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RESUMEN

En este trabajo se desarroll6 un biosensor potenciométrico que detecta
peptidoglucanos. Este biosensor se construyo utilizando como elemento sensor a
la lisozima.

Mediante la cristalizacion asistida con un campo eléctrico se logré recubrir
completamente un electrodo de platino (transductor) con depdésito policristalino de
lisozima. Para ello se utilizaron las siguientes condiciones experimentales:
[Lisozima]= 40 mg/mL en disolucién amortiguadora de acetatos 200 mM, pH = 4.5,
=2 uA, T=11-13 °Cyt= 24 horas.

Para inmovilizar los cristales de lisozima en el alambre de platino se utilizaron 2
métodos: una membrana de Nafion © y una matriz de gel de agarosa que contenia
el analito: la NN-triacetilquitotriosa. Ambos métodos mostraron que el biosensor

es selectivo al analito.



I. Introduccion

En afnos recientes, se ha incrementado el uso de los biosensores para
monitorear procesos bioldgicos y sintéticos. Algunas aplicaciones tipicas incluyen
el control y monitoreo del medio ambiente, mediciones quimicas en agricultura, en
la industria de alimentos, drogas vy, particularmente en biomedicina ha sido posible
determinar la concentracion de gases y metabolitos en sangre y otros fluidos

corporales, para evaluar el estado metabdlico del paciente.1

El principio de operacion de un biosensor es detectar informacion relativa a un
cambio fisiolégico o bioquimico, la cual es transmitida y convertida por un
transductor para obtener una sefal eléctrica u 6ptica detectable. La aplicacion
practica de cualquier biosensor requiere de un analisis completo del sistema
considerando las siguientes caracteristicas:? 1) la deteccién o parametro a medir,
2) el principio de trabajo del transductor, 3) el modelo fisico y/o
quimico/bioquimico, 4) la aplicacion y, 5) la tecnologia y los materiales empleados

en su fabricacion.

La funcion de un biosensor depende de la especificidad de la materia
bioldgicamente activa, y la seleccion de éste material biolégico depende del analito
que quiere detectarse. Algunos parametros utilizados para evaluar las
propiedades funcionales y la calidad del biosensor son la sensibilidad, la

selectividad y el tiempo de respuesta.

Como consecuencia del desarrollo de los biosensores, el campo de
investigacion en materiales y técnicas de fabricacion es cada vez mas activo. A
pesar de estos avances, hoy en dia aun existen limitantes en las aplicaciones de

los biosensores siendo las mas importantes la bioafinidad y estabilidad.



' Ho. M. Y. K. and Rechnitz G. A, Highly stable Biosensor using an artificial
enzyme, Analytical Chemistry (1987), 59, 537-539.

2 Gopel W. and Schierbaum K. D., Definitions and typical examples in: sensors
— A comprehensive survey. Chemical and Biochemical Sensors, editorial VCH,

New York, 1991, Vol. 2, 567-575.



II. Antecedentes

II.1 Lisozima

La lisozima es una enzima que cataliza la hidrdlisis de los enlaces (-1,4
glucosidicos entre el acido N-acetiimuramico (NAM) y la N-acetilglucosamina
(NAG), que son los constituyentes de la pared celular de las bacterias. Se
conocen alrededor de 100 secuencias de lisozima que se encuentran distribuidas
en animales, plantas y virus.".  Algunos fluidos del cuerpo humano como las
lagrimas, saliva, orina y leche contienen, respectivamente, 2.6, 0.13, trazas y 0.3
mg/mL de lisozima.?

La lisozima es muy efectiva para combatir las infecciones bacterianas siendo
gentil con el sistema inmune del huésped, es por ello que actualmente se emplea

en medicinas y como aditivo de alta seguridad para alimentos.

II.1.1 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

La lisozima de huevo blanco de gallina (HEWL por sus iniciales en inglés Hen
Egg White Lysozyme) es una proteina pequefia de masa molecular de 14307 Da
(129 residuos de aminoacidos') y con un punto isoeléctrico de 11.5.° Su
estructura terciaria (Figura 1) esta conformada por un dominio a y uno 3 con

una gran hendidura sobre la superficie que ha sido identificada como el centro

'La estructura primaria de la lisozima estd constituida por los siguientes 129 residuos de
aminoacidos: :

1 kvygrcelaa amkrlgldny rgyslgnwve aakfesnfnt  hatnrntdgs tdygilgins rwwendgrtp
gsknlcnipc  sallssdita svncakkias ggngmnawva wrnrckgtdv hawirgerl



activo, el cual divide a la molécula en 2 dominios: el primero constituido por los
residuos 1 — 35 y 85 — 129 que forman 4 a-hélices y una pequefia hélice 31
cercana al carboxilo terminal; el otro dominio (residuos 39 — 84) esta formado por
una triple hebra de lamina B antiparalela, una hélice 31¢ y un lazo que lo une con
el otro dominio.* Ademas se forman 4 enlaces disulfuro entre los residuos 6 —
127,30-115,64-80y 76 — 94.

5 A\
o~ Y

N-terminal

Figura 1. Diagrama esquematico de la estructura cuaternaria de la lisozima de
huevo blanco de gallina. Los residuos Glu 35 y Asp 52 son los grupos cataliticos.

Las letras A — F indican los subsitios de union de la hendidura del sitio activo ©

Los cuatro enlaces disulfuro presentes en la estructura de la lisozima hacen
que la molécula sea compacta y resistente al calor y a altos valores de presion.
La pérdida de actividad enzimatica ocurre después de algunos tratamientos’ a 100
°C por 3 minutos a pH = 4.5, a 100 °C por 30 minutos a pH =5.3 0 a pH = 7.9 por
30 minutos a 70 °C. El tratamiento a 600 MPa y 40°C por 30 minutos y pH = 3.7
causa la desnaturalizacion. Ademas de los tratamientos antes mencionados, la

lisozima se desnaturaliza por accion del ditiotreitol 0 mutagénesis sitio dirigida.



II.1.2 ACTIVIDAD

Las interacciones proteina-carbohidrato juegan un papel muy importante en los
sistemas biolégicos y algunas de estas se observan de forma muy general en
algunas bases moleculares; como son: a) interacciones entre un anillo aromatico y
un residuo de carbohidrato, b) uniéon covalente de hidrégeno y c) participacion de
moléculas de agua.’

La lisozima cataliza la hidrdlisis de los enlaces 3-1,4 glucosidicos de la quitina,
un homopolimero de N-acetil D-glucosamina, o la pared celular de las bacterias
Gram positivas que consiste de polimeros alternados de acido N acetilmuramico y

N-acetil, D-glucosamina.
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Figura 2. Mecanismo catalitico de la lisozima de huevo blanco de gallina, la letra

D, indica uno de los 6 subsitios.

El mecanismo catalitico (Figura 2) se dedujo del modelo de formacién del
complejo enzima-sustrato, en el que el polisacarido se une a la hendidura del sitio
activo de la enzima, el cual esta constituido por 6 subsitios (A — F 6 -4 a +2), que
trae consigo la distorsion del anillo del azucar en el subsitio D, pasando de una

silla normal a una semisilla para lograr un mejor contacto con la enzima; ésta



distorsion sirve para estabilizar el estado de transicidon de la reaccion. Se sugiere
que el Glu 35 dona su protdn al oxigeno ligado a los anillos de azucar D y E (I
figura 2), y el enlace entre el oxigeno y el C1 del azucar D se rompe, formandose
un ién oxocarbonio (Il Figura 2) que es estabilizado por el Asp 52 mediante
interacciones electrostaticas; ademas se propone que este residuo actua como
escudo de la cara o? del i6n oxocarbonio para que la molécula de agua haga el
ataque nucleofilico por la parte desprotegida (cara ), reteniendo asi la

estereoquimica del C1 en el producto.®

II.2 Lisozima - Sustratos

Los sustratos naturales de la lisozima son los peptidoglucanos de la pared
celular de las bacterias y la quitina (Figura 3); ésta ultima es el biopolimero mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa, y es sintetizado por un numero
enorme de organismos vivos, como algas, hongos, bacterias, artrépodos,

crustaceos y algunos anélidos.

OH OH OH OH OH OH
O HO 0 HO 0O HO —
0 0 o
Celulosa ,.ESKJ‘A/D%\ H&/o% HS&A,DW
OH on oH o OH OH
Quitina ’ﬁg, ’éy;, 7 ’Xg’g’ 7o
#ﬁ - %*r - %"F

NHAc NHAC NHAc

Figura 3. Estructura quimica de la celulosa y de la quitina, poli( B- (1—4)- N-

acetil —-D-glucosamina, las cuales muestran similitudes estructurales.

% En los conformeros se pueden apreciar 4 disposiciones espaciales de los enlaces entre los carbonos
y los sustituyentes: verticales (axiales), orientados hacia fuera del anillo a lo largo del ecuador
(ecuatoriales), aquellos axiales y ecuatoriales orientados hacia abajo son o y finalmente los axiales y
ecuatoriales orientados hacia arriba son .



La forma mas abundante y facilmente accesible es la a-quitina, que se extrae
de los hongos y levaduras, mientras que la B-quitina se encuentra asociada con
proteinas, lo que complica mas su aislamiento. Las cadenas de polimero en la a-
quitina estan alineadas de forma antiparalela (Figura 4), presentando un maximo
de enlaces de hidrégeno intermoleculares; por el contrario en el alomorfo B, las
cadenas son paralelas, haciendo que las interacciones intermoleculares sean

débiles.’

{a) a b) b

Figura 4. Proyecciones sobre los ejes ca y cb, de las estructuras de la (A) a-
quitina y de (B) la B-quitina, mostrandose que cuando las cadenas se alinean en
forma antiparalela (A) el niumero de enlaces de hidrégeno es mayor en

comparacion de cuando se encuentran paralelas (B).

Cuando la quitina se degrada parcialmente se obtienen series de
oligosacaridos. Estos, como los derivados del quitosan, son reconocidos por su
bioactividad, que incluye actividad antitumoral, bactericida, fungicida, regulacion
en el crecimiento de plantas; ademas se utilizan para probar la actividad catalitica
de la lisozima.®

Diversos estudios han demostrado que el grupo N-acetil de la glucosamina

proveniente de la pared celular de las bacterias se une al subsitio C de la lisozima



cuando se forma el complejo enzima-sustrato, siendo esta unidén requerida para
completar la hidrdlisis.

Ademas, estudios sobre la digestion de la tri-N-acetilquitotriosa y p-nitrofenil-di-
N-acetilquitobiosa con lisozima indican que la hidrdlisis de estos sustratos es
mediante la formacién el complejo enzima-sustrato, la cual no involucra residuos
en el subsitio C. Estos resultados sugieren la importancia de los grupos N-acetil
en cada subsitio de la lisozima, pues dependiendo la naturaleza del sustrato el
subsitio responsable de la formacién del complejo enzima-sustrato es diferente.
La importancia de los grupos N-acetil de los residuos del azucar para unirse al
subsitio C en la hidrdlisis de la lisozima de los oligosacaridos de la quitina es
concordante con la conclusion de la digestiéon de los peptidoglucanos.  Sin
embargo, se puede decir que en la ruptura de un oligosacarido por la lisozima no
es un requerimiento que el residuo de la azucar contenga el grupo acetamido en el
subsitio C.  Resultados muestran que el grupo N-acetil en el subsitio D es

necesario para la hidrdlisis de la quitina °

I1.3 Cristalizacion

La cristalizacién es un proceso fisicoquimico en el que se realiza un cambio de
fase, pasando el sistema de un estado de desequilibrio (disolucién) al estado de
equilibrio; en este proceso el sistema incrementa el orden ya que pasa de un
sistema relativamente desordenado a un sistema mucho mas ordenado: el cristal.

De acuerdo con las leyes de la termodinamica para que el proceso sea
espontaneo debe ocurrir un descenso en la energia interna para que compense el
incremento del orden, ya que todo sistema tiende a un minimo de energia y un
maximo de desorden. Se sabe que en muchos sistemas el cambio de fase no
empieza en el momento que es termodinamicamente posible (cuando el sistema
esté sobresaturado) sino en condiciones que frecuentemente sobrepasan el

equilibrio.’®  Las disoluciones acuosas de casi todas las sales solubles son



estables a concentraciones que superan significativamente la concentracion de

equilibrio. Esta estabilidad aparente se debe a que el comienzo del cambio de

fase viene condicionado por el agrupamiento en centros discretos de las particulas
estructurales (atomos, iones o moléculas), es decir por la nucleacién (punto B de
la Figura 5). La nucleacién es la formacién de cumulos constituyentes del sélido
separados en el interior del liquido, sin embargo no todos los cumulos formados
crecen y aumentan su volumen, por ello la rapidez del cambio de fase depende del
numero de cumulos capaces de crecer por unidad de volumen del sistema en el
que ocurre la nucleacion y por unidad de tiempo; ésta magnitud es la velocidad de
nucleacion.

La nucleacion en un sistema sobresaturado ocurre en las siguientes etapas:

Inicialmente, la velocidad de formacién de los cumulos es variable.

2. Después de un tiempo se alcanza un estado cuasi-estable en la distribucién del
tamano de los cumulos. Esto significa que el niumero de cumulos en cada una
de las categorias del tamafio no cambia, y que aquellos por encima del tamafio
critico> se forman a una velocidad constante y no muy alta. La
sobresaturacion del sistema no cambia practicamente durante todo el tiempo
que dura este etapa.

3. Cuando en el sistema se ha formado un numero suficiente de cumulos por
encima del tamafio critico, se produce un descenso gradual significativo de la

sobresaturacion.

