentes concentraciones de urea en el medio de reacción Se determinaron 

los incrementos de PH obtenidos a un tiempo dado y se trazaron las curvas de 

callbrac1ón .\pH = f ( Log [urea] l para d1st1ntos intervalos de concentración Todo 

esto. prrmero. sin cambiar la capa de extracto en el b1osensor y posteriormente 
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cambiando el extracto entre determ1nac1ones. pues así se acortan los tiempos de 

lavado del biosensor 

Una vez que se determmo el meJor intervalo de concentración para trabajar con 

muestras b1ológ1cas so incluyó la dclnrrrnnac1ón de ure;i en muestras de suero 

humano por cuadruplicado con cado nueva curva de cahbración Para cada muestra y 

con ob¡eto de comparar los resultados obtenrdos con los dos metodos se realizó 

también Ja determinación de urea por cuadruplicado usando el metodo de Ja 

diacet1lmonox1ma (OAM) 

El traba10 se estructuro de la s1gu1ente forma 

En un prrmer capitulo se hace una breve rese~a del desarrollo de algunos 

sensores quimrcos. desde Jos electrodos 1on-select1vos hasta su aplicación en el 

d1se~o de d1st1ntos b1osensores se menciona lamb1én por qué es importante la 

cuant1f1cac1ón de urea en sangre y orrna y se descrrbe el diseño y func1onam1ento de 

los b1osensores para urea mas comunes repor1ados en la literatura también se 

definen los ob¡etlvos y se puntualiza la propuesta de este trabajo 

En un segundo capitulo se trata la parte experrmental La obtención del extracto 

crudo acuoso de ureasa de soya y los ensayos de act1v1dad. la obtención de las 

POSAI y las pruebas que se hicieron para elegir a la me1or de ellas para construir el 

b1osensor. la construcción del b1osensor. las curvas de act1v1dad y cal1brac1ón. la 

determinación de urea en muestras de suero y la comparación con el método de la 

DAM 

En el tercer capitulo se discuten los resultados y se presentan las conclusiones 

del trabajo así como las perspectivas del mismo 
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Al final hay cuatro anexos. en el prrmero se muestra un ejemplo del análisrs de 

regresión Hneaf que se realizó para obtener la eficiencia de las POSAI y para las 

curvas de cal1brac16n de urea 

En el anexo 11 se descrrbe el método espcctrofotomótr1co de la 

diacet1lmonox1ma para la determinac¡ón de urea. su fundamento y los pasos a seguir 

En el anexo 111 se muestra la manera en que se realizaron los cálculos para la 

prueba de h1póres1s nula que se llevo a cabo para determinar si hay diferencias 

estadísticamente s1gnrf1cat1vas entre la media de los resultados obtenidos usando el 

biosensor construido y los obtenidos con el merodo de la DAM 

Por último se incluye la b1b/Jog,.-afia 
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CAPITULO 

ANTECEDENTES 

1. Breve Rcsc11a de Bioscnsorcs 

Actualmente se hacen determ1nac1ones de muchos anal1tos mediante sensores 

quimicos. éstos han tenido auge y los 1nvesl1gadores han puesto mucho interés en el 

desarrollo de nuevos y me¡ores sensores desde hace unos veinte años. aunque su 

producción a gran escala y comerc1allzac1on puede en muchos casos tomar hasta diez 

ar'los 

Inicialmente. los sensores quim1cos se clas1frcan como potenc1ometncos y 

amperométncos En Jos sensores potenc1ometnccs una membrana o supeñ1c1e 

sens1t1va. actUa como una bateria. generando un potencial prooorc1onal al logaritmo 

de la act1v1dad del analrto éste potencia/ se mide con respecto a un electrodo de 

referencia que se encuentra en contacto con ra muestra Como muchas membranas 

son malas conductoras las med1crones porenc1ometr1cas se hacen a un flu10 de 

corrrente casi nulo El flu10 de corriente tiende a descargar la bateria y a perturbar el 

equ1hbno en ra interface membrana-muestra 

Por otra pane. en los sensores amperometncos se aplica un potencial entre el 

electrodo de traba10 y el de referencia esto provoca una transferencia de electrones. y 

se presenta una reacción redox que causa un flu10 de corriente proporcronal a la 

concentración del anal1to 

Los sensores potenc1ométncos pueden emplearrse en determ1nac1ones directas 

o indirectas. cada una de las cuales muestra venta1as y desventa1as 
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En las pruebas directas el sensor se pone en contacto con la muestra sin d1lu1r. sin 

algún tratamiento previo. lo que es una venta1a para los laboratorios clínicos que 

atienden emergencias. pero tienen la desventa1a de que las mod1c1ones son sensibles 

al coefic1ento de act11,11d<ld y a errores en el potencial res1dudl do? unión liqurda Con la 

potenc1ometria 1nd1recta la muestra se diluye antes de ta med1c1on de modo qua no es 

necesarro preocuparse mucho por Jos pofenciaJes CfJ un1on liquida y tos coef1c1entes 

de actividad. porque sus efectos son m1nim1zados por el airuyente La desventaja es 

que puede haber errores en la med1c1on s1 hay muchos sol1Cos suspendidos en la 

muestra La potenc1ometria 1nd1recta es popular y ha sido h1stoncarnente la 

competidora de les metodos de referencia como la espectrofotometr1a de flama 

Los primeros sensores potenc1ométncos que hubo fueron los electrodos 1on

select1vos de vidrio ( ISEs). ( 1909 - 1936 1 y luego el analizador de gases sanguíneos 

( 1958.). que puede medir pH Pee:: y Po:: "Rcchnitz, G.A.(1967)" A finales de los 

años 60 fue construido el primer sensor que incorporaba una enzima para medir la 

concentración del sustrato de dicha enzima "Clark, L.C. and Layons, C. (1962 r· 
Uno de los eventos mas importantes en ta historia de los sensores quim1cos fue el 

desarrollo del electrodo para K- oue utd1.z:a val1nom1c1na como acarreador neutro ( 

1969 ) ''Durst, R.A.(1969)" Antes del desarrollo de este sensor era posible tener 

electrodos de vrdno (ISEs) para el ron sodio que funcionaban muy bien. pero no 

había electrodos para el ion potasro. y tenia que determinarse por el método de 

espectrofotometria de flama Con el adven1m1ento de un electrodo 1on-select1vo para 

potasio se pensó que podría llegar a reemplazarse la espectrofotometria de flama con 

ISEs.'"Cazban Jhon O. (1985)'' En los años setenta comenzó a florecer la 
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instrumentación basada en microprocesadores con ro que aumentó la popularidad de 

la potenc1ometria En la década de los ochenta ya los ISEs se estaban haciendo 

populares y se ut1/1zaban cada vez más en los laboratorios cJirncos .. Czaban Jhon D. 

(1985)" 

El área de aná/ls1s de e/ectrol1tos mediante JSEs ya no es un area en 

crec1m1ento ahora es mas importante desarrollar el área de aná11s1s de metabol1tos. 

donde los b1osensores basados en enzimas están teniendo auge 

En términos generales un b1osensor puedo pensarse como un d1spos1t1vo que 

incorpora una sustancia b1oactrva enzimas o sistemas mult1enz1mafJCOS, 

componentes membranales. c1tocromos hormonas an!rcuerpos. m1croorgan1smos. 

etc_ ) que reconoce específicamente a una especie de interés (anal1to) puesta en 

intimo contacto con un sistema transductor ( 01spos1t1vo basado en el uso de un 

sistema para reconocer argWn ion y Que es capaz de transformar esa mformac1ón 

química en una señal electric.a. por e¡emplo un JSE ) Debido a que los materiales 

b1ológ1camente sens1t1vos son los responsables de reconocer al anal1to. también 

regulan la espec1f1c1dad y sens1bd1dad del sensor 'ºFrcw, Jane E. And Afien H. 

(1987)". 

El concepto principal en el diseno de b1osensores que incorporan enzimas ha 

sido usar una membrana para aislar y transformar el analrto deseado en especies que 

puedan mon1torearse potenc1ométnca o amperométncamente Por lo general las 

membranas son compos1tes mult1capa que contienen una o más enzimas 

1nmov1l1zadas Cuando estos compos1tes se ponen en contacto con el sustrato de Ja 

enzima, es declf. con el anal1to. este llega a la membrana para transformarse por la 
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acctón de la enzima de modo qua los productos puedan ser detectados por el sensor 

potenclométrico o amperométnco Como las enzrmas se deben encontrar 

inmovilizadas pueden reut1l1zarse. con lo que se abaten los costos. este concepto es 

versátil y puede ser aplicado p;:ira gron cantidad de anal1tos 

Otro concepto que se está desarrollando es el uso de la l1s1s mediada por 

complemento para 1nmunosensores con detectores electroquímicos esta técnica es 

atractiva porque tiene una alta sensibilidad ya que conlleva un efecto ampilf1cador 

debido a que por cada celula l1sada muchos marcadores se fd:::eran dentro de la 

muestra ""Czaban (1985) .. 

