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INTRODUCCION

Reciben el nombre de biosensores aquellos dispositivos capaces de realizar la medida
de una cierta magnitud, utilizando para ello, directa o indirectamente, un determinado
compuesto de tipo bioldgico. Por su parte, algunos autores coinciden en denominar
biosensores a todos aquellos dispositivos capaces de realizar medidas de tipo
biol6gico independientemente de su principio basico de funcionamiento. En los ultimos
treinta afnos, los biosensores han experimentado un desarrollo tecnolégico muy
importante y especialmente como aplicaciones de los lon-Sensitive Field Effect
Transistors (ISFETs) a la medida de magnitudes normalmente de tipo quimico. Esto es
apreciable desde la aparicion del primer trabajo[1] realizado en 1980 por Caras y
Janata consistente en un ISFET sobre cuya puerta se deposito un componente
biologico (penicilinasa) generandose reacciones biocataliticas de reconocimiento y la

aparicién de complejos enzima-sustrato.

Este trabajo y otros realizados en la década de los 70 del siglo pasado, aumento el
interés en los ISFETs con la finalidad de crear dispositivos que reconocieran
selectivamente moléculas y iones en soluciones o gases. Los trabajos sobre
membranas capaces de albergar enzimas, células, antigenos que se ubicaban sobre
el 6xido aislante de puerta del ISFET con la finalidad de detectar sustancias, dio origen
a dispositivos conocidos hoy como MeMFETs (Membrane Field-Effect Transistors),
EnFETs, (Enzyme-modified Field Effect Transistors) e ImnmFETs (Immuno- Field-Effect
Transistors). Todos ellos estan basados en el principio de efecto de campo, en el que
la corriente superficial del semiconductor se modula mediante las variaciones del
potencial en la puerta, generalmente constituida por la interfase aislante-electrolito [2].
Otro de los dispositivos que trabajan bajo este principio con variaciones en su
constitucion es el OFET (Organic Field-Effect Transistors) basados en soluciones
procesadas poliméricas. Un OFET muestra un oligomero o polimero como
semiconductor organico (ejemplo: poli(2,5-thienylene vinylene) PTV), un aislante de
puerta tal como el PMMA (polimetil-metacrilato) ubicado sobre la puerta del dispositivo
constituido por un substrato de silicio altamente dopado y actuando como electrodo.
Trabajos realizados utilizando dieléctricos organicos estan generando OFETs de gran
desempeno[3-6].

Siguiendo el principio basico de efecto de campo, una de las aplicaciones de mayor
éxito ha sido la medicion de pH mediante el uso de un ISFET cuyo 6xido de puerta



formado por una capa de nitruro de silicio y didxido de silicio constituye una membrana
selectiva a los iones H+. El éxito de este dispositivo radica en el hecho que puede ser
fabricado utilizando los mismos materiales aislantes usados habitualmente en la
tecnologia de los semiconductores y fabricacién de circuitos integrados, tales como:
SiO,, SizN, 0 Al,Os.

Los biosensores basados en ISFETs mas desarrollados hasta hoy son los
enzimdticos, esto es, los EnFETs, basados en las reacciones biocataliticias de
reconocimiento y formacién de complejos sustrato-enzima. Los EnFETs descritos en la
bibliografia [7-16] estan referidos en su mayoria a la determinacion de urea, glucosa y
penicilina basandose en la medida indirecta del pH. De acuerdo a lo mencionado
anteriormente, Caras y Janata desarrollaron el primer EnFET sobre la base de un
ISFET de pH para la determinacion de la concentracién de penicilina. Con este
dispositivo se observa la influencia que ejerce la capacidad amortiguadora de la
solucién en la sensibilidad y en el rango de respuesta del sensor. Posteriores estudios
tedricos demostraron que la respuesta de estos sensores estaba afectado por la
velocidad de transporte difusional de las especies que reaccionan; los resultados
experimentales obtenidos con ISFETs de glucosa y penicilina se ajustaban “a
posteriori” con la reaccién enzimatica y los equilibrios obtenidos.

ESTUDIOS PREVIOS SOBRE ENFET DE UREA

A partir de los resultados del primer EnFET, basado en la medida del pH y de los que
continuaron en esta linea, se someti6 a estudio el mecanismo de respuesta para
diferentes condiciones de medida. Caras y Janata [17-19], establecieron un modelo
tedrico sobre la base de los fendmenos de transporte y cinética molecular que tienen
lugar en la superficie de la membrana. Este modelo sefala que la respuesta del sensor
dependia de la capacidad amortiguadora de la solucibn de manera que para
capacidades amortiguadoras altas, el limite de deteccién aumenta y la sensibilidad
disminuye. Posteriormente, Eddowes [20-22] sugirié que para cinéticas enzimaticas
bastante rapidas, el limite inferior de respuesta estaba determinado por la capacidad
amortiguadora de la solucién, siendo la reaccion en esta zona limitada por fenémenos
de transporte, mientras que el limite superior de respuesta viene definido por la
constante de Michaelis-Menten de la enzima.