Después de que se han formado los nucleos (cumulos de tamafio mayor al
critico) y puesto que el sistema esta en condiciones de sobresaturacion, se
adicionan a ellos otras moléculas aumentando su volumen, llevandose a cabo el
crecimiento de los cristales en donde ocurren dos procesos cinéticos:

1. Transporte de materia, que consiste en la difusidon y/o conveccion de las
moléculas de la disolucion hacia el nucleo.

2. Reaccion superficial, que es la incorporacion de las moléculas al cristal.

3 T , L . . .
El tamafio critico de un cumulo es una funcion inversa de la sobresaturacion existente en el sistema y es del
orden de nanémetros.



Como consecuencia de este crecimiento, con el tiempo aparecen cristales en el

sistema (punto C de la Figura 5).

A
( Zona de precipitacion
S o y '.."'-,. Region de
? Regionde ™. sobresaturacion
~ metaestabilidad “\__—_/
b B
i P Zona de nucleacion
i
d
a
d
7/
(gL @ C
m
) A Region de
subsaturacion
>
[ Agente precipitante ]

Figura 5. Grafico de Ostwalt-Miers. Muestra el proceso de cristalizacion de una
macromolécula bioldgica, iniciando con el punto A en una concentracion de
subsaturacion, para llegar al punto B en donde hay una sobresaturacion, siendo
aqui donde se produce la nucleacion. Finalmente se tiende al equilibrio en donde

se obtienen los cristales, punto C.""

El tiempo que transcurre desde el establecimiento de la sobresaturacion y el
origen observable de la nueva fase se conoce como periodo de induccion vy
depende sobre todo de la temperatura del sistema y de la magnitud de la
sobresaturacion, es decir para una sobresaturacién mayor a un determinado valor
critico, las particulas de la nueva fase aparecen rapidamente, mientras que para
una sobresaturacién menor, el tiempo necesario para el origen de las particulas de
la nueva fase es largo. Este periodo de induccién de la cristalizacién puede

dividirse en tres periodos: a) tiempo necesario para el establecimiento de una



distribucion estacionaria del tamafo de los cumulos en la disolucion
sobresaturada, b) tiempo necesario para el origen del nucleo y c) tiempo necesario
para que el nucleo crezca hasta un tamano detectable.

En la regiéon de metaestabilidad, la disolucion se comporta como estable puesto
que la sobresaturacion es baja y por ende soélo después de un largo tiempo se
forma una cantidad apreciable de nuevos cristales. En la zona de nucleacion, la
formacion de cristales es rapida y en grandes cantidades.

Si el proceso de cristalizacién se llevd a cabo adecuadamente se obtienen
cristales de buena calidad, aptos para caracterizar su estructura tridimensional por
difraccion de rayos X. Un cristal de buena calidad, ademas de ser de buen
tamano, debe tener sus moléculas igualmente orientadas respecto al rayo
incidente. Esto quiere decir que la estructura interna del cristal debe tener el
menor numero de defectos o impurezas, para que las moléculas sean capaces de
difractar los rayos X y proporcionar patrones de difraccién con alta resolucién que
puedan caracterizarse y asi obtener la estructura tridimensional de la

macromolécula.

11.3.1 CINETICA GENERAL DE LA CRISTALIZACION

La sobresaturacion inicial determina en gran medida el desarrollo de la
cristalizacion y el caracter de la fase solida originada. Dependiendo del grado de

sobresaturacion inicial el sistema puede encontrarse en 4 posibles estados:
a) Metaestable
b) Nucleacién heterogénea
c) Nucleacién homogénea

d) Agregacion rapida.



Si el sistema se encuentra en la zona metaestable, la cristalizacion no se
produce espontaneamente, sin embargo si en el sistema hay cristales, estos
crecen hasta que se agote la sobresaturacion.

Por otro lado cuando el sistema se encuentra en el area de nucleacion
heterogénea se produce una cristalizacion espontanea y los cumulos formados
continuan creciendo hasta que se agota completamente la sobresaturaciéon. En el
area de nucleacibn homogénea el numero de cristales originados crece
bruscamente con una aumento moderado de la sobresaturacién, esto significa que
el crecimiento de nuevos cristales es mas rapido que el crecimiento de los que
inicialmente se formaron, por ello la dimensién media de los cristales disminuira

rapidamente al aumentar la sobresaturacion.

Si nos situamos en un valor superior de sobresaturacion en el area de
nucleacion homogénea se produce una rapida agregacion de las particulas
originadas (se trata de agregados y no de cristales verdaderos), por esta razén la
dimensibn media de las particulas resultantes crece al aumentar Ila
sobresaturacion inicial, a pesar de que la dimensién de los cristales que componen

el agregado continua bajando.

La sobresaturacion inicial influye también en la calidad de la celda cristalina, es
decir a sobresaturacion baja (en la zona metaestable y parte de nucleacion
heterogénea) se originan cristales con la celda bien desarrollada; cuando la
sobresaturaciéon es mayor (zona de nucleacién heterogénea) se originan cristales
con su celda dilatada o dendritas, mientras que en el area de nucleacion
homogénea se originan pequefos cristales simétricos en los que las caras
cristalinas no estan desarrolladas. Finalmente a sobresaturaciones muy altas se

forman mayoritariamente agregados esféricos aparentemente amorfos.



I1.3.2 FACTORES QUE AFECTAN LA CRISTALIZACION

Entre los muchos factores que afectan el proceso de cristalizacién, el mas
importante es quizas la presencia de aditivos, que en concentraciones
insignificantes cambian la velocidad de la nucleacion y de crecimiento, el tamarfio y
la morfologia de los cristales formados, asi como las propiedades fisicas del
producto. Los aditivos pueden actuar mediante mecanismos diferentes, algunos
se adsorben selectivamente en determinadas superficies cristalinas y bloquean los
lugares activos de crecimiento, otros cambian la solubilidad de la sustancia, las
propiedades de la disolucién o las capas de adsorcion en la superficie del cristal
en crecimiento y en otros casos pueden haber interacciones quimicas entre la

proteina que cristaliza y el aditivo.
Los aditivos se pueden clasificar a grandes rasgos en los siguientes grupos:

e Acidos o bases libres. Modifican el pH de la disolucién y con ello la
solubilidad de la proteina, debido a que se modifican las interacciones de
este con la proteina. Las proteinas tienen un minimo de solubilidad

cuando el pH del medio se aproxima a su punto isoeléctrico.

e Sales. Modifican la solubilidad de dos formas: la primera consiste en
aumentar la fuerza i6nica para obtener un decremento exponencial en la
solubilidad (salting-out) y en la segunda se disminuye la fuerza iénica para

aumentar la solubilidad (salting-in).

e Aditivos organicos: entre ellos disolventes y colorantes organicos, que
pueden precipitar a la proteina, ya que desplazan moléculas de agua.
Ademas disminuyen la constante dieléctrica del medio; éstos aditivos son

efectivos en cantidades de 10 hasta 10 moles por mol de proteina.



11.3.3 METODOS DE CRISTALIZACION

Para poder obtener los cristales se utilizan diferentes métodos de cristalizacion;
entre ellos se tiene el crecimiento de cristales a partir de disoluciones, fundidos, de
fase vapor o en estado sélido. De éstos, los métodos de cristalizacion en solucién
han sido los mas utilizados en la cristalizacion de proteinas, debido principalmente
a que estas macromoléculas son muy sensibles y no todas son termoestables.

Los métodos de cristalizacion en disolucion pueden ser microdialisis o
macrodialisis; en ambos métodos se utiliza una membrana capaz de generar la
sobresaturacion necesaria para la cristalizacion, es decir, una membrana que
impida que la proteina salga y a la vez deje entrar al agente precipitante.

Los métodos de difusion en fase vapor son los conocidos como métodos clasicos,
en dichos métodos la sobresaturacion se alcanza por secado o concentracion de
una gota mediante un agente precipitante. Dependiendo de como es colocada la
gota para que cristalice la proteina, se clasifican en: método de la gota colgante,
método de la gota sedente y método de la gota en sandwich. Los tres métodos
clasicos de cristalizacion siguen el mismo principio, pues mediante la extraccidon
del agua, la gota ira incrementando la concentracion de la proteina y los cristales

de la misma apareceran dentro de la gota de cristalizacién.

Finalmente el método mas sencillo para cristalizar una proteina consiste en
mezclar todos los componentes de la cristalizacion (la proteina, el agente
precipitante y el disolvente) en condiciones de metaestabilidad, para
posteriormente dejarlos reposar y obtener los cristales. Este método de
cristalizacion se conoce como el método “batch”.  Sin embargo, para obtener
cristales de proteina con alta calidad es necesario desarrollar nuevos métodos de
crecimiento, que permitan eficientar el tiempo y el tamano del cristal, sin disminuir
la calidad del mismo. Actualmente se han realizado estudios de algunos
parametros fisicoquimicos que controlan la cristalizacion de proteinas. Entre ellos
se encuentran estudios del campo magnético,? el electroenfoque* y la aplicacion

de un campo eléctrico externo.”



Al aplicar una corriente eléctrica directamente a una disolucién se genera un
campo eléctrico interno,* cuyo efecto en la cristalizacién de proteinas ha sido
estudiado recientemente. Los primeros estudios de este campo fueron realizados
en una celda donde los electrodos se encontraban paralelos, encontrandose que
la distancia optima entre los electrodos para la cristalizacion es de 5 mm. En este
estudio se observa la disminucién del tiempo de cristalizacion y la direccionalidad
de ésta hacia el catodo (electrodo negativo.® Cuando se combina el efecto de un
campo eléctrico interno y uno magnético se logra aumentar la orientacion y la
homogeneidad en el tamafio del cristal.” Finalmente se aplicé un campo eléctrico
interno al método de cristalizacion por acupuntura en gel, donde ademas de
controlar la nucleacidon de los cristales hacia el anodo, se logré disminuir
considerablemente el tiempo de cristalizacion (cristales de lisozima obtenidos en

24 h en vez de 48 h, y de taumatina en 5 dias en vez de 12 dias).®

I1.3.4 CRISTALIZACION DE PROTEINAS

La cristalizaciéon de proteinas es de gran importancia practica en biologia,
bioquimica y biotecnologia como un método de purificaciéon, convirtiéndose
ademas en una herramienta importante de elucidacion de su estructura atdomica
mediante el analisis de difraccién de rayos X.

En la ultima década, se ha estudiado la cristalizacion de la lisozima bajo la
influencia de algunos parametros externos, encontrandose que al trabajar a bajas
presiones hidrostaticas con altos valores de pH se favorece el tamano y el numero
de los cristales tetragonales de la lisozima.'? Otro estudio reveld que la
presencia de un campo magneético de 1.25T en la cristalizacién produce que el eje

[001]° de los cristales se alinee de forma paralela con la direccion del campo.™

4 Se han reportado otro tipo de experimentos, en los cuales, el campo eléctrico se aplica fuera de la
celda de cristalizacion. En este tipo de experimentos al campo generado se le conoce como campo
eléctrico externo.

°El eje [001] del cristal tetragonal de lisozima es el de mayor simetria, lo que significa que cada a- hélice de
la celda unitaria es repetida 4 veces, mientras que en la proyeccion en los ejes [010] y [100] sélo se repite 2



Por otro lado cuando se varia simultaneamente la intensidad de los campos
magnético y gravitacional hay cambios drasticos en la morfologia de los cristales,
habiendo una transicién de tetragonales a ortorrémbicos.’* Y para finalizar con
esta lista de ejemplos al combinar un campo eléctrico interno y un magnético
simultaneamente en la cristalizacion de lisozima, el tiempo de nucleacion
disminuye vy los cristales obtenidos presentan una homogeneidad en su tamario y
orientacion paralela al campo magnético.

Las interacciones agua-proteina son de crucial importancia en la cristalizacion;
por ello muchos estudios se han enfocado a monitorear los cambios que ocurren
en las proteina debidos a la hidratacién/deshidratacién. Para la lisozima se ha
encontrado que la agregaciéon de altos niveles de moléculas de agua en el cristal
no modifica su estructura terciaria, pero las interacciones proteina-proteina a bajos
contenidos de agua puede afectar fuertemente su estructura terciaria vy
secundaria. La hidratacion de la lisozima ocurre en cuatro pasos: penetracion
lenta de moléculas de agua al interior de la interfase proteina-proteina; transiciéon
gradual que ocurre en cada molécula de proteina y que es independiente de las
otras moléculas; formacién de monocapas de agua y acumulacién de agua libre.
Experimentos de absorcion calorimétrica muestran que existen 420 moléculas de
agua por cada molécula de lisozima.®

Para determinar las condiciones de cristalizacion de una proteina es necesario
considerar entre otros factores la carga superficial neta y el tamafio de las
proteinas’’

La carga superficial neta transportada por los grupos polares depende del pH
de la disolucion. Para la lisozima a pH = 4.5 hay de 10 a 12 cargas positivas,®
como consecuencia las repulsiones son dominantes entre estas macromoléculas.
Por el contrario a pH = 9 las fuerzas dominantes son atractivas, lo que impide que
haya orden en el arreglo del cristal produciendo amorfos que precipitan. Para
reducir la atraccion neta y retener una pequefia contribuciéon repulsiva se tiende a

trabajar con pH # pl de la proteina y utilizar agentes precipitantes (NaCl,

veces. Este eje es el que tiene mayor contribucion por las a-hélices de la celda unitaria, haciendo que su
anisotropia diamagnética sea mayor, por ello se exhibe una orientacion paralela con el campo magnético.