Existe también el concepto de sensores por b1oaf1n1dad "Thompson and Kn.111 

(1984)"·. en los que por e¡emplo un electrodo sensible a oxigeno se pone en contacto 

con una membrana en la que ha srdo 1nmovli1=:=ado el ac1do 4-h1dro..::1fenda:::o-benzó1co 

(HABA). el HABA esta con¡ugado con una proteina ligada a av1d1na la cual a su vez 

está marcada con calalasa La b101tna (anal1to) tiene mayor afinidad con la avrd1na que 

con el HABA de rnodo que cuando la b1ot1na se agrega al sistema desplaza al HABA 

reduciendo Ja enzima al electrodo. entonces. s1 se ad1c1ona peróxido reacciona con la 

catalasa formando O::: La adición de perox1do puede usarse para mon1torear la 

cantidad de enzrma que queda en la membrana. lo que se relaciona con la cantidad 

de b1ot1na presente AJ aumentar la concentrac1on de b1otrna la cornente en el 

electrodo de oxigeno disminuye El anallto no necesita estar marcado. es posible la 

regeneración del electrodo y la sens1bd1dad aumenta gracias a ra ampl1f1cac1ón 

enzimática Este tipo de ensayo se aplica a la determ1nac16n de moléculas pequeñas 

como hormonas y drogas 
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Hay también b1osensorcs basados en células. sobre todo aquellos que 

íncorporan m1croorgamsmos y usan como transductores sensores electroquim1cos las 

células se f11an entre Ja membrana sens1t1va (lransductor) y la membrana que Jos 

retiene en contacto con el CuPrpo del sensor por lo g~neral una mcrnbrana de d1álrs1s 

o m1cropore Su pnnc1p10 de operación es semeJante al de los brosensores basados en 

enzimas. tienen la venta¡a de poder regenerarse s1 se guardan en el medio de cultivo 

adecuado, lo cual aumenta su tiempo de vida Las desventa¡as que presentan son 

que pueden ser poco selectivos y que requieren de 3 a 4 horas para recobrar sus 

cond1c1ones ong1nares entre una y otra determ1nac1ón .. Montalvo J.G.(1970)'". 

Un concepto mas que se esta desarrollando es el de los transistores de efecto 

de campo quim1camente sens1t1vos (CHEMFETs) sobre todo para determrnac1ones 

in vivo ·•czaban (1985)"" 

Hay mofecuras que tendrian que cuantificarse en concentraciones de ¡o·'~ r...1 y 

actualmente les sensores mas sensibles logran mon1torear bien concentraciones de 

10·' M. de modo que aUn queda trabajo por hacer pues la 1ncorporac1ón de uno o más 

pasos de ampl1ficac1ón puede ayudar a incrementar la sens1b1lldad 

La mrrnatun.zacrón es otra cons1derac1ón importante para ros nuevos diseños. 

especialmente si se rntenta realizar determ1nac1ones in "º"º Hay ISEs de estado 

sólido que miden de uno a dos mm de diámetro y podrian .hacerse mas pequer-tos 

Los m1croelectrodos con diámetro de micrómetros podrian probarse en el área 

de b1osensores 
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Algunos electrodos m1crovoltamétncos se han empleado para medir cambios de 

compuestos electroact1vos en el cerebro de algunos mamíferos y se consideran 

ideales para este tipo de electroanal1s1s in vivo ··Rochnitz (1982)"•. 

2. Importancia de la Urea Como Anallto on Fluidos Biológicos 

En los mamíferos los grupos cr - amino de los am1ncac1dos derivados de la 

dieta o de la degradación de las proteínas tisulares se excretan como urea. que se 

sintetiza en el hígado. pasa a la sangre y se elimina en la orina 

La concentrac1ón de urea en el suero varia bastante en los 1nd1v1duos sanos y 

está 1nfluenc1ada por factores como la 1ngesta dietética de prote1nas y el estado de 

hidratación La d1sm1nuc1on o el aumento de la excrec1on de urea y de su 

concentración en la sangre y en la onna 1nd1ca cue existe algUn problema metabólico. 

un mal func1onam1ento hepático renal o una muy mala nutnción 

La acción de Jos glucocortrco1des y las normanas !1ro1deas tiende a incrementar 

los niveles de urea en la sangre Los andrógenos y la hormona del crec1m1ento 

reducen la formación de urea por su efecto anabólico 

El aumento en los niveles séncos de urea que se observa en muchos casos de 

hemorragia gastrointestinal masiva se explica por el incremento notable de la 

absorción de aminoac•dos despues de la digestión de las proteínas de la sangre y por 

la h1povolem1a debida a la hemorragia 

Al aumentar el catabolismo de ras proteinas también aumenta el nivel sérico de 

urea. como en los casos de fiebre estrés y quemaduras 
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Cuando la causa del aumento de los niveles sérrcos de urea es una 

enfermedad renal con d1sm1nuc1ón de la f11trac1ón glomeru/ar suele haber 

deshidratacrón y edema. lo que provoca reducción de la perfusión renal. incremento 

del catabolismo de proteinas y d~I efecto antiZJn~bólrco general de los 

glucocort1co1des Se puede presentar uremia con ac1aos1s aesequrl1bno 

h1droelectrolit1co. nauseas. vómito. anemia alteraciones neurops1qu1átr1cas y coma 

El aumento de los niveles de urea varia en magnitud y supera generalmente los 100 

mg/dl ( 16 67 mM) segUn se 1nd1ca en la literatura ''Barnard J. H. (1984)'" 

En ocasiones el aumento de los niveles de urea en sangre se debe a una 

obstrucción del tracto urinario. lo que provoca que la urea se reabsorba en la 

circulación A veces fas nrlo'eles séncos de urea aumentan por perforación del tracto 

unnano 1nfenor. ro que ocasiona edravasac1ón de orina al interior de ros te11dos 

blandos 

En casos normales de rngesta de proteinas. hidratación. perfusión renal e 

1ntegndad del tracto urinario 1nfenor. los niveles séncos de urea aumentarán 

notablemente hasta que la filtración haya disminuido por lo menos un SOºA> 

La 01smrnuc1on s1gn1frcat1va do los rnlo'eles séncos de urea solo se observa en 

algunas alteraciones. además de una mala nutnc1ón. la rngesta alta de liquides o la 

admin1strac1ón excesiva de liquidas por vía 1ntra .... enosa en presencia de función renal 

normal resultarán en una d1sminuc1ón de los n1...,eles séncos de urea. puesto que se 

reabsorber.a en los tubos renales una cantidad relativamente pequeña de urea 

La tendencia hacia una d1smrnuc1on del nivel serrco de t.,;rea en el embarazo es 

probablemente el resultado de un aumento de Ja flltracion glomerular Por otra parte, 
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la enfermedad hepática grave puedo provocar reducción de la síntesis de urea debido 

a la menor act1v1dad de su ciclo 

Existen diversos métodos para determinar la concentración de urea en sangre. 

suero. plasma y onna poro son caros y requieren de algún tratamiento previo de la 

muestra. los que más se usan en los laboralonos se encuentran en Jos libros de texto 

"Henry (1994), Baucr (1986)". 

Hay traba¡os que muestran la construccion de b1osensores selectivos a urea. 

basados en el uso del electrodo de vrdr10 o de un erec!rodo selectivo al ion amonio. al 

amoniaco o al d16.1odo de carbono. para detectar cambios en ra concentración de los 

productos de la h1drOl1s1s de la urea por acc1on de la ureasa. solo que existe la 

limitación de que esos electrodos 1on-select1vos son muy caros o los materiales para 

construirlos no son fáciles de obtener 

3. Descripción De Los Biosensores Más Comunes Para Determinar Urea. 

J G Montalvo diseñó un sensor para ureasa en el que hacía pasar 

continuamente una capa de disolución de urea en contacto con una membrana de 

diálisis que la separaba de una capa de ureasa en solución y de un ISE para 

NH ..... Montalvo (1970)" La urea difunde a traves de la membrana de d1álls1s. es 

hidrohzada por la ureasa y el ion amomo resultante se mon1toréa 

potenc1ometncasmente con el ISE 

Se han hecho b1osensores selectivos a urea empleando como transductor un 

electrodo de v1dno para detectar los cambios en el pH generados cuando la urea es 

hidrolizada por la ureasa "Guilbault (1976)"" Se coloca sobre el bulbo de vidrio una 
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pasta formada con la enzima y se cubre con una membrana de diálisis. f11ilndola con 

un anillo elástico. el sensor se acond1c1ona en el medio de reacción para que salga el 

aire atrapado entro el v1dno y la membrana. y posteriormente se sumerge en la 

muestra. la urea pasa a través do la membrana y es hrdrol1zada rior Ja ureasa. el 

medio se alcahn1za y el cambio de pH es morntoreado por el electrodo de vidrio. el 

cambio de pH es proporcional a la concenrrac1on de urea en la muestra 

En 1 994 se construyó un b1osensor selectivo a urea usando como transductor 

un JSE para amomo hecho con nonactina como acarreador de iones en una matnz de 

PVC sobre un compos1te conductor de grafito y resina epo:.1ca .. Martínoz·Filvrcgas 

and Alegrot (1994)'º En contacto con este transductor colocaron una capa de ureasa 

y la cubrieron con una membrana de d1<3/1s1s f11a con un anillo elástico La urea en 

solución pasa a traves de la membrana de d1al1s1s. es h1drolr~ada por la ureasa y el 

amonro producido se mon1torea con el ISE 

Se han reponado electrodos en Jos cuales la en.;:1ma se ha 1nmov111zado 

atrapándola fis1camente en gel de po1.acrrlam1da .. Mosbach, Nilsson and Aker1und 

(1973)'", lo que la hace estable durante más tiempo También se han reportado 

sensores en los que la enzrma se f1¡a formando el polímero que la contrene 

directamente sobre la super11c1e del transductor (electrodos de vidrio para H. o para 

amoniaco) .. Guilbault (1976) .. ro que hace a estos b1osensores mas efrc1entes y 

durables. pero aumenta mucho el costo Por ejemplo. se construyó un b1osensor 

selectivo a urea para el cual se pol1menzó ureasa directamente sobre la superficie de 

un electrodo selectivo para amoniaco gaseoso Onon .. Anfalt, Granclli and Jagner 

(1973) .. Se producia suficiente amoniaco s1 el pH se mantenía entre 7 y 8 haciendo 

14 



posible la determinación de urea aún en presencia de cantidades considerables de 

sodio y potasio, que interfieren cuando se usa un electrodo selectivo para el ion 

amonro 

En d1soluc16n acuosa usualmente se pierde con rapidez la act1v1dad catalítica. 

haciendo problemat1co y costoso el uso de reactivos enz1mát1cos A veces la enzima 

solub1lizada puede ser oxidada por el 0 1 del aire o su estructura terciana es destruida 

en la 1nter1ace arre-agua Las enzimas también son sensibles al calor y al ataque de 

m1croorgan1smos Muchas de estas d1f1curtades pueden el1m1narse o m1n1m1zarse con 

la 1nmov1l1zac1ón Al f1Jarse en un soporte inerte las enzimas pueden permanecer 

insolubles con lo que reten1enen su act1v1dad catal1t1ca Una enzima 1nmovr/1zada 

puede ser estable por semanas y hasta por vanos meses Mas aUn. el tiempo de vida 

y la velocidad de deca1m1ento de la actividad se vuelven más predecibles Otra ventaja 

de usar el derivado enz1mát1co insoluble es la facilidad con que puede separarse del 

medio de reacción para reutilizarse Se han desarrollado diversos métodos para 

1nmov1llzar enzimas con objeto de usarlas en anal1s1s qu1m1co Los soportes que se 

han usado para 1nmovil1zarlas han sido desde esferas de acero 1nox1dable hasta 

algunas proteínas '"Gray. Keyes and Watson (1977)'" Los métodos generales para 

inmov1hzar enzimas se encuentran en Methods m Enz1mology .. Mosbach (1976)"" 

4. Propuesta del Trabajo de Esta Investigación 

En este tabaJo sé propone construir un b1osensor selectivo a urea de bajo costo 

por medio de un transductor de POSAI ( no reportado en la literatura ) y extractos 

crudos de ureasa de friJól de soya. 
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4.1 Objetivos 

4.1.1 Utilizar Como transductores películas de óxidos sobre acero inoxidable, ( 

POSAI ). para mon1torear los cambios de pH generados por la h1dróhs1s de urea 

debida a la accrón de la ureasa proveniente de un extracto crudo acuoso de soya, 

pues se ha reportado que dichas películas son selectivamente sensibles a la actividad 

del ion H"' en d1st1ntos medios .. Garcia ot al. (1997). Nomura et al. (1988) ... 

4.1.2 Utilizar el extracto crudo acuoso de soya en lugar de ureasa punf1cada debido a 

su baJO costo 

4.1.3 Emplear materiales t>aratos y hechos en el pais 

4.1.4 Aplicar el b1osensor construido al anal1s1s de muestras b1ológ1cas y comparar 

los resultados que se obtengan con otro método que se use rutinariamente en la 

clínica 
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CAPITULO 11 

PARTE EXPERIMENTAL: DESARROLLO Y RESUL TACOS 

1.. Obtención y control del extracto crudo acuoso do urcasa 

1 .. 1 Extracción 

Se obruvo harina finamente molida en un mortero de po;celana. a partir de fn1of 

de soya. pues la hanné'I -:omerc1al generalmente recibe tratamientos que desactivan la 

ureasa 

En un vaso de prec1p1tados de 100 ml se colocaron 10 g de harina y 50 mL de 

agua destilada. la mezcla se mantu110 en baño Maria a una temperatura de 28 "'C. y en 

agitación con un agrtador magnético LJndoerg, durante 5 minutos posteriormente se 

deJÓ reposar y se pasó a través de una maya de nylon para separar las partículas más 

grandes. después se centrifugó a 3500 r p m en una centrífuga Roto Un1 11 de 

Instrumenta S A durante 10 mmutos para separar la mayor cantidad posible de 

sólidos El sobrenadante se guardo en refngeracron La parte bas1ca del método de 

extracción fue tomada de ~Methods 1n Enz1rnology~ ''Summcr (1955)". 

1.2 Ensayo de la act1v1dad de ureasa en fa hanna de soya y en el extracto 

a) En una celda de 25 mL se colocaron 1 O mL de KN0 3 o OS F y 100 mg de 

harina recientemente obtenida a par1Jr de frtJOI de soya Se h•.o:o primero una ad1c1ón 

de 100 µL de urea R A al O 166 M y se mantuvo en ag1tac1ón con un agitador 

magnético LJdberg Los cambios de pH generados por la acción de la enzima se 

monitorearon con un potenciómetro Sargent Welch modelo SLX de escala expandida y 
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un electrodo combinado de vidrio Corning, modelo 476561 Posteriormente se repitió 

la prueba con 10 adiciones de 10 µL de urea O 166 M cada una Los resultados 

obtenidos se muestran en la figura 1, en esta se observa cómo el pH aumenta con la 

adición do 100 i1L do urca en el pnmcr ensayo y luego cómo aumenta gréldualmente 

con cada adic~ón de urea hasta alcanzar prácticamente el mismo pH que en el primer 

ensayo. 

pH 

e e . -

98• xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx~a~w~~ 

e•·xxx 000°
00000 

02 • 

e ~ _i 

·! 

1 
78 +I 

¡ 76 ...! 
¡ : o 

i '"l 
'72 ----~- -~----·----- ~ ¡ 

o 10 ~ 30! 

L_ -- -- - -- - - .. - - - - ----- . ""' ··- -------·' 
FIGURA 1 monitoreo de la actr· ... 1d"ad de urea1.a en 100 mg de harina de soya 
en 10 mL de KNO-, O 05 ~con un e•ectrodo COn"'b•nado de""'''º pH"' r (t) 
X = 100 µL de urea o 166 M Q =de 10 en 10 µL de urea O 156 M 

Ambos ensayos se repitieron usando el POSAI y un electrodo de calomel 

saturado marca Fisher Accumet modelo 13-620-52 como referencia, los resultados se 

muestran en la figura "2 Esto mostró que el POSAI puede monitorear los cambios de 

pH generados por la hidrólisis de la urea catalizada por la ureasa de soya. 
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--FIGURA 2 o..•on1tor~ di!' 1a act1y•dad dit ur"'a~.- I!",, ~oo mQ- deo '1•rrn.I di!" 'soya-e-n 
10 ml deo K,ª.iOi O CS F con•• sensor de POSAI 
• = 100 uL de url!"a O H36 M •=de 10 ~., 10 uL deo ureoa O 166 .o.A 

Como control en una celda de 25 mL se colocaron 10 mL de medio de reacción 

y 100 mg. de harina. se m1d10 el pH cada minuto durante 15 minutos y se encontró que 

permanecía constante También se hizo un ensayo en el que en una celda de 25 mL 

se colocaron 10 mL de medio de reacción y 100 pL de urea. se m1d1ó el pH durante 15 

minutos y se encentro que permaneció constante 

b) En cada uno de 12 ruoos de ensayo se colocó un mL de rneo10 de reacción. una 

gota de fenolftaleína y 100 pL de d1sofuc1ón de urea O 166 M El primer tubo s1rv1ó de 

control, a los siguientes se les ad1c1onó S. 10. 20. 30. 40. 50. 60. 70. 80. 90, y 100 µL 

de extracto crudo acuoso de ureasa de soya respectivamente Se comprobó la 

alcalin1zac1ón del medio por el vire del indicador y se encontró que después de 2 

minutos el ind1cac:Jor habia virado en todos los rubos menos en el con!rof Esto fue 
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considerado como una prueba de que había actividad de ureasa en el extracto 

2.. Construcción del sensor do POSAI 

2.1 Ox1dac1ón del acero 

Un trozo de barra cilindnca de acero 1nox1dable tipo 316 de mm de diámetro se 

cortaó en tramos de 6 mm Cuatro de los trozos resultantes se pulieron 

mecanicamente por una de sus caras hasta grado de espe10 se lavaron y 

desengrasaren con alcohol y acetona posteriormente se sumergieron en una 

d1soluc1ón de oxrdo de cromo (VI) 2 5 M en ac1do sulfúrrco 5 r..1 en baño Maria a 70 "C . 