(NH4)2,SOq4, etc.), puesto que habra interacciones entre los contraiones y las
cargas superficiales de la proteina. Luego entonces para buscar ventajas en las
condiciones de cristalizacion es necesario modificar las fuerzas
repulsiva/atractivas de los residuos polares.

Otro factor importante en la cristalizacion de las proteinas es su gran tamano
en comparacion a las sales inorganicas. A valores de concentracion altos, tipicos
de las condiciones de cristalizacion, el promedio de separacion de las moléculas

de proteina en la disolucion es comparable a su espacio en el cristal
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Figura 6. Separacion de las moléculas de lisozima en disolucién como funcién de

su concentracion.'®

En la figura 6 se muestra que, para la lisozima, el diametro del mondémero
hidratado es de 55 A.?° Colocandonos a la concentracion comdnmente utilizada
en cristalizacién 50 mg/mL el promedio de separacion entre las superficies de las
proteinas es alrededor de 25 A; por ello para inducir la cristalizacion se utiliza un
electrolito (agente precipitante) para reducir la fuerzas repulsivas lo que conlleva a

la reduccién de distancias.



1.4 Electroquimica

La electroquimica es la rama de la quimica que se encarga de estudiar los
fendbmenos eléctricos y quimicos asi como la relacién que existe entre ellos.
Dentro de la electroquimica esta la electroquimica analitica, que estudia los
procesos de reaccidon que ocurren en la interfase conductor-disolucion, generados
espontaneamente o por medio de una perturbacion externa para obtener
informacion del sistema.

Los procesos de reaccion son los eventos que ocurren antes, durante y
después de imponer la perturbacion de tipo eléctrico, siendo la reaccion
electroquimica el principal de éstos. De acuerdo al tipo de perturbacién que se

imponga sera el tipo respuesta que se manifestara.

I1.4.1 LASTECNICAS ELECTROQUIMICAS

Las técnicas electroquimicas pueden dividirse de acuerdo a la manera en que
se realizan las mediciones y éstas son:

e Potenciométricas. La técnica es estatica (I = 0) y obtiene como dato una
diferencia de potencial entre dos electrodos.

e Galvanostaticos. Se aplica corriente a la celda obteniendo cambios en la
diferencia de potencial.

e Potenciostaticas. Se provoca una perturbacién y ésta provoca reacciones
redox habiendo transferencia de electrones, generando como respuesta un
aumento en la intensidad de corriente que depende de la velocidad de
transferencia de electrones en la interfase metal-disolucion.

En las ultimas dos, las condiciones no estan en equilibrio, mas bien son

dinamicas Yy por lo tanto dependen del tiempo.



II. 4.2 POTENCIOMETRIA

Es un tipo de medicidn con la que se obtiene informacién acerca de la
composicién de una disolucion mediante la medicion del voltaje del potencial que
se genera entre los electrodos. Los dispositivos que se utilizan para ello tienen la
caracteristica de asegurar que no se extraiga de la celda ninguna cantidad
significativa de corriente. El voltaje se puede medir con un potenciémetro o con
un multimetro (seguidor de voltaje), en ambos casos se extrae de la celda una
corriente del orden de 10° A, que equivale a 10" moles de materia oxidada o
reducida durante el tiempo en el que se hace la lectura.?!

En las mediciones potenciométricas se utilizan dos electrodos: el electrodo de
referencia que tiene potencial constante, de forma tal que cualquier cambio de
potencial de la celda se debera a la contribucion del electrodo de trabajo. La
medicion del potencial de la celda se determina bajo condiciones reversibles en
forma termodinamica y esto implica que se debe dejar pasar el tiempo suficiente
para que la celda se equilibre y que sélo pueda extraer una corriente insignificante
en el transcurso de la determinacion.

El potencial de una celda se expresa de la siguiente forma:

E = (Etrabq/o - Ere_férencia) + Eunio'n "t (1 )

El potencial del electrodo de trabajo es sensible a las condiciones quimicas de
la disolucion, el potencial del electrodo de referencia, como se menciond
anteriormente, es fijo e independiente de la disolucion de la celda, finalmente el
potencial de union, es aquel de la interfase entre el electrolito dentro del
compartimiento del electrodo de referencia y el analito. Asi a 24 °C el potencial
del electrodo de calomel saturado (ECS) es de 0,244 V y para el electrodo de
Ag/AgCl es 0,199 V. Los potenciales de unién son particularmente pequefos
porque dependen de la composicion de las soluciones que intervienen, de manera

que en presencia de un electrolito soporte (KClI 6 NaNO3) no habra cambios



notables en el potencial conforme cambie la concentracion de las especies

electroquimicas activas que se encuentran mucho mas diluidas.

I1.4.3 CELDAS ELECTROQUIMICAS

Una celda electroquimica es el dispositivo que consta de dos conductores
eléctricos llamados electrodos, sumergidos en una disolucion adecuada de
electrolito con el fin de que circule una corriente eléctrica y asi llevarse a cabo la
reaccion electroquimica. Si la reaccion electroquimica ocurre de manera
espontanea en los electrodos cuando estos se conectan externamente por un
conductor se trata de una celda galvanica, por el contrario en la celda electrolitica
se emplea la energia eléctrica externa para llevar a cabo reacciones quimicas, es
decir, .se impone un voltaje mas grande que el potencial reversible de la celda

para que se lleve a cabo la reaccién electroquimica.

La celda electrolitica mas sencilla que permite controlar el potencial consta de
dos electrodos introducidos en una disolucion electrolitica (Figura 7a). EIl proceso
electroquimico en estudio tiene lugar en el electrodo de trabajo, que puede ser el
anodo o el catodo dependiendo del valor de potencial aplicado; éste electrodo esta
acoplado a un electrodo auxiliar que actua a su vez como electrodo de referencia.
Este Ultimo se caracteriza por mantener un potencial constante, no sufrir cambios
quimicos entre cada experimento, ser estable con respecto al tiempo y
temperatura, ademas de que su potencial no experimenta fuertes cambios cuando
eventualmente una pequefia corriente eléctrica pasa por él. Sin embargo, a altas
densidades de corriente aparece una sobretensién que no permite el empleo del
electrodo auxiliar como electrodo de referencia, ya que la electrdlisis que ocurre en
€l cambia su composicion. Por esta razén y con objeto de que las medidas no
sean alteradas por otros fendmenos se hace necesario el uso de un electrodo
auxiliar (contraelectrodo), el cual tiene polaridad opuesta al electrodo de trabajo y

ademas cierra el circuito eléctrico de la celda.
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Figura 7. Celda electroquimica potenciostatica, a) con un arreglo de dos

electrodos y b) con un arreglo de tres electrodos.

En las celdas de tres electrodos (Figura 7b), éstos se conectan de tal manera
que el electrodo de referencia se encuentra en un circuito de alta impedancia por
lo que no deja pasar una cantidad apreciable de corriente, asegurando asi la

integridad y estabilidad del potencial medido.

I1.4.4 LA REACCION ELECTROQUIMICA

La reaccion electroquimica es el intercambio de electrones de un par redox a
otro, por medio de conductores eléctricos. Estas reacciones ocurren en la
interfase metal-disolucion, habiendo un flujo electronico unidireccional del anodo al
catodo a medida que transcurre el tiempo, por ello las concentraciones de las

especies participantes varian. De aqui que son reacciones fuera del equilibrio.
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Figura 8. Etapas que describen el desarrollo de una reaccién electroquimica.

Inicialmente la disolucidn estad en equilibrio quimico y la concentracion del
analito es la misma en toda la fase, al momento de introducir los electrodos y
perturbar el sistema | = 0 no hay flujo espontaneo de electrones en las interfases.
Al imponer un E; > Eequiibrio, S€ Crea un AE entre los electrodo de trabajo y auxiliar
generando la migracién de los iones en las interfases; si el E aumenta después de
un tiempo determinado el E; >> Eequiivio Y pOr ello hay suficiente energia en las
interfases, lo que facilita la transferencia electrénica entre los iones y los
electrodos (electrdlisis), manifestandose en una aumento en la corriente. Este
aumento de corriente depende de la velocidad de difusidon de las especies
electroactivas (régimen de difusion pura), o si es el caso, de la conveccion
generada por la agitacion o goteo de mercurio. Finalmente se llevan a cabo las
reacciones quimicas de alguna de las especies que participan en la reaccion

electroquimica con alguna otra especie que forme parte del medio de reaccion.



11.4.5 DOBLE CAPA ELECTRICA

Es en la doble capa eléctrica donde ocurre la transferencia de carga de los
procesos electroquimicos, de ahi la importancia de su estudio. Cuando se aplica
una diferencia de potencial entre los electrodos, éstos se polarizan acumulandose
carga en su superficie, adicionalmente con la influencia del campo eléctrico, los
iones de carga opuesta a la del electrodo polarizado son atraidos hacia éste
formando una primera capa, conocida con el nombre de plano interno del
Helmholtz (IHP), mientras que los iones de carga opuesta son repelidos formando

el segundo plano de Helmholtz (OHP).
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Figura 9. Representacién esquematica de la doble capa eléctrica formada en la

superficie de un electrodo como resultado de un potencial aplicado.

El conjunto de los dos planos se llama doble capa eléctrica, y supone la rigidez
de los iones en la doble capa. El modelo de Bockris, Devanathan y Muller,
involucra los dipolos del disolvente y los iones adsorbidos.

El fendmeno de la doble capa eléctrica puede explicar los resultados de

algunos trabajos recientes de cristalizacion de proteinas bajo influencia de un



campo eléctrico externo, que muestran que cristales de lisozima, proteina con
carga neta positiva al pH de trabajo se orientan hacia el catodo.?? Esto se explica
porque los procesos de adsorcion se llevan a cabo en el plano externo de

Helmholtz.

I1.4.6 TRANSPORTE DE MASA

Todos los fendmenos electroquimicos involucran un fendmeno de transporte de
masa dependiendo las condiciones en las que se realicen. Los modelos que los
describen son los siguientes: la difusién es el movimiento espontaneo del analito
debido a un gradiente de concentracién, es decir la materia fluye de la region mas
concentrada a la de menor concentracién, éste fenomeno es el que se manifiesta
en la capa de la disolucion mas proxima al electrodo (capa de difusion). La
conveccion implica el movimiento mecanico de la disolucidn como consecuencia
de la agitacién, vibracién o medios térmicos. Por ultimo en la migracién el
movimiento de los iones en la disolucion es producido por un campo eléctrico
establecido entre dos electrodos (anodo y catodo) al imponer una diferencia de
potencial. En el caso particular de este estudio, este Ultimo resulta
particularmente importante ya que al imponer una corriente donde no hay
reacciones faradaicas, la unica explicacion de los fendmenos observados en la

cristalizacion son la migracién de las proteinas.



II.5 Biosensores

En general, un sensor es un dispositivo que detecta o mide una propiedad
fisica y reconoce, indica o responde a la misma; se pueden clasificar en tres tipos
(a) los sensores fisicos que miden propiedades fisicas como la distancia, masa,
temperatura, presion, etc., (b) los sensores quimicos los cuales estan constituidos
por sustancias organicas o inorganicas y (c) los biosensores que utilizan como
elemento sensor sustancias bioldgicas o bioquimicas tales como las enzimas,
anticuerpos, células, hormonas, tejidos, microorganismos o acidos nucleicos.

Como se muestra en la figura 10, todos estos dispositivos estan conectados a
un transductor, elemento interno sensible a la interaccion analito- elemento

sensor, que convierte los cambios observados a una senal medible.

Transductor Procesador de sefial

[ ]
O OO0

‘ ’ Elemento sensor

Figura. 10 Esquema de un biosensor mostrando las partes que lo integran

Un ejemplo claro de un biosensor natural es el sentido del olfato. La nariz es
un receptor especifico de moléculas extremadamente sensible; es decir puede
distinguir entre una gran cantidad de compuestos quimicos y ademas dar una idea

general de cantidad hasta limites de deteccion muy bajos. %



La funcion del biosensor depende del elemento sensor que se utilice; algunos
de los atributos que reflejan un buen sistema de “biosensaje” son su estabilidad,
especificidad, sensibilidad, reproducibilidad, capacidad para funcionar en
soluciones Opticamente opacas, tiempo de andlisis real y simplicidad de
operacion.?*

En la actualidad se ha desarrollado una amplia gama de biosensores tales
como los biosensores microbianos, los cuales utilizan como elemento sensor
células microbianas inmovilizadas. Estos presentan grandes ventajas puesto que
los microorganismos tienen una gran capacidad para adaptarse a condiciones
adversas y desarrollar la habilidad para degradar nuevas moléculas con el
tiempo.?®

Los biosensores enzimaticos utilizan enzimas purificadas como elemento
sensor debido a su alta actividad especifica. Ademas el limite de deteccién y la
sensibilidad se pueden mejorar, modificando la constante de Michaelis (Ky) de la
enzima.?® Algunos de los retos que se presentan al trabajar con las enzimas es
que éstas son caras ademas de ser inestables bajo un amplio intervalo de

condiciones experimentales.

I1.5.1 ELECTROQUIMICA DE LOS BIOSENSORES

Los biosensores potenciométricos miden un cambio en el potencial de la
interfase analito-elemento sensor con respecto al electrodo de referencia y el
sistema de medida que requieren es un potenciometro a corriente nula. En
contraste, aquellos en los que se impone un potencial externo se conocen como
biosensores amperométricos y necesitan un transductor extra para cerrar el
circuito de corriente. El sistema de medida que utilizan es un amperimetro como
sistema de medicién y una fuente de poder para poder llevar a cabo la electrdlisis.