1n1c1almente de 10 a 30 minutos como se reporta en la literatura "Nomura and Ujihlra 

(1988)'º. pero no se obtuvieron capas de ó""rdos sobre el acero uniformes a la 

exploración visual y al probarlas se encontró que nunca pudreron calibrarse con 

amon1guadores. por ro que se dec1d10 alargar el tiempo de oxrdac1on y repetir las 

pruebas A un tiempo de 2 horas se obtu1,11eron las me1ores POSAI 

Oespues de 2 horas de reacción. los trozos de acero O><•dados se en1uagaron y 

se montaron cada uno en un tubo de plástrco con diametro interior de 6 mm se 

conectaron a conductores de cobre meo1ante una gota de mercunopara tener lo que 

se llamó sensores de POSA/ y se calrbraron con amortiguadores de pH = 4. pH =7 y 

pH = 1 O pero se obtuvieron lecturas inestables asi como trempos de respuesta de 

hasta 10 minutos Los sensores de POSAJ se de1aron reposar en agua destilada toda 

la noche y al parecer eso s1rv1ó para estabrlrzar la capa de óxidos formada. ya que 

cuando se rep1t1eron las pruebas de callbrac1ón al día s1gwente se tuvieron lecturas 

20 



estables y fue posible calibrar los sensores de POSAI con tos amortiguadores, en esta 

ocasión se obtuvieron tiempos de respuesta de entre 5 y 1 S segundos al cambiar el 

sensor de un amortiguador a Otl'O 

2.2 Curvas de Morntoreo del pH v Calibración con los sensores de POSAI 

2.2.1 Curvas de monitoreo del pH 

Se realizaron curvas de morntoreo ácido ~ base con los sensores de POSAI 

obtenidos para corroborar su utilidad y conocer su ef1c1enc1a 

Cada sensor se calibró con amortiguador de fosfatos pH = 7 O = O 2 y con 

amortiguador de boratos pH = 10.:.. O 2 antes de realizar con cada uno 3 monitoreos 

de 300 µL de HN0 3 O 1 F en 5 rnL de agua destilada. haciendo ad1c1ones de 40 en 40 

µL de NaOH O 1 520 M Durante cada rnon1toreo se tornaron lecturas del pH y el 

potencial después de cada ad1c16n de sosa 

Las gráficas tip1cas de pH = f ( Vol de NaOH agregado) obtenidas para las 

curvas de monitoreo se muestran en las frguras 3 y 4 
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FIGURA 4 Curva de mon11:oreo de un• valorac10n de -300 µL a9 HNÓ;-D"TFcon 
NaOH O 1520 M en 5 mL i:te •gua desttl•d• Sensor B·3 . pH ""' f ( Vol de tJtul•nte) 
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2.2.2 Determinación de la eficiencia d() las POSA/ 

También se trazaron las gráficas de E = f (PH) para dichos monitoreos y se 

hic•eron los cálculos cstadist1cos necesarios para tener las curvas corregidas por 

regresión lineal así como para obtener el valor de la eficiencia y la ecuación que 

representa a cada recta En el anexo I se muestra un eJemplo de los análisis de 

regresión lineal obtenidos medrante el programa EXCEL 5 de Microsoft Office que se 

empleó con este fin 

Las gráficas riprcas de E == f (pH) se muestran en fas figuras 5 y 6 

200 . 
150 •• 

100 -

so -
i 

o~----- -----------~-----·--: pH 
5 6 7 8 9 10 1,1 

-50 - 1 

-100. .. 
-150 .. •• ¡ 
-200 ---- --- -- ------··---

--- --·--- --~------- --~-~---· -------- ------. -·-- - ----· -~----' 
FIGURA 5 Mon1toreo de una valoracu~n de JOO µL de HNO, O 11= con 
NaOH O 1520 M en 5 mL de agua desfilada sensor B-2 E = t ( pl-I) 
Ecuac10n de la recta E= (294 96~ 71) - (42 03~ tO )(pH) r =O 9999 
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NaOH O 15;:0 M en 5 mL de agua de:stitada sensor B-J E"' f ( pi-!¡ 

10 

Ecuac10n de la rl!'Cta E== (411 77~ B1) • ¡58 JJ!.O 14) (pHJ t :: O 9999 

Se sabe que Jos cloruros pueden afectar a las POSAI cuando están presentes 

en el medio de reacción º'Nomura et al. (1988)''. en los flurdos b1ológ1cos. en el suero 

en panicular. hay una concentrac1ón de cloruros O 15 M al igual que de ron Na"', 

también hay una concentrac1ón de K"' O 005 M "Martincz-F3bregas et al. (1994)'' 

Debido a esto. con el POSAI que mostró me1or ef1crenc1a se rep1t1eron las valoraciones 

ácido-base pero ahora en un medio con NaCI O 15 F y KCJ O 005 F 

La curva típica E = F(pH) se muestra en la figura 7 
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FIGURA 7. Mon•toreo de 1.m• vaJorac•On de 300 µL de HNO, O 1 F con 
Nao¡....¡ O 1520 M en S mL de mect10 s•hno Sensor B-3 E= f (pH) 
Ecu•c•On de la ,wcta E= ( 417' 97:t0 93)- ¡5g 50.t:O 13) (pH) r =O 9G9Q 

Finalmente. se eligió para construir el b1osensor el POSAI B-3. que tuvo 

durante las valoraciones ac1do-base a 24º e ( temperatura promedio) en agua 

destilada, una efic1enc1a 

13 = 99.28 % 

La ecuación que representa a la recta E= f (pH) es 

E = ( 411 77 ~O 81 ) - ( 58 31 ~O 14) ( pH) 

Coeficiente de correlación lineal de Ja recta: r = O 9999 

Los cálculos para obtener la efic1enc1a ( p ) del electrodo se muestran en el anexo U. 
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2.2.3 Curvas de ca/Jbración de urea con la enzima en el medio de reacción usando el 

POSA/ elegido. ( B-3) 

El POSAI so calibró con amortiguadores pH = 7 y pH = 1 O, luego se colocó en 

10 mL de medio de reacción Junto con el electrodo de calomel saturado. se deJó 

transcurrir aproximadamente 2 minutos hasta que el pH se estab11tzó. después se 

agregaron 50 mg de harina de soya recién obtenida y una gota de fenolftaleína. se 

volvió a deJar estabilizar el pH y se agrego Urea O 166 F ( 61 i.;.L ) para tener una 

concentración en el medro de 1X1 O 3 F Se tomó Ja lectura de pH cada minuto Hasta 

que se mantuvo estable lo que ocurr10 aproxrmadamente en 1 5 minutos 

Se rep1t10 el ensayo con diferentes concentrac1ones de urea en el medio 

Tomando las lecturas de pH a los 15 minutos para cada ensayo se trazaron las 

gráficas de 

~pH = f ( Lag ( urea ] ). es decir. las curvas de callbrac1ón 

La curva tip1ca de ~pH = f ( Lag l urea ] ) se muestra a continuac16n Figura 8 

Aquí se observa que conforme el incremento de pH se hace mayor se pierde la 

linealidad. lo cual se podría atnbuir a que la enzima se desactiva por incremento del 

pH. 
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FIGURA 8 Tlp1ca curv• de C•l•br•etOn de ure• us•ndo el sensor POSAI 8~3 
y t1•r1n• ere soy• en el medio oe reecoon .• \pH • t ( Lag (ure•J ) 
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3. Construcción del Bloscnsor 

3.1 Montaje 

El trozo de elegido acero oxidado, POSAI, se su1etó con resina epóxica dentro 

de un tubo de pl.'lst1co de 6 mm de diámetro 1nterror y 10 mm. de longitud, dejando 2 

mm. fuera la cara pulrda y oxidada 

Este conjunto se coloco dentro de un tubo de v1dno de 6 mm de diámetro 

interior y 8 cm de longitud. dejando una poza de 2 mm entre la cara o.x1dada del acero 

y el extremo del tubo de 11rdno. se f1Jó con plast1lina epó.x1ca para sellar cualquier 

posible hueco por donde pudrera entrar liquido al cuerpo del sensor y se dejó secar 

hasta el día siguiente 

En la poza que quedaba en el tubo de plast1co donde fue f11ado in1c1almente el 

acero o.x1dado POSAI. se colocó una gota de mercurio de aproximadamente O 5 mL 

para qUe sirviera de contacto eléctnco con el conductor, un alambre de cobre. y se 

selló con p/astrlrna epóxica el extremo superror del tubo de 111dno para que no saliera 

el mercurio n1 se moviera er alambre 

En la poza que quedo entre la cara del POSAI y el extremo inferior del tubo de 

vidrio se colocaron 150 i..il del extracto acuoso de ureasa. se cubrieron con un 

cuadnto de membrana de d1ál1s1s Spectrapor 1 de 1 cm 2
• éste se empu1ó sobre Ja cara 

del POSAI con un anillo de plast1co de 6 mm de drámetro exterror y 2 mm de longitud. 

hasta tener una capa de e)l(tracto enz1mat1co lo mas delgada posible con lo que quedó 

armado el b1osensor 

En las figuras 9 a 12 se muestran esquemas de los pasos del montaje del 

biosensor. 
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tubo de plá111lco 

1 

FIC~U~A 9 POSAI aenrro a~1 tubo d• p1.a1.tsco 

plasUlln• 
ep6xlc• 

alambre de 
cob~e -

tubo de 
vidrio 

FIGURA 10 S.en~or dfl POSAS armado 
POSAI 4•n1ro ª"' tuDo d• oi.tsrieo Q~• SI!' encventra 
dentro de un tubo ae v•dr<o y il!'St.11 eol"le-ctaao al 
con<Sucf.or ae coct., ml!'01anter una gota ae mercurio 
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FICiURA 11 Mont•¡e ::!el O<os.,nsor 
El e:wtracto en.:om.tt•cO s., coloco c:"'ritro de ta poz•. 
se cucrio con un• ,....,.,rTib•ana tjP. d•dll1s1s Que se 
•Ju1it0 al TUbC de "'"-'"0 1:;on ~n o1n.1IO de p1aShCO 

·---pi6.oco ,, ---------

tubo de 

FIGURA 12 B·osensor ,;¡rmddo 
Al empu¡ar el anoilo de ct.115t•CO soore la memb••n• 
di! a1ai.s1s se obto11ne "'"ª caca delgada de ewtracto 
dentro de ra poza 

Para comprobar que el extracto enz1mát1co permanecía dentro del sensor se 

dejó en 1 mL de medto salino. en refrigeración. durante fa noche y al día s1gu1ente se 

agregó al medio 50 p.L de urea O 166 F. y una gota de feno/ftaleína al 1 % para 

corroborar que no ocurnera alcaflnizacrón del medio 
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Se encontró que en ocasiones, si el anillo plástico no estaba bien colocado, el 

extracto saHa del sensor; de atH que es importante que dicho anillo ajuste muy bien. 

3 2 CULY....é1l_S de Actividad pH = F ( t l para dif~rentes concentraciones de urea en el 

Se intentó abarcar un intervalo de concentraciones de urea en el medio de 

reacción desde i O":: F hasta i a~ F pero se encontró que el b1osensor construido no es 

capaz de detectar concentrac1ones menores a i o--' F y pierde la linealidad de la 

respuesta con concllntrac1ones superiores a 3 x 1 0· 3 F Las curvas típicas 

correspondientes a este ensayo se muestran en las figuras i 3 y i 4 

,._ 

6.5 ·--· - ·- - -·- -~·------- ; 
m\~utaa 16 j 10 12 

-FTGURJC-13 c._ir-.,;ss de.lld1v;a.d·pH = rft ·)para un intervalo de concentraC1on .. 
de urea de 10 • M a 10' M 

+ 10 1 ' 9 M • 10J.._M X 10-:31••M ~t0-2 ~M : ~g:: ~ ; ~g!~;¡MM A _10
21 

M O 10"u:r M 
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, . ..--/,.·,¡,;, -

o.;_-~- _,. .3 -2.5 

·1=.-GURA ·,-, - C~-~i-de cahbrac10n de ur .. a en uf' 1n1e""a•o de concentrac>On ae 
10 .. M a 10' M sin camb••r e.i:rile!o enzi,.,...at.,:o ·~H = f 1 Log {urea)) 

Se fue reduciendo el intervalo de concentraciones ensayado para las curvas de 

actividad pH = f ( t ) y curvas de calibración _\pH = f ( Lag [urea] ) hasta uno que 

abarca de ., 0·3 111M hasta 1 0·3 
'

11 M. pues los valores de urea que podrán encontrarse al 

diluir la muestra de suero en el medio de reacc1on pertenecen a ese intervalo 

Luego se trazaron las curvas pH = f ( t ) correspondientes Estas curvas se 

realizaron sin cambiar el 0.l'"tracto enz1mat1co entre un ensayo y otro pero el tiempo de 

lavado del sensor para que recuperara el pH 1mc1al entre ensayos fue de 10 a 90 

minutos, se necesitó mayor trempo cuanto mayor pH se alcanzaba durante el ensayo 

En las figuras 15 a 1 7 se muestran e1emplos de las curvas de act1v1dad pH = f ( t ) 

correspondientes a estos ensayos 
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'·-FIGURA 15 Cur"Vas d'• •ctiv•dad pH =- r ( t ,-¿en ., Htns.or- B-3 s.n Camti•ar _, 
el<'tracto enzrmat1co entre ensayos par• las s•gu1entes concentrac1on._ de urea 
+ 10'M 0 10;•M .\ 10;~M 0 10;~M 

! pH 

. 7.7 ;-----

: 7,5 .;. 

.a.--• 

,~ ,. 16 
n'tln1.1tos 

-FIGURA 16 Cul"Vas. de act1vrdad pH =. t ( t ¡con-el sefi-sOr B-3 sin Cirtúl18í"8f __ _ 
ell'tracto enz1mat1co entre 1tnsayos Para la• s1gu1ente!. concentrac1ones de urea 
• 10 1 .~M • 10 1 TM \ 10 1 ,.M iol-M • 10~.aM 

e 1a·lllM + 10 1 ~M o 1o>nM - 10 1 ·•M • 10<1°"M 
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FIGURA 17 Cur.-as de •ct•"·•d•d &:lf-i "' ' ( t 1 con f!'/ sensor 9.3 sin carnb••~,:- el· 
extracto et"1.Z1m.tr1co ll!'n!fe pnsayos ¡::ar~ 1.is s•~u·entes concentrac10nPS ae urea 
• 10 1 ·".llA • 'º' .... M \ 10 1 )().1.A • 1a~··M 

3.3 Curvas de Calrbracrón Sin Renovación del Extracto Enz1mát1co 

Como se ve en 1a curvas de actnndad pH :; f ( t ). aproximadamente a los 10 

minutos se alcan~a un estado estacionario en el cambio de pH respecto al tiempo. de 

modo que tomando los incrementos de pH correspondientes a 10 minutos de reaccJón. 

se trazaron las correspondientes gr.aricas de _\pH :: f ( Lag [urea J ). es decir. curvas 

de calibración de urea 

Las curvas tip1cas obtenidas se muestran en las figuras 18 a 20 
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FIOURA 18 2- Cu,....,• ere cahbrac•O" ere urea con tH s.,,sor POSAI B-3 ª'" carnb••r 
extr•cto e1'1Zlmat1eo ..,tre ena•yo• _\pH = r ( Log (ur•aJ J r ,. O 98JO 
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FIGURA 19 4• Cur'\fa de ca11brac1on ae uraa con ef s.nsor B-3 sin cambiar ef 
eJrtracto enz1máhco entre .nsayos .'l.pH 2 f ( Log fure•J ) r = O 9984 
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3 .. 4 Curvas de Cahbrac:ión con Renovación del Extracto Enzimático 

Posteriormente se encontró que s1 se cambiaba el extracto enzimático entre 

ensayos el tiempo requerido para estab1hz:ar el pH in1c1al era menor. en promedio 5 

minutos, por lo que se doc1d1ó repetir las curvas de caltbrac1ón cambiando la capa de 

extracto entre ensayos 

Una típica curva de actividad pH ~ f ( t ) se muestra en la figura 21 . 

. ' 
'i. 7.5 : 

A 

7:... ! .. 
x" ... 

. ··-·-·· 
.... . .... . . -·-·-· ·---· 

~FiGURA- 21 Cul"\fas oe- act1...,1Gl'ao pH = t ( ~ } co" el s~tnSor POSÁ.I B·J 
C•mb1•noo el e"1raeto e-ri.t•m.at1co 81'He e.,.s•yos para l•s s191.11entes 
concenrrac:•or1es de 1,Jrea 
• 10 1 ''"M • 10 1 .... V .. 10~"°M • 10 1 ''"M 

,. 