El potencial de respuesta del biosensor potenciométrico se relaciona

directamente con la actividad del analito e indirectamente con su concentracion



molar, de ahi que la relacion entre el potencial medido y la concentracién del

analito en ausencia de interferenciasﬁ, esta derivada de la ecuacion de Nernst

E =K +Slog[a,,] ...(2)

donde E es la diferencia de potencial entre los electrodos de trabajo y referencia,
S es la pendiente que se determina experimentalmente, K es el potencial inicial de
la medicion y Qjs, es la actividad de la especie principal que depende de la

concentracion del analito y del coeficiente de actividad y de la misma.
a, = ylion] ..(3)
Considerando ahora que en la disolucion ademas del analito de carga zqn,

existen otros iones que también contribuyen al potencial, entonces la ecuacién 2

se modifica de la siguiente forma:

E:K+0-°59210g[am+k;‘:’;ﬂ(a3)z% N A +} ()
Z B c

ion

Las kyot son los coeficientes de selectividad potenciométrica, que dependen de la
concentracion de la especie que interfiere.  Pueden tomar valores pequefios
cuando la concentracion del analito sea dominante en comparacion con las
interferencias, y por el contrario cuando la el analito no sea el dominante, entonces
los coeficientes de selectividad seran grandes. Un valor grande de k. indica que
las especies correspondientes podran interferir con la medicion del ién primario y

seria preferible su ausencia para tener una medicion mas exacta de potencial.

Las interferencias son el resto de los iones diferentes a la especie principal o analito que estan presentes en
la disolucion y que contribuyen al potencial.



I1.5.2 RESPUESTA ANALITICA DE LOS BIOSENSORES

En el disefio de un biosensor es de fundamental importancia el empleo de las
curvas de calibracién, pues es de aqui donde obtenemos el valor de la pendiente
S y la constante K, ademas se puede conocer el intervalo de concentraciones para
el cual se obtiene una respuesta lineal.

En la figura 11 se observan dos segmentos lineales, uno en el que el electrodo
responde al analito, caracterizado por una pendiente de 0,0592/z;s, y un segmento

horizontal en que el electrodo responde a la actividad de un ién interferente B (ag).

S=10,0592/z;,

» Log [i6n]

t t
1078 107% 107* 107% 107F

Figura 11. Grafico que muestra el comportamiento del potencial de un electrodo
selectivo en funcién de la concentracion del analito, siendo el punto P el limite de

deteccion.

De este grafico, y utilizando la siguiente ecuacion, es posible también
determinar los coeficientes de selectividad potenciométricos (Kyet), puesto que al
punto P se conoce la concentracién tanto del analito como del i6n interferente B,

asi como sus cargas eléctricas.



ion Z
aién = kPot’B (aB) Ny Z b (5)

B

Puesto que la ecuacion 5 requiere de los valores de actividad, se debe recurrir
a la ecuacion 3, para calcular el valor de las actividades. Es importante sefalar
que el limite de deteccion es el punto P, puesto que la ecuacion de Nernst ya no
tiene sentido para concentraciones menores, por lo tanto el intervalo de linealidad
esta entre 10° y 10" M dependiendo del analito.
Un criterio de estabilidad para los biosensores es que el potencial de la celda no
varie mas de 0.1 mV en 60 s.

[1.6 Diseno de los biosensores

En afos recientes el uso de los biosensores se ha incrementado para
monitorear procesos bioldgicos y sintéticos, dando gran apertura al desarrollo de
nuevas tecnologias de materiales y construccion para estos dispositivos. En el
disefio de los biosensores se involucra la seleccién de los materiales (tamafo y
forma). Ademas, los métodos de construccion dependen ampliamente del
principio de operacién del transductor, de los parametros que seran detectados y
de las condiciones experimentales.

Los materiales utilizados en el diseiio de los biosensores se pueden agrupar de
acuerdo a la funciéon que realizaran como sigue: 1) materiales para el electrodo y
soporte de la enzima, 2) materiales para la inmovilizacién de la enzima, 3)
materiales para la fabricacion de membranas y 4) elemento biolégico (enzima).

El platino, oro, plata y carbén son los materiales mas empleados como
electrodos y soporte del sustrato debido a sus propiedades eléctricas y
mecanicas. Estos materiales son quimicamente inertes y proveen de un amplio
intervalo de potenciales para el anodo con bajas resistividades eléctricas.

Los materiales usados tradicionalmente para la inmovilizaciéon de los

elementos bioldégicos son agentes multifuncionales, los cuales forman enlaces



entre la enzima y el transductor. Alternativamente los polimeros no conductores
como la poliacrilamida y el polifenol se pueden utilizar para atrapar moléculas.
Por otra parte los polimeros conductores organicos participan en la formacion de
un medio apropiado para la inmovilizacién, ademas la interaccién con el electrodo
metalico es muy fuerte, haciendo que conductividad eléctrica entre el centro activo
de la enzima y la superficie del electrodo sea mas eficiente.

Los biosensores se cubren con membranas delgadas que tienen diversas
funciones que incluyen el control de la difusion, la reduccion de interferencias y la
proteccion mecanica de la enzima. Algunos ejemplos de éstas membranas son el
cloruro de polivinilo, nafién, polietileno, polimetacrilato y el poliuretano. Cuando
los biosensores se utilizan en medios biolégicos existen numerosos factores que
afectan su desempeno, siendo el mas importante la interaccion de la superficie del
sensor con el sustrato, pues la velocidad de transferencia electronica del sitio
activo a la superficie de la enzima, asi como la de formacion del complejo enzima-
sustrato, dependen del arreglo espacial de la misma.?® Los materiales como los
hidrogeles favorecen la biocompatibilidad, pues las moléculas de agua se asocian
con el polimero, dificultando que el sitio activo de la proteina se bloquee al
adsorberse la proteina. Los factores involucrados en la mejora de la
biocompatibilidad son la repulsion estérica, las atracciones de van der Waals y las

interacciones hidrofdbicas.?®

I1.6.1 INMOVILIZACION DE ELEMENTOS BIOLOGICOS

La inmovilizacién, ademas de lograr la conexion entre el biomaterial y el
soporte, brinda estabilidad al biosensor durante su utilizacién. Por ejemplo, los
tiempos de vida tipicos para el mismo biosensor pero con distinto método de

inmovilizacion son:



Adsorcion 1 dia

Microencapsulacion 1 semana
Atrapamiento fisico 3-4 semanas
Union covalente 4-14 meses

El requerimiento basico de un biosensor es que el material biolégico debe
conducir los cambios fisicoquimicos rapidamente al transductor, y para lograr
exitosamente este requisito el componente biolégico se une directamente al
transductor mediante métodos de inmovilizacion como: la adsorcion, la
microencapsulacioén, el atrapamiento, la formacién de enlaces cruzados, la unién
covalente, entre otros, los cuales se representan esquematicamente en la figura
12.

g)

Figura 12. Interfases comunes en biosensores. Ejemplos de inmovilizacién de
biomateriales sobre las superficies de los transductores. a) adsorcion directa, b)
unién covalente del sustrato; c) atrapamiento detras de una membrana; d) enlace
cruzado de moléculas bioldgicas; e) enlace cruzado utilizando adicionalmente
moléculas largas; f) unidon covalente con cadenas de polimeros; g) atrapamiento

en gel y h) atrapamiento en un composite.*



Adsorcion. Puede ser clasificada en 2 categorias dependiendo el
mecanismo de union: la fisiadsorcion y la quimiadsorcion. Las
interacciones en la fisiadsorcién son débiles y ocurren via interacciones de
van der Waals; ocasionalmente se incluye la formacion de enlaces de
hidrégeno. Por otro lado en la quimiadsorcion hay formacion de enlaces
covalentes. El modelo de la isoterma de Langmuir es el mas empleado

para describir el proceso de adsorcion.

Atrapamiento. La enzima o material bioldégico queda atrapado en una
matriz de gel. Los polimeros usados comunmente son la poliacrilamida,
nylon®, agarosa y polipirrol.  Algunos problemas que se presentan al
trabajar con este método son: a) que la difusion del analito se inhibe
parcialmente por la matriz de gel, consecuentemente el tiempo de
respuesta es mayor, y b) la enzima pierde actividad catalitica a través de
los poros del gel, puesto que su estructura cuaternaria sufre modificaciones

conformacionales.

Enlace cruzado. Se utiliza un agente bifuncional para unir el biomaterial al
soporte solido.  Sin embargo en este proceso la enzima sufre dafos
estructurales, que llevan a la disminucion en su actividad. Ademas la
difusion del analito es limitada y se observa muy poca rigidez. El
glutaraldehido y el 1,5-dinitro2,4-difluorobenceno son los materiales mas

empleados para estos fines.

Unién covalente. Se utilizan moléculas con grupos funcionales
nucleofilicos como NH,, OH y SH para unir covalentemente la enzima al
soporte (transductor o membrana). La ventaja particular de este método es

que la enzima no se libera durante el uso.



Microencapsulaciéon. Una membrana inerte se utiliza para encerrar el
biomaterial sobre el transductor. La ventaja que se presenta al
microencapsular es que la membrana encierra la enzima evitando asi su
degradacion instantanea y manteniendo su alta especificidad, ya que las
membranas son estables a cambios de pH, fuerza idnica, temperatura y
concentracion del analito. Ademas limita la contaminacion. Las
membranas utilizadas mas comunmente son de acetato de celulosa,
policarbonato (Nuclepore®), colageno, politetrafluoroetileno (Teflén), nafion®
y poliuretanos.

I1.6.2 MEMBRANAS SELECTIVAS A IONES

Una membrana es un separador entre dos fluidos de diferente composicion

quimica que es selectivo en el transporte de especies (disolvente, soluto o iones)

entre ellos.®' La caracteristica principal que hace la diferencia entre las

membranas es el proceso de transporte que ocurre en ella, de ahi que el proceso

de separacion se rige por la selectividad y por la velocidad del transporte. Por ello

las membranas se agrupan como sigue:*?

Membranas para microfiltracion, ultrafiltraciéon y osmosis reversa, en donde

el transporte de masa se rige por una diferencia de presion.

Membranas para dialisis, en donde hay difusion de especies a través de la
membrana entre las dos soluciones, debido a una diferencia de

concentracion de las mismas.

Membranas para electrolisis, electrodialisis y dispositivos electroquimicos,
en donde los iones migran a través de ella debido a una diferencia de

potencial.

Las caracteristicas de los procesos que rigen la naturaleza de las diferentes

membranas se muestran en la siguiente tabla.



Tabla 1.

Las principales caracteristicas y aplicaciones de membranas.

Proceso

Microfiltracion

Ultrafiltracion

Osmosis reversa

Dialisis

Electrodialisis/
Electrolisis

Fuerza impulsora

Diferencia de
presion

Diferencia de
presion

Diferencia de
presion
Gradiente de

concentracion

Diferencia de
potencial aplicado
0.2-2V

Caracteristicas de la
membrana

Polimero con tamafio
de poro uniforme 0.1-5
um

Polimero con tamario
de poro uniforme 0.01-
0.1 ym

Polimeros no porosos

Polimeros no porosos

Polimero con grupos
idnicos

Aplicaciones

Purificacion de
farmacos

Remocién de agua o
trazas de aceite de
emulsiones

Purificacion de agua
de soluciones salinas

Biotecnologia

Electrosintesis y
sensores.

En particular para este estudio utilizaremos membranas permeables a iones las

cuales estan designadas para dejar pasar cationes o aniones a través de ellas.

Su velocidad se describe en términos de flujo idnico con unidades de mol m? s",

sin embargo la carga eléctrica que pasa a través de una celda electroquimica se

expresa como corriente /, con unidades de amperes (1A = C s™'); ademas el flujo

eléctrico es la densidad de corriente (j= I/A donde A es el area de la membrana).

La ley de Faraday relaciona el flujo iénico y eléctrico, y para cada i6n i la densidad

de corriente asociada con la migracion de éste ion, j; se relaciona con su flujo

como sigue:



Flujo =2 .(6)

Fz.

l

Donde F es la constante de Faraday z; es la carga del i6n transportado. Esta

ecuacion puede ser reescrita como sigue:

A
Flujo = (7
jo == (7)

R,z

Donde AE es la diferencia de potencial de la gota a través de la membrana y R4

es el area de resistencia (ohm m2), que es una propiedad de fabricacion.

Las membranas son manufacturadas principalmente de dos clases de

polimero:

e Estireno/ copolimeros de divinil-benceno, los cuales contienen grupos
ionicos sustituidos en el anillo aromatico; por otra parte cuando son
copolimeros de divinil-piridina es el atomo de N el que sirve para fijar los
grupos ionicos.

e Copolimeros de alquenos perfluorados con cadenas laterales que contienen

grupos ionicos terminales.

Algunas propiedades importantes de membranas para el desarrollo de
tecnologia electroquimica son:
¢ Alta selectividad: en condiciones normales de operacion de una membrana,
la migracion es el modo dominante de transporte de masa para iones. La
selectividad de la membrana para transportar un i6n particular se define en
términos de numero de transporte t.  El nimero de transporte es la
fraccion del total de carga transportada a través de la membrana por un ién
particular. Luego entonces para una membrana totalmente selectiva a
cationes en donde sélo podran migrar los cationes, el numero de transporte
de un catién es t. =1 . Los valores tipicos de nimero de transporte para

las membranas comerciales son de 0.8 a 0.99.



e Alta velocidad de transporte — alta conductividad eléctrica: la velocidad de
transporte de los iones a través de la membrana se relaciona con la
densidad de corriente (Ecuacion 6), que depende de la diferencia de

potencial, la conductividad y el espesor de la membrana (Ecuacion 7).

e Alta estabilidad. En muchas aplicaciones se requiere que las membranas
sean estables por periodos aproximados a 1 afo, a temperaturas de
operacion entre 0 y 80 °C, que sean resistentes a agentes oxidantes y
reductores y en disoluciones concentradas de acidos o bases, ademas que

la abrasion superficial sea minima.

e Minima solubilidad.

11.6.2.1 NAFION

El Nafion® es un copolimero sulfonado de tetrafluoroetileno. Fue el primero de
una clase de polimeros sintéticos con propiedades idnicas que son resultado de
incorporar grupos perfluoroetilén éter con grupos sulfénicos terminales sobre una

superficie de Teflon.

Resultados de experimentos de microscopia de fuerza atbmica muestran que la
superficie de la membrana de nafién esta compuesta de un dominio hidrofébico
que es el que mas contribuye a la cadena polimérica, siendo su tamano de 10-20

nm, y un dominio hidrofilico en el que se lleva a cabo la conduccion de protones.>?

El modelo de agrupamiento de mallas i6nicas propuesto por Gierke®* para
interpretar datos experimentales del nafion ha sido ampliamente aceptado (figura

13). Este modelo muestra una regién acuosa conformada por agrupamientos



esféricos de iones de 4 nm de diametro, que estan distribuidos uniformemente

interconectados por canales de 1 nm de diametro.

b)
‘ Tnm 0 4
C [ ® @
N , 4nm
) N N
0 e ’ v

a)

Figura 13. a) Esquema del modelo de agrupamiento de mallas iénicas de Gierke,
b) representacion del dominio hidrofilico, las circunferencias rojas representan los
grupos sulfénicos —SO3~ y las amarillas los contraiones -Na*, y finalmente las

lineas verdes las cadenas laterales fluorocarbonadas.

Los agrupamientos i6nicos son micelas invertidas con los grupos ionicos hacia
dentro, los cuales rodean las moléculas de agua.

Analisis numéricos muestran que cada dominio tiene diferente actividad; es
decir la conectividad establecida a través de los dominios en la membrana es
diferente, por lo tanto no todas las regiones hidrofilicas conducen el mismo valor
de corriente habiendo algunos dominios inactivos.

Son dos las presentaciones comerciales mas comunes del nafion; NE-135
(pelicula) y DE2020 (dispersion), ambas de DuPont. La pelicula es una
membrana de 1100 equivalentes en peso de polimero y de espesor de 88 um vy el
DE2020 es una dispersion al 20% en peso en una mezcla agua/alcohol de 1000
equivalentes en peso del polimero.

La combinacion de los mondémeros de teflon con los grupos sulfénicos le
proveen caracteristicas muy particulares al nafion.

e Es permeable a cationes haciéndolo ideal para muchas aplicaciones.



e Posee alta resistencia a la degradaciéon por agentes quimicos, pues de
acuerdo a DuPont sélo metales alcalinos (particularmente sodio) puede
degradar al nafion a temperatura y presion ambiente.

e Su intervalo de operacién se ajusta a temperaturas no mayores a 190 °C.

e Se comporta como acido PK. = —6 |
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ITI. Planteamiento del problema

Considerando los resultados logrados por el grupo en la cristalizacion de

2 en esta tesis se

proteinas bajo la influencia de un campo eléctrico interno,
propone sistematizar la metodologia empleada para que cristales de lisozima con
actividad hidrolitica se adsorban sobre toda la superficie de un electrodo de
platino, el cual podria actuar como biosensor. Esta hipotesis se basa en que el
biosensor presentara una gran selectividad caracteristica de la proteina y que
ademas ésta se encuentra con un alto grado de pureza y ordenamiento en la red
cristalina.
Se eligioé desarrollar ésta posibilidad con la lisozima de huevo blanco de gallina
puesto que:
e La lisozima presenta actividad catalitica, al hidrolizar especificamente
enlaces glucosidicos, los cuales forman parte de la estructura de la pared

celular de las bacterias Gram (+).

e La lisozima es una proteina pequena que carece de cofactores y centros
metalicos, lo que hace sea considerada una proteina modelo para el
estudio de propiedades de otras proteinas mas complejas en estructura®,
por lo tanto las nuevas metodologias desarrolladas en este proyecto

intentaran extrapolarse a otras proteinas.

e Resultados de estudios previos de cristalizacion de lisozima muestran que
bajo ciertas condiciones experimentales ocasionalmente hay adsorcién de
algunos cristales sobre los electrodos de platino, por ello la busqueda de
las nuevas condiciones experimentales para lograr el recubrimiento total

estara limitado a un pequeno intervalo de variaciones.



e La disponibilidad de la lisozima en el laboratorio de trabajo es buena,
ademas de que se cuenta con el equipo necesario para llevar a cabo los

experimentos pertinentes.

Una parte de este proyecto se enfocara en la busqueda de materiales para el
disefio del biosensor, intentando hacer la seleccion mas viable de acuerdo a las
condiciones experimentales utilizadas, recursos disponibles y tiempo de

experimentacion.
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IV. Hipotesis

Al encontrar las condiciones experimentales 6ptimas de cristalizacion para
la lisozima que permitan obtener un recubrimiento policristalino uniforme sobre
el electrodo de platino, éste podra utilizarse para disefiar un biosensor
potenciométrico con gran selectividad, puesto que los cristales son estructuras

ordenadas y de alta pureza y la lisozima posee gran especificidad.



V. Objetivos

Cristalizacion

e Disefar y construir celdas electroquimicas que posean como
caracteristicas: pequena capacidad volumétrica, faciles de manipular y bajo

costo de los materiales utilizados para su construccion.

e Encontrar las condiciones experimentales de cristalizacion para la lisozima

que permitan obtener un recubrimiento total del electrodo de platino.

e Hacer reproducible el método de cristalizacion de la lisozima asistido con un
campo eléctrico interno y utilizarlo como método de inmovilizacién en el

disefio del biosensor.

Diseno del biosensor

e Esbozar la cinética de disolucion del recubrimiento cristalino de lisozima.

e Utilizar el Nafion como membrana externa para recubrir la lisozima en el

biosensor.

¢ Monitorear la respuesta analitica de un primer modelo de biosensor

potenciométrico.



VI. Parte experimental

V.1 Instrumentacion

° Los experimentos de corriente controlada se realizaron en un
Galvanostato VIMAR modelo FCC-17, el cual puede imponer corrientes
dentro de un intervalo de 0.0002 pyA a 10 mA. (Figura 14-1) Se utilizaron
la celda y los electrodos que seran descritos posteriormente, en la

preparacion de las celdas de cristalizacion.

° La temperatura se control6 empleando una placa hueca de metal
construida ad hoc acoplada a un recirculador de temperatura constante
marca Cole Parmer modelo Polystat por el que circula agua (Figura 14-
2).

Figura 14. Montaje del equipo empleado en la imposicion de corriente en las
celdas de cristalizacion. Galvanostato VIMAR (1), los cables estan conectados
a los electrodos de la celda de cristalizacion hueca (2), a través de la cual pasa

agua proveniente del recirculador Cole Parmer (3).



o Las fotografias se obtuvieron por medio de un microscopio
estereoscopico Zeiss Stemi SV11 adaptado a una camara digital,

usando el programa Axion Vision de Zeiss Co.

Figura 15. Microscopio estereoscopico Zeiss Stemi SV11 adaptado a una

camara digital.

o En la caracterizacién analitica del biosensor se utiliz6 un pHmetro

Thermo Orion, modelo 420, trabajando en modo potenciométrico.



V.2 Materiales y metodologias

CRISTALIZACION

V.2.1 CONSTRUCCION DE CELDAS ELECTROQUIMICAS

Basandonos en el modelo de celdas ad hoc propuesto por Moreno y Sazaki'
se diseflaron dos prototipos de celdas de cristalizacion con ciertas
modificaciones (Figura 16). El prototipo A una celda rectangular de 2.5 mm X
13 mm y 1mm vy, el prototipo B es una celda cuadrada de 25 mm por lado y 1
mm de espesor, ambas fueron construidas con portaobjetos de vidrio
separados por una base cuadrada de 1 mm de grosor de poliestireno y selladas
con resinas epoxicas. Los electrodos utilizados fueron trozos de alambre de
platino (0.2 mm de diametro Alfa AESAR) que se colocaron en una disposicion
de 180° a la mitad de los lados de dichos paralelogramos, al quedar entre la
base de plastico y el vidrio.

La longitud de los electrodos dentro de la celda de cristalizacion es de 5

mm, lo que equivale a un area aproximada 6.4x102 cm?.
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Figura 16. Prototipos de celdas de cristalizacién para la imposicion de

corriente. El A corresponde a una celda rectangular con capacidad de 150 pL;

el prototipo B es una celda cuadrada con capacidad de 500 pL.

Adicionalmente las celdas contaban con un orificio para introducir la

disolucién; este orificio se tapaba con un fragmento del mismo plastico y

posteriormente se sellaba con silicén.

V.2.2 PREPARACION DE DISOLUCIONES DE TRABAJO

El método batch sera empleado en este trabajo y consiste en mezclar todos

los componentes de la cristalizacion (la proteina y el agente precipitante

previamente disueltos en la disolucion amortiguadora) en condiciones de

metaestabilidad'®, para posteriormente colocarlos sobre una placa metalica de

temperatura conocida y obtener los cristales.



¢ Disolvente:

Disolucion amortiguadora de acetatos (0.2 M) a pH 4.5: Para preparar 100
mL de esta disolucion, se requiere disolver 2.72 g de acetato de sodio
trinidratado (C,H302Na- 3H,0) (Sigma S-9513) en un volumen menor a 100 mL
de agua destilada. Posteriormente mientras se mide el pH, se agrega gota a
gota el acido acético (C,H40,) (Sigma A-6283) hasta ajustar el pH deseado.
Una vez obtenido este pH, se lleva al aforo de 100 mL con agua destilada.

Finalmente se hace pasar la disolucion a través de un filtro de celulosa (0.2

Mm).

e Proteina:

Lisozima 60 mg/mL: Para preparar medio mililitro de disolucién, se pesan 30
mg de lisozima (Seikagaku Co. Codigo 100940 seis veces recristalizada por los
laboratorios Seikagaku Corporation) y se disuelve en la disolucion

amortiguadora de acetatos a temperatura ambiente, agitando manualmente.

e Agente precipitante:

NaCl 80 mg/mL: Se prepara el mismo volumen que de proteina, pesandose 40
mg de NaCl (99.99% Aldrich), que se disuelven en la disolucién amortiguadora

de acetatos.

V.2.3 CRISTALIZACION A CORRIENTE CONTROLADA

Partiendo de las condiciones experimentales de cristalizacion de la lisozima

reportadas por algunos autores, >

se buscara encontrar aquellas que permitan
obtener cristales adsorbidos en los electrodos de platino que conducen la

corriente eléctrica a través de la celda de cristalizacién; para ello emplearemos



el procedimiento que se utilizé para explorar el efecto del campo eléctrico en la

cristalizacion.? 27 4°

Las condiciones de cristalizacion de la lisozima reportadas son:
[lisozima] = 30 mg/mL (3% wi/v), [NaCl] = 40 mg/mL (4% w/v) en disolucion

amortiguadora de acetatos a pH 4.5.

Dependiendo del prototipo de celda utilizado en la cristalizacion, el volumen
final de la mezcla batch es diferente (150 pl para la celda Ay 500 uL para la B),
sin embargo, independientemente de la celda utilizada, al mezclar volumenes
iguales de disolucidn de proteina y agente precipitante se obtienen
concentraciones finales de 30 mg/mL de lisozima y 40 mg/mL de NaCl, que

corresponden a las concentraciones reportadas.

Para el control de la temperatura, las celdas de cristalizacion se colocaron
encima de una placa metdlica hueca de temperatura controlada. En cada
experimento de cristalizacion se prepararon 2 celdas iguales, una de éstas, la
de trabajo, se conectaba al galvanostato y la otra, la control, no. Esto es con
el fin de observar los efectos del campo eléctrico interno en el proceso de

cristalizacion.

Mediante el galvanostato VIMAR (modelo FCC-17) se impusieron los
distintos valores de corriente eléctrica que pasaron a través de la celda de

cristalizacion por medio de los electrodos de platino.

Al finalizar cada experimento de cristalizacion, se observaron los cristales en

el microscopio estereoscopico.



DISENO DEL BIOSENSOR

V.2.4 RECUBRIMIENTO DEL ELECTRODO CON NAFION.

Una vez teniendo el alambre de platino recubierto con cristales de lisozima,
se utilizd la dispersion de nafion (resina al 20% m/m en una mezcla de
alcoholes alifaticos de cadena corta y agua) (Sigma 527122) para hacer un
segundo recubrimiento que retardara la disolucién de los cristales de lisozima
al exponerse en disoluciones; para ello, se evaporé parcialmente el disolvente
de la dispersion del nafion y una vez frio se aplicd sobre el recubrimiento con
ayuda de un jeringa, posteriormente se dejo secar durante 20 minutos.
Finalmente se observaba una fina pelicula transparente que recubria los

cristales adsorbidos en el electrodo de platino.

V.2.5 ATRAPAMIENTO EN UNA MATRIZ DE GEL DE
AGAROSA

El gel de agarosa (Sigma A-4679) de concentracion 0.066% w/v, se preparo
disolviendo 6.6 mg de agarosa en 10 mL de disolucién amortiguadora de
acetatos a bano Maria y con agitacion constante, posteriormente se vacié 1 mL
de éste a un vial vacio.