Se hicieron 20 curvas de cahbrac1ón cambiando eJ extracto enzimático entre 

determinaciones. alg':'nas de las cuales se muestran en /as figuras 22 a 25. Estas 

curvas sirvieron también para realizar los ensayos en muestras de suero 
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FIGURA 24 Cu""ª de cahbr•c1on de urea• 19 con el Set"sor POSAI 8-3 
cambiando el e.w1racto en.z1mat1co entre ensayos _\pH = f ( Log {ureaJ) 
Ecuac10n de fa reda .\PH = (4 95t-O 09J + C t 09.rll OJ) flag (urea/ J r :: O 9994 
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FIGURA- 25-- Cu,.,..• ae C:a!1t1rac1on de ur.-• •;-o con ér s.ensor POSAd B-J 
camb••ndo 91 ••1r•cfo en..i:•m.ait1co enrr.- •n••yos \&JM '= f ( Log (un~•J ) 
Ecu•c•On ae I• rect• \PH = r9 s::~o ;o¡• 1:: 42?-0 001 (Log fu•••]) r =O 9994 

4.0 Determinación de Urea en Muestras de Suero Humano. 

1 
1 

1 

Después de hacer los ensayos necesarios para obtener fa curva de ca/1brac16n 

correspondiente al trabaJO del dia se coioco el brosensor en 5 mL de medio salino y 

se dejó establf1zar el pH 1n1c1a/ ruego se agrego una alicuota de suero humano de 125 

µ.L, 150 µL ó 250 pl Oependrendo del volumen d1spon1ble de muestra y se tomó la 

lectura de pH cada minuto hasta un trempo tola/ de 15 minutos Se probó con 

volúmenes de muestra diferentes en las primeras determ1nac1ones y se vio que es 

suficiente una alícuota de 1 SO ul para que Ja determinación se lleve a cabo bien y 

para que los valores o_bten1dos de urea en el medio de reacción se encuentren dentro 

del intervalo de concentraciones de las curvas de ca/lbrac1ón Cada muestra de suero 

se ensayó 4 veces el mismo dia 
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Los .ópH obtenidos para un tiempo de 10 minutos se interpolaron en la curva de 

calibrac16n correspondiente para obtener la concentración de urea en el medio de 

reacción. Teniendo en cuenta la dtluc16n de la muestra en el medio se h•c1eron los 

cálculos correspondientes para lt!ncr el valor de la concentración de urea en suero 

para cada determ1nac1on 

5. Comparación del Método Eloctroqulmico con el Método 

Espectrofotométrico Habitual do la Oiacetllmonoxima. 

Uno de los metodos mas frecuen1emente usados en los laboratorios clin1cos 

para determinar urea es el de la D1acetdmor"'.ox1ma ( DAM ) debido a que no es tan 

costoso como !os metodos espectrofotometncos que ut1f1zan ureasa purificada y U V. 

aunque no es tan especifico como estos Los valores de referencia reportados en la 

literatura para este método son mayores que los reponados para métodos más 

específicos como el metodo espectrofotométnco de U V que emplea ureasa purificada 

y glutamato-deshrdrogenasa 

Valores de referencia 

Método espectrofotométnco enzimático 1 8 a 6 1 mmol I litro 

Metodo de la DAM 2 9 a 9 4 mmol / l1tro "Kaplan. Lawrence A. (1984)º 

Cada muestra de suero se ensayó por cuadruplicado siguiendo este método y 

usando un espectrofotometro Spectronic 20 de Bauch & Lomb Se encontró que los 

resultados obtenidos Por ambos métodos ( electroquim1co y espectrofotométnco de la 

DAM) no muestran diferencias que sean clinrcamente s1gn1f1cat1vas 
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Los resultados obtenidos por ambos métodos se muestran en la tabla 1 

Con objeto de saber s1 los resultados obtenidos con ambos métodos no 

muestran d1ferenc1as es1adist1camente s1gn1f1cat1vas se aplicó una prueba de 

significación (Hipótesis Nula) para determinar s1 el promedio de los resultados 

obtenidos con ambos métodos es el mismo. con un grado de s1gn1f1cac1ón del 5 % 

Los resultados de dicha prueba muestran que s1 hay d1ferenc1as estadist1camente 

s1gmficat1vas. es decir. no se obtiene el mismo resultado con los dos métodos . lo cual 

puede ser debido a que el método do la DAM es menos específico y por 10 tanto hay 

errores s1stemat1cos 

Se utilizó este método para comparar resultados porque era el que estaba al 

alcance de las pos1b1l1dades del laboratorio 

El princ1p10 y la descrrpc1ón del método de la OAM se tratan en el anexo 111 
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TABLA # 1 

Resultados obtenidos para las muestras de suero con el biosensor construido y con el 
método de la dia'.'itilmonoxima 1 DAM ) 

(urea) (uru) 

número núm~ro alicuo volum en absor absor en [urea) 

de ile DpH 
U de en de suero banc1a bancia suero promedio desviación 
suero medro ( mM ) paorOn muesua ( mM J muestn esUndar 

muestra curva ( ml 1 ( ml 1 sensor DAM ( mM 1 
------ --~- -~-

5a 12 111 o 250 5 9 516 O 46 O 44 9 565 biosensor biosensor 
5b 12 1 10 o 250 5 9 346 o 46 o 435 9 456 9 52 o 14 
Se 12 1 12 o 250 5 9 689 o 46 o 44 9 565 DAM DAM 
5d 12 111 o 250 5 9 516 o 46 o 43 9 348 9 48 o 104 
7a 14 0.91 o 250 5 9 007 o 425 o 44 1 O 353 biosensor biosensor 
7b 14 o 90 o 250 5 8 931 o 425 o 435 10 235 9 01 o 062 
7c 14 o 92 o 250 5 9 083 o 425 4 44 10 353 DAM DAM 
7d 14 o 91 o 250 5 9 007 o 425 4 44 10 353 10 32 o 059 
11a 18 o 55 o 125 5 5 328 o 48 o 29 6 041 biosensor biosensor 
11b 18 o 55 o 125 5 5 328 o 48 o 29 6 041 5 33 o 059 
11c 18 o 54 o 125 5 5 255 o 48 o 30 6 25 DAM DAM 
11d 18 o 56 o 125 5 5 401 o 48 o 30 6 25 6 15 o 121 
12a 19 o 57 o 150 5 3 291 o 47 o 19 4 043 biosensor biosensor 
12b 19 0.55 o 150 5 3 155 o 47 o 185 3 936 3 24 o 065 
12c 19 o 57 o 150 5 3 291 o 47 o 19 4 043 DAM DAM 
12d 19 o 56 o 150 5 3 225 o 47 o 195 4 149 4 04 o 087 
13a 20 o 87 o 150 5 8 318 o 455 o 46 10 109 biosensor biosensor 
13b 20 o 88 o 150 5 8 397 o 455 o 46 10 109 8 34 o 076 
13c 20 0.88 o 150 5 8 397 o 455 o 465 10 219 DAM DAM 
13d 20 o 86 o 150 5 8 239 o 455 o 46 10 109 10 140 o 055 

! 
1 

1 
1 
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CAPITULO 111 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Con base en las gráficas de los ensayos de la actividad de ureasa en Ja harina 

de soya. se puede decir que el sensor de acero oxidado, POSAJ. es capaz de 

mon1torear los cambios de pH debidos a la h1drólis1s de urea catahzada por la ureasa 

de una manera muy semeJante a como lo hace el electrodo de v1drro 

Cuando se trato de oxidar ef acero trpo 3 i6 en las cond1c1ones reportadas en la 

literatura se obtuvieron los resultados esperados. las POSAI no lograron calrbrarse 

con amortiguadores y no se formo bien la pelicula de óxidos a simple vista 

No se contó con la tecnología necesarra para medir el grosor de la película de 

óxidos formada a cada tiempo de ox10'ac1ón y así tener una del grosor recomendado 

en la literatura como óptimo Debido a esto se dec1d10 usar las que pudieron calibrarse 

más facilmente y presentaron tiempos de respuesta menores 

Se encontró que despues de haber reposado en agua las pelicu/as de oxidas 

respondieron más facdmente a los cambios de pH y tas lecturas se h1c1eron estables 

por completo Probablemente esto se debe a que el equ1/1brro entre la POSAJ y el 

medio acuoso se establece rentamRnfe 

Posteriormente se comprobó que las películas de óxidos pudieran mon1torear 

valorac1ones ácido-base en agua destilada. aunque no todas las POSAI obtenidas lo 

hicieron con la misma ef1c1enc1a. las ef1c1enc1as que mostraron no siempre fueron 



superiores aJ 90 º~. de modo que el traba10 se continuó con las que presentaron mayor 

eficiencia. 