Al momento en que la temperatura del gel en el vial era aproximadamente
de 25 °C su viscosidad era apropiada para introducir cuidadosamente el
electrodo con recubrimiento policristalino, asi entonces, después de algunos
minutos la viscosidad disminuia y los cristales quedaban atrapados en la matriz
de gel.

Para los ensayos en que se utilizo el sustrato de la lisozima, se prepararon
por separado las disoluciones cuyas concentraciones son el doble de las
deseadas, es decir se disolvieron 13.3 mg de agarosa en 10 mL de disolucién
amortiguadora de acetatos (disolviendo en bafio Maria y con agitacion), y 4 mg

de N,N-triacetil-quitotriosa (Sigma 523682) en 1 mL de disolucién



amortiguadora de acetatos. Posteriormente se toma 0.5 mL de cada
disolucién y se mezclan cuidadosamente, la disolucion final se coloca en el vial
y antes de que ésta gelatinice completamente se introduce el electrodo
recubierto.

V.2.6 ESTABILIDAD DEL BIOSENSOR

Los ensayos de estabilidad del biosensor se hicieron en agua destilada, en
disoluciéon amortiguadora de acetatos pH = 4.5 y en gel de agarosa. Las
mediciones de diferencia de potencial como funcion del tiempo se hicieron en
un pH metro en modo de potenciometria, utilizando un alambre de plata como
electrodo de referencia. Este monitoreo se realizd6 dejando el alambre
recubierto hasta que éste alcanzé estabilidad, es decir, el potencial se
mantenia constante. El intervalo de tiempo de lectura de datos de potencial

vario desde los 10 segundos hasta 5 minutos.

' Moreno A. and Sazaki G., The use of a new ad hoc growth cell with parallel

electrodes for the nucleation control of lysozyme, Journal of Crystal Growth
(2004) 264, 438—444.



VII Resultados y discusion

VI.1 Cristalizacion a corriente controlada;
discriminacion entre celda Tipo A y Tipo B.
Las condiciones experimentales iniciales que se emplearon se basaron en

experimentos anteriores‘”que tenian el objetivo de observar las implicaciones

de la variable eléctrica en la cristalizacion de la lisozima, especificamente en la

nucleacion.
Tabla 2. Condiciones experimentales de cristalizacion de la
lisozima de huevo blanco de gallina, utilizadas para explorar la
variable eléctrica en la nucleacion de la protel’na.2
Proteina Lisozima 30 mg/mL
Agente precipitante NaCl 40 mg/MI
Disoluciéon amortiguadora HAcOH/NaAcO 200 mM
de pH pH=4.5
Temperatura 18°C
Intensidad de corriente 2 JA

En este estudio nos interesé mas el depdsito de lisozima sobre el electrodo
de platino, asi que inicialmente se procedio a probar los dos tipos de celda A y
B en la cristalizacion de la lisozima con el fin de conocer las ventajas y

desventajas que ofrecen cada una de ellas en el depdsito de proteina.



Figura 17. Celdas de cristalizacion construidas con materiales de bajo costo.

Las letras C y A indican catodo y anodo respectivamente.

Los primeros resultados muestran algunas diferencias en cuanto a la calidad
de los cristales crecidos en la celda A y B, como se muestra en la figura 18.
La celda tipo B muestra cristales con tamafio cercano a los 200 ym mientras
que la celda tipo A muestra cristales de tamafio mucho menor, mostrando en la

mayoria de los experimentos zonas de precipitacion.

Figura 18. Comparacién entre la cantidad y tamafio de los cristales de

lisozima crecidos en 2 tipos de celdas. a) Celda tipo A y b) Celda tipo B.

En ninguno de los casos anteriores se mostro crecimiento de cristales sobre
alguno de los electrodos, sin embargo se observé una preferencia de

cristalizacion por la zona cercana al catodo en ambos casos.



Durante la cristalizacion de la proteina asistida electroquimicamente se
llevan a cabo reacciones electroquimicas que dan lugar a la formacion de Hy y
O, en el catodo y anodo respectivamente. Debido que estos gases se alojan
dentro de la celda electroquimica en zonas circundantes a los electrodos, esto
desfavorece la formacion de cristales en la superficie de los electrodos. Estas

reacciones electroquimicas parasitas se describen en la figura 19.

Reacciones de reduccion E° (V)
2H,0" + 2¢¢ — H, +2H,0 0
O, + 2~ + 2H* — H,0, 0.68
H,0, + 2¢" + 2H* — 2H,0 1.77
Reacciones de oxidacion E° (V)
2H,0 - 4¢¢ — O,+4H" -1.22
Pt + 2H,0 - 2¢¢ — Pt(OH),+ 2H* -0.98
2CI - 2e- — (] -1.35

Figura 19. Posibles reacciones electroquimicas que se llevan a cabo en la
barrera anddica y catddica respectivamente.” La oxidacion del platino (Pt +
2H,0 — 2e” — Pt(OH), + 2H") es una reaccion termodinamicamente posible (E°

=-0.98 V), pero que no ocurre debido a su cinética.*’

Este fendmeno es mas marcado en la celda rectangular (tipo A) debido a su
menor tamanio las burbujas de H, y O, ocupan la mayor parte de su capacidad
y por lo tanto la formacion de cristales no se lleva a cabo. Por lo antes
expuesto la celda que se utilizd para el resto de los experimentos fue la celda
cuadrada de 500 pL, tipo B.

Al imponer wuna corriente eléctrica directa dentro de una celda
electroquimica se presenta el fenomeno de electromigracién, que es el principal
tipo de transporte de masa responsable de la formacion de cristales con mayor
velocidad que cuando se trabaja en difusién pura. Debido a que la

electromigracion afecta unicamente a sustancias en forma de iones y a



aquellas que su numero de transporte no es pequefio, se procedié a modificar
algunos parametros experimentales tales como la concentracion de los iones
de lisozima, la concentracion de los iones de agente precipitante y la intensidad
de corriente eléctrica impuesta para observar si alguna de estas modificaciones

lleva a un recubrimiento cristalino que hasta ahora no habia sido observado.

V12  Busqueda de las condiciones Optimas para
recubrir el electrodo de platino con deposito
policristalino de lisozima

Variacion de la concentracion de Lisozima

Se probaron tres concentraciones diferentes de proteina manteniéndose

constantes el resto de las variables.

Tabla 3. Condiciones experimentales utilizadas
para la cristalizacién de Lisozima.
[Lisozima] 20, 30 y 40 mg/mL
[NaCl] 40 mg/mL
pH 4.5
I 2 uA
Temperatura 18 °C
Tiempo de experimento 24 h.
Celda B

Como se puede observar en la figura 20, a medida que aumentamos la
concentracion de proteina se observa un mayor numero de cristales
depositados en el catodo de la celda. Sin embargo, al utilizar concentraciones
mayores de 40 mg/mL de proteina se llega a la precipitacion sin observarse

algun cristal depositado en la superficie del electrodo



e \_“

Figura 20. Fotografias tomadas con el microscopio utilizando el objetivo 2.5X.

La imagen a) muestra el grosor del alambre de platino que se utilizd para
fabricar todos los electrodos de las celdas electroquimicas, su diametro es de
200 upm, las siguientes imagenes muestran el catodo de 3 celdas
electroquimicas con diferentes concentraciones de lisozima; b) 20 mg/mL de

proteina, ¢) 30 mg/mL de lisozima y d) 40 mg/mL de proteina.

Una caracteristica en la cristalizacion de la lisozima con imposicion de
campo eléctrico interno que se observd desde los primeros experimentos
consiste en que los cristales crecen preferentemente en zonas cercanas al

catodo y sobre él, como se muestra en la figura 21.



Figura 21. Electrodos de una misma celda después de 24h de cristalizacion,
a) catodo con depositos cristalinos en su superficie, b) anodo sin algun cristal

de proteina sobre él.

Esta preferencia por la zona de cristalizacion se explica a partir del modelo
de la doble capa eléctrica y a la electromigracion favorecida por la imposicion
de corriente eléctrica dentro de la celda. Ademas de que al pH de trabajo 4.5
la lisozima, a pesar de ser una molécula grande, tiene una carga neta de 10+ y
por lo tanto su movilidad iénica no es despreciable,2 por lo que ésta migra
hacia el catodo. No obstante su desplazamiento es lento, comparado con los
demas iones presentes de mayor movilidad, por lo que la lisozima se
transportara hacia el catodo de una manera no convectiva, favoreciendo la
cristalizacion cerca del catodo en un menor tiempo gracias a este flujo de

proteinas constante pero controlado.



Variacion de la concentracion del agente precipitante: NaCl

Las condiciones experimentales empleadas en estos experimentos se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones experimentales utilizadas para
la cristalizacién de Lisozima.
[Lisozima] 30 mg/mL
[NaCl] 30, 40, 45 y 50 mg/mL
pH 4.5
| 2 uA
Temperatura 18 °C
Duracion del experimento 24 h.
Celda B

La siguiente figura muestra que cuando la concentraciéon de NaCl es de 30
mg/mL no hay crecimiento de cristales sobre el electrodo, ademas el tamafo
de aquellos que crecieron cerca del catodo es minimo. En comparacion con
los obtenidos en los experimentos con 40 y 45 mg/mL, por otro lado cuando la
concentraciéon fue de 50 mg/mL de NaCl se observd precipitacion casi

instantanea impidiendo la formacion de cristales en alguna zona de la celda.



Figura 22. Fotografias de catodos de 4 celdas diferentes. a) Catodo con 30
mg/mL de NaCl. b) Catodo al utilizar 40 mg/mL, en c) catodo utilizando 40
mg/mL, finalmente d) catodo a 50 mg/mL (en el fondo se observa que hubo

precipitacion de la disolucién batch).

Los iones CI" y Na® juegan un rol importante en la cristalizacion de la
lisozima, pues, ademas de ejercer un efecto en el balance de fuerzas
repulsivas y atractivas en las moléculas de la lisozima, forman parte de la
estructura del cristal.  Asi, dependiendo de la especificidad de la proteina,
entre el 25 y 85% del volumen del cristal consiste de canales los cuales tienen
la misma composicion de la mezcla batch.?

Durante la cristalizacion con imposiciéon de un campo eléctrico interno, la
lisozima que se encuentra cargada positivamente se mueve hacia el catodo
acompanando el flujo de corriente, el cual es posible gracias al transporte de
iones cargados. La mayor parte de la carga es transportada por los iones de

alta movilidad (CI', Na*, H*, AcO") presentes en el medio de cristalizacion.



Variacion de la intensidad de corriente | Tiempo

En trabajos anteriores se concluy6 que la imposicion de un campo eléctrico
interno en la celda de cristalizacion disminuye el tiempo de cristalizacion
especificamente el de la nucleacién.?> Por lo tanto, al modificar la intensidad
de corriente el tiempo de cristalizacion sobre los electrodos cambio. La

siguiente imagen (Figura 23) muestra experimentos con diferentes valores de |I.

Figura 23. Efecto de la corriente eléctrica impuesta en la celda de
cristalizacion (catodo), todas les celdas utilizaron las siguientes condiciones:
[lisozimal]= 40 mg/mL, [NaCl]= 40 mg/mL en disolucion amortiguadora de
acetatos 200 mM, pH=4.5, T=18 °C, l: a) I=1 yAyt=48 h, b) I= 1.5 pA y t= 36
h,c)I=2pAyt=24h,d)I=25pyAyt=24h.

La imagen anterior muestra que a medida que la corriente aumenta el
tamafo de los cristales y el depdsito que ocurre en el electrodo lo hacen
también. En los casos donde se impusieron corrientes iguales o menores de 1
MA los cristales obtenidos después de 48 horas de cristalizacion son de tamafo

inferior a 50 uym, por otro lado al utilizar corrientes iguales o0 mayores a 2.5 pA



la presencia de burbujas, provocadas por las reacciones de electrélisis del
medio alrededor de los electrodos es temprana, ocasionando que no haya
recubrimiento cristalino sobre ellos, ademas en la mayoria de los experimentos
hubo precipitacion de la disolucion batch. Las mejores condiciones de
corriente se obtuvieron cuando se utilizaron valores entre 1.5 y 2 pA; aqui se

observaron catodos parcialmente cubiertos con cristales grandes de lisozima.

Variacion de la temperatura

En la cristalizacion, las moléculas que inicialmente estan en disolucién
tienden a un sistema con mayor orden, el cristal. Sin embargo para que este
aumento de orden ocurra espontaneamente, la energia interna del sistema
debe tender a un minimo, por ello el ultimo parametro que se varié en la
cristalizacion fue la temperatura. Para estos experimentos se utilizaron las
siguientes condiciones experimentales: [lisozima]=40 mg/mL, [NaCIl]=40 mg/mL
en disolucion amortiguadora de acetatos 200 mM, pH=4.5, 1=2 pAy T=11, 13,
15y 18 °C.



[
Figura 24. Imagenes de catodos con recubrimiento cristalino, utilizando
[lisozima]=40 mg/mL, [NaCl]=40 mg/mL en disolucién amortiguadora de
acetatos 200 mM, pH=4.5, 1= 2 pA y a) T=11 °C, b) T=13 °C, c) T=15 °C y d)
T=18 °C.

La imagen anterior muestra que a medida que disminuimos la temperatura,
el recubrimiento cristalino del catodo es mayor y mas homogéneo. El tiempo
que transcurre desde el establecimiento de la sobresaturacion hasta el origen
observable de los nucleos en la cristalizacion, depende principalmente del

grado de saturacion y de la temperatura.