Después de realizar valoraciones ac1dO·base en presencia de los iones cr . Na· 

y K* para comprobar que la efic1enc1a no era d1sm1nu1da n1 la respuesta del sensor era 

alterada por la presencia de estos iones en el medio. se puede proponer a las 

películas de óxidos sobre acero 1nox1dable como transductores para b1osensores. ya 

que pueden mon1torear sat1sfactorramen~e los cameros de pH en ffurdos b10/óg1cos y 

medios seme¡antes 

Se demostró tamb1en que las POSA/ oudreron mon1torear los cambros de pH 

respecto al tiempo. colocando la er.;;::1ma en el medio de reacción con diferentes 

concentraciones de urea se pudieron tra.::ar curvas de cal1brac1on ._\pH = f (LogfureaJ). 

aunque al alcan.;:ar un crerto pH ( mayor a 8 5) ya no puede continuar la reacción. 

pues la enzima se desactrva en esas cond•crones asi que el intervalo de 

concentrac1ones de urea no puede ser muy amplro 

Se probó la act1vrdad de ureasa en el extracto crudo acuoso de soya usando 

peque~as cantidades del mismo( 5 - 1 00 m1crolttros ) contra concentraciones de urea 

relativamente grandes( 1 5 x 1 O 2 F) Se encentro que bastaba una pequeña cantidad 

de extracto (a pan1r de 10 m1crol1tros) para catalizar la h1dról1s1s de la urea al máximo 

antes de desactivarse por el incremento del pH de modo que a falta de la enzima 

punficada este extracto puede ser un buen sustituto 

Con el extractó enz1mat1co en el sensor se trató de cubnr un intervalo de 

concenrraciones de urea desde 10-z hasta 10 ... F. pero Jas curvas de act1v1dad 
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pH = f( r) mosrraron que no era pos1blo pues a concentraciones suporioros a 3 x: 10-3 

F las curvas se van encimando y se pierde la flnealidad de ta respuesta. además, 

cuando la concentración de urea en el medio era menor a 1 O.... F el sensor no 

mostraba n1ngUn cambio de pH, de modo que se esrabrcció trabilJ<ir con rn!ervalos de 

concentración de urea desde 1 5 x: 1 o·"4 hasta 1 o 1 F 

Pnmero se traba1ó sin cambiar la capa de extracto enz1mat1co en el sensor, pero 

Jos tiempos de lavado entre una y otra determinación para que el sensor regresara al 

pH 1n1c1af en el medio de reacción eran muy largos a veces superiores a una hora. lo 

que hacia el traba¡o muy lento lo cual rmped1r1a realtzarlo durante las sesrones ae 

prácticas en los cursos ae Química Analit1ca Instrumental 

Se encontró Que sr se lavaba el sensor con agua y se cambiaba Ja capa de 

extracto enz1mát1co entre las determinaciones el trempo requenao para que e/ sensor 

se estab1/1zara en eJ pH 1n1c1a/ es de unos 10 minutos en promedio lo que representa 

una venta1a 

Ex1stia la preocupación de s1 se perdía o no extracto enz1mát1co durante las 

determ1nac1ones o durante los lavados Con este fin se rea//;::aron ensayos para 

comprobar que la enzima no se perdia. los cuales mostraron que en ocasiones el 

anillo de plástico que sostenia a /a membrana de d1á/1s1s no quedaba bien colocado y 

si podia perderse enzrma Es necesario tener en cuenta que el anillo de pléist1co no 

estaba adaptado e..-actamente al rubo de 1.ndrio porque no fue cortado o moldeado con 

instrumentos de prec1s1ón de modo que s1 no entraba en la pos1c1ón correcta podía 

quedar flo10 o podía romper a la membrana de d1.3/1s1s. asi que este paso del armado 

del sensor es muy importante 
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Las curvas de callbrac1ón que so obtuvieron al cambiar la capa de extracto 

enzimático mostraron por lo general un coeficiente de correlac1ón mayor. tal vez 

debido a que no se alcanzaba a desactivar la enzima por los incrementos de pH 

durante Jos ens.:iyos 

Al traba¡ar con muestras de suero humano se encentro que al repetir el ensayo 

para la misma muestra vanas veces se obtienen resultados seme1antes. ~u desv1ac1ón 

estándar es pequena. es decir. que el método presenta una buena prec1s1ón 

Al comparar los resultados obtenidos en la determ1nac1on de urea con el 

biosensor construido para cada muestra de suero. con los resultados obtenidos para 

las mismas muestras usando el merado espectrofotométr1co de la d1acet1/monox1ma. 

se encontró que los resultados obtenidos con el método espectrofotométnco 

generalmente eran más altos que /os obtenidos con el b1osensar Probablemente esto 

se debe a que el metodo espectrofotometrico no es muy espec1f1co. por lo que hay 

errores s1stemát1cos involucrados en las Oeterm1nac1ones 

En concrus1on 

Es posible proponer el uso de las pelicu/as de O>odos sobre acero inoxidable, 

POSAI. como transductores para b1osonsores 

Se logró obtener un b1osensor selectivo a urea económico. que incluso puede 

construirse fácilmente durante las sesiones de prácticas de Química Analitica 

Instrumental 

La metodologia que se utilizó para rea/izar las determinaciones en suero 

humano se podría aplicar en una práctica de laboratorio 

47 



Es posible mm1atur1zar el sensor usando una POSAI formada sobre un alambre 

de acero en lugar de una barra, aún cuando habría que emplear otra forma de 

1nmov1hzar a la enzima 

Podria probarse ol uso de enzima purificada comerc1al en lugar del extracto 

para ver s1 es posible abarcar un intervalo de concentrac1ones mayor 

81 se desea usar este metodo en el laboratorio clirnco se recomienda hacer 

determ1nac1ones en sueros control para conocer la exactitud del método o comparar 

resultados con los que se obtuvieran mediante el método espectrofotométnco 

enz1mát1co 
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ANEXO 

EJEMPLO OE REC::ORESION LINEAL º°'......,,. cot'I .. P"oO'.,...... E)(CEL ~a. MICfoe.oft Oft'\ce 