Condiciones optimas para el deposito policristalino de lisozima en
electrodos de platino.

Después de optimizar nuestras variables encontramos que al utilizar las
condiciones experimentales mostradas en la Tabla 5 los catodos de las celdas
electroquimicas tenian un recubrimiento policristalino uniforme de lisozima. De
esta forma se logré hacer reproducible el método para obtener electrodos

recubiertos con cristales de lisozima.



Tabla 5. Condiciones experimentales éptimas para
obtener electrodos con recubrimiento policristalino de
lisozima
[Lisozima] 30 mg/mL
[NaCl] 40 mg/mL
pH 4.5
I 2 uA
Temperatura 11y13°C
Duracion del experimento 24 h.

Experimentos reutilizando los electrodos de Pt

El crecimiento de los cristales es la fase de la cristalizacién en la que se
adicionan moléculas a los nucleos formados previamente, considerando la
afirmacion anterior, éste experimento buscd disminuir el tiempo para obtener el
recubrimiento policristalino del electrodo, al utilizar las celdas de experimentos
anteriores, donde los alambres de platino tenian fragmentos de cristales de
lisozima, los cuales servirian como nucleos en el nuevo experimento. El Unico
tratamiento que se le daba a las celdas de cristalizacion después de finalizar un
experimento consistié de un enjuague con agua desionizada. El resultado de
éste fue la reduccion de tiempo para obtener el electrodo con su recubrimiento
policristalino de la misma calidad que se obtuvo en el experimento anterior.
Con ello se ahorr6 el tiempo necesario que toman las moléculas para formar
los nucleos.

Los experimentos se hicieron en la celda tipo B, bajo las condiciones de la
tabla 5.

El catodo totalmente cubierto con el depdsito cristalino de la celda que
cristalizé a 11 °C se obtuvo a las 12 horas de haber iniciado el experimento,
mientras que aquél de la celda que se hizo a 13 °C se obtuvo a las 15 horas.
El recubrimiento de ambos experimentos (Figura 25) es homogéneo y tiene un

espesor de aproximadamente de 50 um.



Figura 25. Catodos con recubrimiento policristalino, la cristalizacion se hizo
en celdas que habian sido utilizadas en experimentos anteriores. a)
Cristalizaciéon a 11 °C después de 12 horas y b) a 13 °C después de 15 horas

de experimento.

Finalmente el catodo con el depdsito cristalino es basicamente el biosensor,
pues el depdsito cristalino de lisozima sera el encargado de sensar y traducir la
sefal a través del alambre de platino, el transductor. Sin embargo aun no es
posible utilizarlo como tal, puesto que el elemento sensor es altamente soluble
en agua. Por tal motivo fue necesario buscar la forma éptima de inmovilizar el
elemento sensor al transductor para asi evitar o retardar la disolucion de los

cristales.



V1.3 Cinética de disolucion cristalina

El espesor del recubrimiento obtenido al finalizar la cristalizacion varié de 50
a 70 um, observandose fragmentos de cristales tetragonales inmersos en el
recubrimiento policristalino. Una vez obtenido el catodo con su respectivo
recubrimiento de lisozima, se realizd un estudio de solubilidad del
recubrimiento cristalino en disolucién amortiguadora de acetatos, a presion y
temperatura ambiente (20 °C), con el objetivo de conocer el tiempo en el que el
recubrimiento policristalino se disolvia completamente. Para ello se retird el
electrodo de la celda de cristalizacion con el mayor cuidado posible para evitar
el desprendimiento de los cristales.  Posteriormente, éste se sumergio en
disolucién amortiguadora y se midio el espesor del recubrimiento cada 5 6 10
segundos segun fuera necesario. La figura 26 muestra la disminucién del
espesor policristalino a medida que pasa el tiempo, disolviéndose por completo

en menos de 2.5 minutos dependiendo del espesor inicial.

Cinética de disolucion del deposito policristalino de lisozima en disolucién
amortiguadora de acetatos 0.2M y pH=4.5

Espesor (um) .

140

Tiempo (s)

Figura 26 Variacion del espesor del recubrimiento policristalino de lisozima
del electrodo en funcion del tiempo al sumergirse en disolucién amortiguadora
de acetatos 200 mM de pH=4.5.



Se puede observar que la disminucién del tamano del recubrimiento en los

primeros 10 segundos es mayor que la observada después de éstos.

Rapidez de disolucién del deposito policristalino de lisozima en
disolucién amortiguadora de acetatos 0.2M y pH=4.5

Espesor 1=-0.858 s + 118.7

Espesor (um) .

Espesor 2=-0.822 s + 102
Espesor 3=-0.913 s + 83.86

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (s)

Figura 27. Curvas Temporales de la cinética de disolucién del recubrimiento
policristalino.  El valor de la pendiente indica la rapidez a la que éste se
disuelve.

La figura 27 muestra que la rapidez promedio de disolucién del
recubrimiento es 0.9 um/s.

Los resultados obtenidos con este estudio nos indican que no es posible
utilizar al electrodo con el deposito policristalino directamente como biosensor
en medios acuosos. Por tal razon fue necesario pasar a la siguiente etapa del
proyecto; la busqueda de una membrana que evitara o retardara la disolucion

del depdsito cristalino.



V1.4 Utilizacion de nafion® como membrana

Exploracion de las propiedades mecdnicas y fisicas de la membrana
de Nafion®

El nafion es una membrana poco permeable a moléculas de agua, ya que
su superficie esta compuesta principalmente por grupos hidrofobicos,* los
cuales se conectan a los grupos hidrofilicos que en su mayoria estan en el
interior de la superficie; estos ultimos son los encargados de la conduccion de
cationes a través de la membrana. La figura 28 muestra un alambre de platino

con una membrana de nafién como recubrimiento.

Figura 28 Electrodo de Pt°

recubierto con una membrana de Nafion®.

Nafion: consta de un alambre de platino

Para obtener el electrodo Pt° | Nafién, se sumergié un alambre de platino de
200 pm de diametro en una dispersion al 20% agua/alcohol con 1000
equivalentes en masa de nafion. Al cabo de 20 minutos de exponerlo a
temperatura ambiente se obtuvo el electrodo con la pelicula sdlida de nafion.

Esta pelicula es transparente e incolora, tiene un espesor de pocos
micrometros, su consistencia es similar al esmalte de unas una vez seco. Esta
membrana se adhiere fuertemente al metal del electrodo, facilitando su
manipulacion.

Las caracteristicas mencionadas dieron pauta a utilizar al nafion como
membrana protectora del biosensor, es decir obtener el biosensor

Pt°

Lisozima|Nafi(')n; para ello se sacaron los catodos recubiertos con



depdsito cristalino de las celdas de cristalizacion con el mayor cuidado posible
para evitar el desprendimiento de éstos. Posteriormente con ayuda de una

jeringa se le aplicé la dispersién de nafion y se dejé secar a temperatura

ambiente. En la figura 29 se muestran dos electrodos Pt° | Lisozima| Nafién.

1l]Hn:l d)

Figura 29. Las figuras a) y c) muestran los electrodos con el recubrimiento
policristalino justo antes de retirarse de las celdas de cristalizacion, mientras
que las figuras b) y d) muestran los electrodos después de aplicarles la

membrana de Nafion®.

Como puede apreciarse el recubrimiento policristalino se disolvio
parcialmente al aplicar el polimero. Este resultado no es positivo puesto que al
realizar la determinacion del analito con el biosensor en esas condiciones la
sensibilidad se vera afectada, pudiendo distorsionarse la sefial de la interaccién

proteina-analito.



Estudio de electroanalitico de estabilidad del biosensor.

El electrodo de platino (Pt°) y los electrodos obtenidos en la fase anterior
(Pt° [ Nafion y Pt°

un estudio potenciométrico para conocer las diferencias en la sefal de

Lisozima| Nafion) se utilizaron como electrodos de trabajo en

potencial. Para ello se utiliz6 un alambre de plata como electrodo de
referencia y una disolucion amortiguadora de acetatos 200 mM pH = 4.5. Las
mediciones de potencial se realizaron en un pH-metro en modo
potenciométrico por tiempos definidos.

La siguiente figura muestra las curvas de potencial en funcion del tiempo de

los sistemas descritos anteriormente.

Estudio de la estabilidad de los electrodos:Pt’, Pt/Nafion y Pt/Liz/Nafion en disolucion
amortiguadora de acetatos 200 mM pH=4.5y ER: Ag

R

400 [
R
350 —— Pt/Nafion
300 PU/Nafion
> — PY/Nfion
Ex — RiLizNafcn
5]

= Pt/Liz Nefion
—— PU/Liz Nefién

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (min)

Figura 30. Curvas de potencial en funcidon del tiempo de los electrodos de
trabajo: Pt°, Pt°[ Nafion y Pt°
en disolucién amortiguadora de acetatos 200 mM y pH = 4.5.

Lisozima| Nafion, utilizando como referencia Ag°®

Como puede apreciarse los tres tipos de curvas tienen una tendencia a
estabilizarse, en general después de 30 minutos de estar en contacto con la
disolucién. Inicialmente se observan cambios de potencial un tanto brucos,
debidos al paso de los iones de la disolucion a través de la membrana y, en el
caso del electrodo de Pt°, a la alteracién de la doble capa por los iones. Para

el electrodo Pt°| Nafién se obtienen valores de potencial que estan por debajo




de las curvas de los otros electrodos. Esto se debe a la repulsion entre los
grupos hidrofébicos de la superficie de la membrana y las moléculas de agua
de la disolucion; sin embargo después de 18 minutos se observa la
invariabilidad de la curva. Para el electrodo de Pt°, la estabilidad se observa
alrededor de 40 minutos, ademas los valores de potencial son superiores a los

del electrodo Pt°| Nafion. El electrodo Pt°

Lisozima | Nafién, tiene los valores
de potencial mayores, ademas presenta cambios muy brucos de potencial en
los primeros 5 minutos, alcanzando la estabilidad a los 30 minutos. El tiempo
que requieren los electrodos que contienen la membrana de nafion (Pt° | Nafién
y Pt°

diferencia entre los valores del potencial, que son mayores para el biosensor.

Lisozima|Nafi()n) para estabilizarse es igual, sin embargo hay una

Una vez obtenidas las sefiales de los distintos electrodos en la disolucion
amortiguadora de acetatos 200 mM, pH= 4.5 (disolucion blanco) se realizd un
estudio cualitativo de estabilidad para cada electrodo en disolucién con analito:
NN-triacetil-quitotriosa. La finalidad de este estudio fue conocer si existian
diferencias entre la sefal generada por la disolucion blanco y aquella resultante

de la disolucién problema.

Estabilidad del electrodo de Pt° en disolucion blancoy en disolucion con 5mg de N,N triacetil-

quitotriosa.
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Figura 31. Estudio de la estabilidad del electrodo de Pt° en disolucién
amortiguadora de acetatos 200 mM, y en disolucién amortiguadora de acetatos
con 5 mg de N,N triacetil-quitotriosa.



En la figura 31 se aprecia que las sefales del electrodo generadas en
ambas disoluciones tienen la misma tendencia y los valores de potencial no
difieren, lo que nos indica que la senal presentada en ambos casos se debe
exclusivamente a los iones de la disolucion amortiguadora de acetatos.

Este estudio se realizé utilizando el electrodo Pt°|Nafion y un alambre de
Ag° como electrodo de referencia.

Estabilidad del electrodo Pt° | Nafion en disolucion blanco y en 5 mg de N,N triacetil
quitotriosa.

E(mV)
@
)
8

t(min)

Figura 32. Estudio cualitativo para evaluar la estabilidad del electrodo
Pt°|Nafién en disolucion amortiguadora y en disolucién amortiguadora de
acetatos con 5 mg de N,N triacetil-quitotriosa.

Se observa que la tendencia de las curvas es similar: ambas inician en
valores de potenciales menores a los que después se alcanzan cuando el
potencial se estabiliza. Estas curvas son muestra de que el electrodo
Pt°|Nafién no modifica su sefal en presencia del analito.

Finalmente se realizO0 el estudio de estabilidad del electrodo
Pt°|Lisozima|Nafion. Para ello se utilizé la misma masa de N,N triacetil-

quitotriosa, utilizada en los experimentos anteriores.



Estabilidad del electrodo Pt | Lisozima | Nafion en disolucion blancoy en 5 mg de NN triacetil
quitotriosa,
600
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Figura 33. Estudio de estabilidad del electrodo Pt°|Lisozima|Nafion en

disolucién blanco y en disolucion con 5 mg de N,N triacetil-quitotriosa.

Para las curvas del analito inicialmente se observa una tendencia lineal; la
cual se modifica después de los 30 minutos de experimento, pues el valor de la
pendiente disminuye para llegar a la zona de estabilidad. Puesto que los iones
H* son los de menor tamafio en la disolucion, éstos atraviesan la membrana de
nafion con mayor facilidad. Por tal razén la curva de potencial del blanco
inicia en valores menores que la curva del analito.

Finalmente se realizé el mismo estudio a diferentes concentraciones de N,N

—triacetil-quitotriosa.



Curvas E=£(t) del biosensor Pt° | Lisozima | Nafién, para 5,10y 20 mg de N,N triacetil
quitotriosa,
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Figura 34. Estudio de estabilidad del biosensor Pt°|Lisozima|Nafion en
disolucion blanco y en disolucion amortiguadora con 5, 10 y 20 mg de N,N
triacetil-quitotriosa.

La tendencia de las curvas del analito es igual; en cada curva se pueden
observar dos zonas: la primera para tiempos menores a 30 minutos, en donde
la forma que presenta es lineal; después de este tiempo la pendiente de la
recta disminuye. Alrededor de los 40 minutos los incrementos de potencial son
muy pequefos, llegando en algunos casos a ser constante con respecto al
tiempo.

De lo anterior se puede decir que el biosensor presenta una senal diferente
al resto de los electrodos en presencia del analito. Sin embargo fue necesario
hacer un estudio de estabilidad de potencial para el biosensor en ausencia de
los iones provenientes de la disolucién amortiguadora de acetatos. Este

estudio se hizo en agua desionizada con 10 mg de N,N triacetil-quitotriosa.



Estabilidad del electrodo Pt° | Lisozima | Nafion en agua desionizaday en agua con NN triacetil-
quitotriosa
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Figura 35. Estudio de la estabilidad del biosensor (Pt°

Lisozima | Nafion) en

agua desionizada y en agua desionizada con 10 mg de N,N triacetil-quitotriosa.

La figura 35 muestra la sefal correspondiente al biosensor en agua
desionizada. Esta curva presenta cambios de potencial bruscos en los
primeros 20 minutos, para posteriormente llegar a una zona de estabilidad.
Este comportamiento se puede atribuir a que parte del recubrimiento cristalino
del biosensor se disuelve, por lo tanto se genera un pequefa concentracion de
iones que son los responsables de la sefial de potencial. Para la curva del
analito en agua desionizada se observa que sigue la misma tendencia que en
los estudios del analito en disolucion amortiguadora. La diferencia que
presenta esta curva con las anteriores es el valor de potencial, pues para este
caso los valores son menores.

De todo lo anterior se puede afirmar que el biosensor (Pt°

Lisozima | Nafion)
genera un sefial de potencial caracteristica en presencia de N,N triacetil-

quitotriosa.



Las curvas de potencial del biosensor Pt°|Lisozima|Nafion, alcanzan la
estabilidad después de 30 minutos, pues para valores de tiempo mayores a
éste la variacién de potencial por cada 60 segundos es de 0.1 mV. Este dato

concuerda con el criterio de estabilidad para los biosensores.

VL5 Estudio de estabilidad del electrodo
Pt°| Lisozima en una matriz de gel de agarosa

Con el objetivo de conocer las repercusiones en los estudios de estabilidad

del potencial utilizando el biosensor (Pt°

Lisozima | Nafion) parcialmente
recubierto, se decidio realizar un segundo tipo de estudio. Este consistid en
monitorear el potencial de una matriz de gel de agarosa (20 mg/10 mL de agua)

con y sin analito. Para ello se utilizo el electrodo Pt°| Lisozima como electrodo

de trabajo y un alambre de plata (Ag°®) como electrodo de referencia.

Estudio de estabilidad de electrodo Pt° | Lisozima en
&0 gel de agarosa al 1%
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’;‘400 / — Analito

Analito

4]
300 — Blanco

t (min)

Figura 36. Estudio de estabilidad de potencial del electrodo Pt°| Lisozima en

gel de agarosa al 1% con y sin N,N triacetil-quitotriosa.



La figura 36 muestra que cuando la matriz de gel contiene al analito se
genera una sefal de potencial que corresponde a las sefiales obtenidas con el

electrodo Pt°

Lisozima | Nafion. Sin embargo la curva obtenida con el

electrodo Pt°|Lisozima presenta valores de potencial mayores a los de las

otras curvas. Esto se puede explicar debido a que no existe la repulsién de
los grupos hidrofébicos de la membrana de nafion con las moléculas de agua
del medio. Se observa también que la saturacion del electrodo se alcanza en
un tiempo menor de 20 minutos. Para el caso de las curvas blanco, se
observa en general una tendencia constante, con algunas pequenas
variaciones las cuales se pueden deber a la disolucién del depdsito cristalino
de lisozima.

Lisozima

Después de 40 minutos de experimento utilizando el electrodo Pt°
se observa que el recubrimiento es casi nulo, por lo que los valores de
potencial para tiempos mayores a este tiempo son debidos uUnicamente al
alambre de platino.

El resultado de este estudio da pauta a afirmar que las sefiales de potencial
obtenidas al utilizar las dos modalidades de biosensor (Pt°
Pt°

tendencia lineal en los primeros 20 minutos de experimento, llegando a una

Lisozima| Nafion y

Lisozima) en presencia de analito (N,N triacetil-quitotriosa) tienen la misma

zona de estabilidad.

V1.6 Hasta ahora, ;biosensor o no?

De acuerdo con los resultados obtenidos, cualitativamente se puede decir

que los electrodos Pt°|Lisozima y Pt°|Lisozima|Nafion son selectivos a las
moléculas de N,N triacetil quitotriosa, que es un sustrato para la proteina. Las
ventajas de cada uno de los biosensores construidos dependen en gran

medida de las condiciones experimentales a utilizar.
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VIII. Conclusiones

En la cristalizacién de lisozima asistida con un campo eléctrico interno,

existe una preferencia de cristalizacion por la zona cercana al catodo.

La membrana de Nafion® sirvi6 como método de inmovilizacién para la
lisozima, pues gracias a sus propiedades fisicas y quimicas fue posible

detectar la senal debida al analito.

Los electrodos Pt° | Lisozima y el Pt° Lisozima| Nafidon son selectivos a N,N
triacetil quitotriosa, y éstos presentan la misma tendencia en sus sefales de

potencial. Por la tanto cualitativamente éstos funcionan como biosensores.



IX. Referencias bibliograficas

Ho. M. Y. K. and Rechnitz G. A., Highly stable Biosensor using an artificial
enzyme, Analytical Chemistry (1987), 59, 537-539.

Gopel W. and Schierbaum K. D., Definitions and typical examples in: sensors
— A comprehensive survey. Chemical and Biochemical Sensors, editorial VCH,
New York, 1991, Vol. 2, 567-575.

Imoto T., Encyclopedia of Life Science, Lysozyme, Kyushu University, Fukuoka
Japan, 2001, 1-5

Grossowiccz N. and Ariel M., Methods for determination of lysozyme activity,
Methods of Biochemical Analysis, (1983) 29, 435-436.

Masschalck B. and Michaelis C. W., Antimicrobial properties of lysozyme in
relation to foodborne vegetative bacteria, Critical Reviews in Microbiology,
(2003) 29(3), 191-214.

Smith L. J., Sutcliffe M. J. and Redfile C., Structure of hen lysozyme in
solution, Journal of Molecular Biology, (1993) 229, 930-944.

Maenaka K., Matsushima M., Song H., Sunada F., Watanabe K. and
Kumagai l.. Dissection of protein-carbohydrate interactions in mutant hen-white
lysozyme complexes and their hydrolytic activity, Journal of Molecular Biology,
(1995) 247, 281-293

Vocadlo J. D., Davies G., Laine R. and Withers G., Catalysis by hen egg-

white lysozyme proceeds via covalent intermediate, Nature, (2001)412, 835-838

Kurita K., Chitin and chitosan: Functional Biopolymers from Marine
Crustaceans, Marine Biotechnology, (2006) 8 203-226



Rinaudo M., Chitin and chitosan: Properties and applications, Progress in
Polymer Science, (2006) 31, 603-632

Amano K., Ito E., The Action of Lysozyme on Partially Deacetylated Chitin,
European Journal of Biochemistry, (1978) 85, 97-104

Grases F., Costa A. and Sohnel O., Cristalizacién en disolucién,. Conceptos

basicos, Editorial Reverté, Barcelona Espafia, 2000, 7-60

Moreno A., Bolanos V. and Mas J., De la disolucién a la cristalizacion de
macromoléculas biolégicas, Editorial. JGH Editores, S. A. de C.V., México D.F.,
(2000), 1-39

Kadri A., Damak M., Lorber B., Giegé R., and Jenner G., Pressure versus pH
phase diagrams of two lysozymes crystallized in agarose gel, High Pressure
Research, (2003) 23, 485-491

Astier J. P., Veesler S. and Boistelle R., Protein crystals orientation in a
magnetic field, Acta Crystallographica, (1998) D54, 703-706

Yin D., Wakayama N. |, Wada H. and Huang W., Significant effects of
magnetic and gravitational fields on the morphology of protein crystals
(orthorhombic lysozyme crystals grown using NiCl, as crystallization agent),
Journal of Physical Chemistry, (2003) B107 14140-14144. -

Sazaki G., Moreno A. and Nakajima K., Novel coupling effects of the magnetic
and electric fields on protein crystallization, Journal of Crystal Growth, (2004)
262, 499-502.

Kocherbitov V., Arnebrant T. and Sdéderman O., Lysozyme - Water
Interactions Studied by Sorption Calorimetrym, Journal of Physical Chemistry,
(2004) 108, 19036-19042.

Rosenberger F., Protein crystallization, Journal of Crystal Growth, (1996) 166,
40-54.



Tanford C. and Wagner M. L., Hydrogen ion equilibrium of lysozyme, Journal
of American Chemical Society, (1954) 76, 3331.

Fredericks W. J., Hammonds M. C., Howard S. B. and Rosenberger F.,
Density, thermal expansivity, viscosity and refractive index of lysozyme
solutions at crystal growth concentrations, Journal of Crystal Growth (1994)
141, 183.

Dubin S. B., Clarck N. A. and Benedek G. B., Measurement of the rotational
diffusion coefficient of lysozyme by depolarized light scattering: configuration of

lysozyme in solution, Journal of Chemical Physics., (1971) 54, 5158.

Vassos B. H. and Ewing G. W., Electroquimica analitica, Editorial Limusa,
México (1987), 13-25 y 55-78.

Nieto M. E., Frontana U. B., Sazaki G. and Moreno A., Investigations on
electromigration phenomena for protein crystallization using crystal growth cells
with multiple electrodes: effect of the potential control, Journal of Crystal Growth
(2005) 275, 1437-1446.

Eggins Brian R., Chemical sensors and biosensors, John Wiley & sons,
Northern Ireland, UK, (2003),. 1-27 y 69-124

D’Souza S.F., Surface inmobilization of food relevant microbial cell through
adhesion, Food Biotechnology, (1990) 4, 373-382.

D’Souza S. F., Microbial biosensors, Biosensors and Bioelectronics, (2001) 16,
337-353.

Lai K., Grimsley J. K., Kuhimann B. D., Scxapozza L., Harvey S., DeFrank
J., Kolakowsky J. and Wild J., Rational enzyme design: computer modelling
and site-direct mutagenesis for the modification of catalytic specificity in
organophosphorus hydrolase, International Journal for Chemistry, (1996) 50,
430-431.



Zhang S., Wright G. and Yang Y., Materials and techniques for
electrochemical biosensors design and construction, Biosensors and
Bioelectronics, (2000)15, 273-282.

Alvarez I. M., Kalisz M. H., Hecht H. J., Aumann K. D., Schomburg D. and
Schmid R., The design of enzyme sensors based on the enzyme structure,
Biosensors and Bioelectronics, (1995) 10, 735-742.

Donald L. and Jeffrey A. H., Surface treatment of polymers for
biocompatibility, Annual Review of Materials Research, (1996) 116, 2225-2226.

Gopel W. and Heiduschka P., Interface analysis in biosensors design,
Biosensors and Bioelectronics, (1995) 10, 853-883.

Davis A., Genders J. D. and Pletcher D A first course in lon permeable

membranes, The electrochemical Consultancy, England (1997), 1-31.

Gill A, Lillie G., Farance G. and Vadgama P., Biocompatible interfaces for
biosensors, Intern. Journal of Environmental Analytical Chemistry, (2005) 85,
699-725.

Takimoto N., Ohira A., Takeoka Y. and Rikukawa M., Surface morphology
and proton conduction imaging of nafion membrane, Chemistry Letters (2008)
37, 164-165.

Gierke T. D. and Hsu Y., In Perfluorinated ionomer membranes, ACS
Symposium series 180, ed. by A. Eisenberg, L. Yeager, American Chemical
Society, Washington, DC. (1982), 283-284.

Nieto Mendoza E. Tesis de maestria en ciencias quimicas, Investigacion sobre
el fendmeno de electromigracion en la cristalizacion de proteinas, usando
celdas de crecimiento de cristales con multiples electrodos, Posgrado en
Ciencias Quimicas, UNAM, 2005.



Mirkin Bril N. Tesis de doctorado en Ciencias Quimicas, Cristalizacion de
proteinas en presencia de un campo eléctrico interno; disefio y estudios
cristalogréficos de sensores biolégicos, Posgrado en Ciencias Quimicas,
UNAM, 2005

Chayen N. and Saridakis E., Is lysozyme really the ideal model protein?,
Journal of Crystal Growth, (2001) 232, 262-264.

Moreno A. and Sazaki G., The use of a new ad hoc growth cell with parallel
electrodes for the nucleation control of lysozyme, Journal of Crystal Growth
(2004) 264, 438—-444.

Dean J. A., Lange’s Handbook of Chemistry, Edit. Mc. Graw-Hill, XIlII edicion,
U.E., (1985), 6-1 y 6-19.

Lee H. M., Kim Y. W. and Baird J. K., Journal of. Crystal Growth, (2001) 232,
294-300.

Rosenberger F., Protein crystallization, Journal of Crystal Growth, (1996) 166,
40-54.

Takimoto N., Ohira A., Takeoka Y. and Rikukawa M., Surface morphology
and proton conduction imaging of nafion membrane, Chemistry Letters (2008)
37, 164-165.



	Portada
	Índice de Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Planteamiento del Problema
	IV. Hipótesis
	VI. Parte Experimental
	VII. Resultados y Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Referencias BIbliográficas