Valoraciones o1ic1do-base para probar el sensor POSAI B-3 

~~~!~~.!le:'º" de 300 mL de HN03 O 1 F con NaOH O 1 520 M ~;dsu~~ ~~,=~~:~estilada 

XlCl. r:•l411,77•0.81)·1H.33h0,1.c11pHJ pH =· , 2n 
~: 2n 

REGRESIÓN LINEAL 
RESUMEN 
E•Udistlcas de la reg1"es10n 
Coef1Cn!nte de correlac10n mu1t1p1e 
Coef1c1ente de determmac1on R'"2 
R ... 2 a1ustado 
Error tip1c.o 
Obserwac1oneo; 
ANÁLISIS DE VARIANZA 

Residuos 
Total 

lntercepc10n 
Vanable X 1 

Re res10n 

ANÁLISIS DE LOS RESIDUALES 
Observacion 

2 
3 

• 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

o 999976506 
o 999~53013 
o 99994714 
, 190553856 
10 

28 
2 93 
3 1 
38 
56 
83 

• 98 
94 

Graaos de hbertad Suma de cuadrados 
, 241319 5607 
8 11 33934787 
9 2413309 
Coeficientes 
.. , , 7730153 
-56 31473696 

Pronostico para Y 
253 1569308 
252 573783-4 
248 4917518 
240 910836 
230 9973307 
190 1770149 
85 21048836 
-72 23930142 
-111 8933226 
-136 3855121 

Error típico 
o 80517393 .. 
o 1413289<41 

Residuos 
-O 156930789 
-O 5737S3A19 
1 508248168 
o 089163972 
-O 997330746 
-O 177014877 
-O 210488357 
2 239301423 
-O 106677448 
-1 614487926 

mv 
253 
252 
250 
241 
230 
190 
85 
-70 

-112 
-138 
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Interpretación y uso de los datos proporcionados por el programa. 

Correlación 

Se usa para estimar s1 los daros experimentales se a¡usran bien a una linea 

recta. 

El coef1c1ente de corre/acrón múltiple ;unto con la gráfica de cal1brac16n son 

suficientes para asegurar que hay una relación lineal 

Cuando los valores del coef1c1ente de correlación son menores a O 90 es 

necesario usar una prueba para saber s1 a1cho coef1c1ente es s1gn1f1cahvo. 

considerando el nUmero de pares de valores usados en su cálculo. en ese caso el 

método más simple es calcular un valor de t que se compara con el tabulado al nivel 

de s1gn1f1cac1on deseado usando una prueba de t de dos colas y ( n - 2 ) graoos de 

flbertad La h1potos1s nula en este caso es que no existe corre/ac1ón entre X y Y 

S1 el valor de t calculado es mayor que el tabulado se concluye que si existe 

una corre/ac1on s1gn1frcat1va 

Regres•on 

Suponiendo que e;..rsre una relación lineal entre la señal anal1t1ca ( Y ) y la 

concentración ( X ). se puede calcular la ~me1or recta ~ a través de les puntos de la 

gráfica de ca/1brac1ón cada uno de los cuales esta su1ero a un error expeflmental 

Suponiendo que los errores se encuentren sobre Y 

Es necesano buscar la recta que m1n1m1ce las desvrac1ones en a1recc1on de Y. 

entre los puntos e;.:penmentales y Ja linea calculada Estas desvrac1ones se conocen 

como residuos de Y Unas serán positivas y otras negativas 

Se intenta m1nrmrzar la suma de los cuadrados de los residuos con base en el 

princ1p10 de que la linea debe pasar por eJ ~centro de gravedad~ de los puntos ( X_ Y) 

Se obtiene también el error tip1co para Ja pendiente y fa ordenada al ongen 

Con esto se puede obtener el límite de confianza para la pendiente y la 

ordenada al origen 

Para la pendiente ( vanable X1 ) Limite de confianza= Coeficiente ~error típico 

Para la ordenada al ongen Limite de confianza = Coef1c1ente ::. error típico 
"Millar and Miller (1993)" 

50 



ANEXOll 

CAlculos para obtener Ja eficiencia dol sensor de POSAI 

Fundamento v AP:lrcac1ón 

El cambio en m1hvo1t1os que presenta el sensor a la vanac•ón unitaria de pH 

durante la caf1brac1ón con amortiguadores o durante una valoración ácido·base. 

corresponde a la pendiente experimental de dicho sensor Para caracterizar la 

desviación de fa respuesta def sensor en re/ación a la respuesta teórica de Nernst , 

representada por el electrodo de hidrógeno. se ut1llza el coeficiente /3 •• Ultra Ion. 

manual del usuario'', el cual se define como 

/J = 100 X (PIN J 

Donde N es fa pendiente teórica de Nernst que presenta el electrodo de hidrógeno a 

la temperatura de traba10 y cuyos valores se 1nchcan en la tabla A. 

TºC 

o 

10 

20 

25 

Tabla A. 

mV/pH TºC mV/pH 

54.2 30 60.1 

55.2 40 62.1 

57.8 
1 

60 66.1 

59.2 
1 

100 74.0 

Pendientes teóricas de Nernst a diferentes temperaturas para el 

electrodo de hidrógeno 
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La pendiente experimental ( P ) para el sensor se puede obtener a partir de los 

datos de pH y mV registrados durante una valoración ácido-base. trazando la gráfica 

de E = f ( pH ) y haciendo los cé'llculos necesarios Para tener un valor de pendiente 

experimental más cercano al real se puede realizar el anál1s1s de regresión lineal 

correspondiente y tomar el valor Que se obtenga para la pendiente 

Es recomendable Que los datos que se manejen tengan una correlación de 

O 9999 o mayor 

Para obtener el valor de ra pendiente teórica de Nernst a la temperatura de 

traba10 se pueden grafrcar los valores de la tabla A. y posteriormente interpolar en la 

gr<if1ca el valor de la temperatura de trabaio 

Una ·.1ez ot:itenidos ambos valores de pendiente, N y P solo es necesario 

sust1tu1rlos en ra ecuación r1 :::: 100 X ( p IN) 

Para fines practicas no es recomendable usar un electrodo cuya eficiencia es 

menor al 90 ºA:i 
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ANEXO 111 

Método Espoctrofotométrlco de la DfacetlfmonoxJma Para Determinar Urea 

en Fluidos Biofógicos 

F'undamento 

La d1acetrfmonox1ma ( H 3CCOCNOHCH3 ) se hidro/Iza en presencia de ácido. 

produciendo un der1Yado ae d1acetilo que es inestable Este compuesto de dracetrlo 

reacciona con la urea para producir un derivado colorrdo de la d1azina que se 

cuant1f1ca por espectroforometría. el coror se 1ntensrf1ca por la ad1c1ón de 

t1osem1carbaz1da 

La h1droxilam1na lrberac:1a. que acompaña a la formación del d1acehlo interfiere 

en la cuant1f1cac1ón y suele eliminarse por medio de agentes oxidantes tales como el 

sulfato férnco amoniacal o el cloruro férrico 

H,O 

A H,CCOCNOHCH, --> H,CCOCOCH, + H,NOH 
H. 

H. 

B. H,NCONH, + H 3 CCOCOCH3 --> H3CCN~:H3 + 2H2 0 

amarillo 

"K•plan, Lawrence A. (1984)" 
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Reactivos necesarios 

Todos los reactivos empleados deben ser grado R.A. 

1. Diacetilmonox1ma 

2. Tiosem1carbazrda 

3. Cloruro de sod•o 

4. Ácido sulflinco concentrado 

S. Acrdo fosfórico al 85 ºA, en agua 

6. Cloruro férrico 

7. Urea 

Preparación de reactivos 

01soluc1ón de d1acetilmono.x1ma 

Se disuelven O 1 gramos de d1acetilmono.x1ma. 0.02 gramos de 

tiosemicarbaz1da y O 9 gramos de cloruro de sodio en SO mL de agua destllada y se 

llevan a un volumen final de 100 mL 

2. Mezcla oxidante· 

;se at"laden cuidadosamente 6 mL de ácido sulfUnco concenrrado y 1 mL de 

ácido fosfórico al 85 % a unos 80 mL de agua destilada Luego de mezclar se 

adiciona 0.01 gramos de cloruro férrico y se lleva a un volumen fmal de 100 mL. 
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3. Disolución patrón de urea: 

En un matráz aforado de 200 mL se disuelven O 1 202 gramos de urea en unos 

100 mL de agua destilada, se agita hasta disolución completa y so lleva al aforo Esta 

disofuc1ón corresponde a una concentración 1 O mM de urea 

Proced1m1ento 

lo más adecuado es reallzar la determrnac16n directa en suero pero si se ha 

obtenido un filtrado libre de proteínas con otros fines. se puede ut1/1zar 

En 3 tubos de ensayo ( blanco. patrón y problema ) se colocan 3 mL de los reactivos 

1y2. 

Al tubo denominado blanco se le agregan 50 m1cro/ltros de agua destilada. 

Al tubo denominado patrón se le agregan 50 m1crol1tros de d1soluc1ón patrón de 

urea de concentración 10 mM 

Al tubo oenom1nado problema se le agregan 50 m1crol1tros de suero recién 

obtenido 

Sr se va a usar filtrado libre de proteínas la d1so/uc1ón patrón de urea se diluye 

1 10 y en cada uno de los tubos respectivamente se pipetean O 5 mL de agua 

destilada, O 5 ml de drsoluc1ón patrón dllu1da y OS ml de filtrado libre de proteinas 

Los tubos se calientan en un bar-to de agua a ebull1c1ón durante 15 minutos. se 

enfrían y el patrón y f.;j muestra se leen contra el blanco a 520 nm 
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Deb;do a que Jos patrones y muestras se tratan de forma semejante. tenemos 
que: 

Absorbanc1a de la muestra x Concentración Concentración 
Absorbanc1a del patrón del patrón de la muestra 

Se recomienda usar al mismo tiempo una d1soluc1ón patrón de concentración 20 mM y 

una 10 mM. luego se emplea para los cálculos el patrón cuya absorbam.:1a esté más 

próxima a la de la muestra "Bauer J. (1986); Kaplan. Lawrens A. (1984)•• 

Valores de referencia 2 9 a 9 4 mM 
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ANEXO IV 

Prueba de significación para saber si los promedios de dos conjuntos de 

mediciones son iguales. 

Esta aprox1mac1ón permite saber si las d1ferenc1as entre los resultados son 

significativas o s1 se pueden 1ust1f1car por var1ac1ones aleatorias 

Teniendo dos medias muestrales ( cada con1unto de datos obtenido por un 

método analit1co d1st1nto ). tomamos como h1pótes1s nula que ambos metodos dan el 

mismo resultado. y necesitamos comprobar que la d1ferenc1a de los promedios d1f1ere 

de cero s1gnif1cattvamente "Miller and Miller (1993) .. 

Si !as dos muestras tienen desv1ac1ones estándar que no sean 

s1gn1f1cat1vamente diferentes es posible calcular una est1mac1ón con1unta de la 

des..,1ac1ón estandar a partir de tas dos desv1ac1ones estandar 1nd1v1duales. calculadas 

como 

n =- número de ensayos. 

Para lo cual se usa la ecuación 

S' ~ {(n, - l)S.' • (n, - 1)si) I (n, + n, -2) 

Entonces t está dado por· 

(x. -Y,) 
I = SJ(t/111 +\/11:) 

Donde t tiene n,+ n 2 - 2 grados de hbertad. 
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Tomando como ejemplo los datos obtenidos con la curva de calibración # 1 B y 

los obtenidos para la misma muestra con el método de OAM. tenemos que 

[ urea l suero con el [ urea ) suero por el 

b1osensor ( mM ) método OAM 

ensayo# 1 5.328 6 041 

ensayo# 2 5 328 6 041 

ensayo# 3 5 255 6 25 

ensayo# 4 5 401 6 25 

PROMEDIO 5 328 6 1455 

Oesv1ac16n estándar o 05960425 o 120666 

Para el con1unto de datos 

5 2 = 9 05575 X 10'. 5 = 0 0951655 

t = 6 07 4 en un intervalo de confianza del 95°/o 

t tabulado para 6 grados de libertad = 2 45 

Como el t calculado es mayor que el tabulado en el intervalo de confianza 

elegido. se rechaza la h1pótes1s nula. es decir los dos con1untos de datos no tienen el 

mismo promedio y por lo tanto es muy posible que alguno de los métodos presente 

errores sistemáticos 
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