Mas tarde, Glab y sus colaboradores establecieron un modelo teérico basado en las
reacciones de disociaciones de todas las especies presentes. Los resultados de los

valores experimentales encontrados con un sensor de urea confirmaron su hipétesis.

Uno de los campos donde los EnFETs tienen aplicaciones importantes es la salud,
donde se han realizado considerables avances apuntando entre otros aspectos a
reemplazar las prestaciones que ofrecen los Electrodos Selectivos de lones (ISE, lon
Selective Electrode) por los ENFETs debido a las ventajas que ofrecen como son sus
pequenas dimensiones, baja impedancia de salida, parametros eléctricos adecuados
(corriente y tension de polarizacion pequenas), buena respuesta al ruido asi como la
posibilidad de produccién industrial masiva a partir de la tecnologia de base utilizada
en la fabricacion de circuitos integrados, lo que adicionalmente permite conseguir
como valor afiadido, otras ventajas tales como la fabricacion de multisensores, la
integracién en un dnico “chip” del dispositivo sensor junto con el circuito de
procesamiento de sefal apropiado y el conseguir un primer encapsulado automatico a
nivel oblea. Otro tipo de ventajas dependiendo de la aplicacién se derivan de las
pequenas dimensiones del dispositivo sensor lo que posibilita trabajar con pequenas
cantidades de solucion a analizar con el consiguiente ahorro de muestras y reactivos

quimicos.

Una aplicacion importante, sobre la que versa el trabajo de investigacién que se
expone en esta memoria, consiste en la “monitorizacion” del tratamiento que se hace a
los enfermos del rifidn que deben ser sometidos a didlisis periddicamente. Este
tratamiento consiste en ver como ha evolucionado fundamentalmente la concentracién
de urea del paciente previamente a la didlisis. Por otro lado se considera la
observancia de la urea por tratarse del producto final de la degradaciéon de las
proteinas en el cuerpo humano aumentando a medida que decrece la velocidad de
filtracién glomerular. Para la medicion de la concentracion de la urea existen varios

métodos que parten de la reaccién de tipo hidrdlisis catalizada por la enzima ureasa:

(NHZ)ZCO + 2HQO — 2NH3 + HZCO3 1

Estos métodos se basan en la medida de la concentracion de los productos de la
reaccion antes sefalada tal como: NH3, CO,, NH*, y H". Manteniendo un medio de pH
constante, la concentracion de los productos de la reaccién enzimatica aumentan

linealmente con la concentracion de la urea afnadida y por lo tanto la respuesta



obtenida sera de tipo Nernstiana para sensores de NH3;, NH*, y CO,. Sin embargo
cuando el sensor interno es de pH, la respuesta no sigue el mismo comportamiento en
todo el rango de medida debido a que la variacion de pH no es proporcional a la
cantidad de urea anadida sino que esta determinada por los equilibrios de disociacion
de las especies presentes en la solucion.

Otro de los métodos para la determinacién de la concentracion de urea son los
espectrométricos [23] que no pueden ser aplicados directamente a muestras
coloreadas o fluidos biolégicos. Los métodos convencionales de determinacion de
urea estan basados en su mayoria en una reaccién directa del color [24-26] o en las
mediciones espectrométricas del amonio que se produce mediante la hidrélisis de la
urea a través de la ureasa [27,28]. Desafortunadamente estos métodos implican
complicados y delicados procedimientos que los inhabilitan para la realizacién de una
monitorizacion continuada del paciente durante el proceso de didlisis.

Ultimamente se viene trabajando con resultados importantes con las denominadas
“lenguas bioelectronicas potenciométricas” para el andlisis de urea y iones alcalinos en
muestras clinicas, su implementacién implica el uso de un arreglo de biosensores y de

electrodos selectivos de iones con dos técnicas de calibracion multivariada[29].

OBJETIVO DE LA TESIS

El trabajo de investigacion que se describe en la presente memoria se plantea como
objetivo el desarrollo de un EnFET con aplicacion clinica en la medicion de la
concentracién de urea de manera indirecta en liquido dializado para propésito de
diagnéstico clinico mas rapido, exacto y utilizando pequefias cantidades de
componentes quimicos, especificamente en didlisis. EIl ENFET implementado atiende
a la reaccién quimica antes descrita utilizando una membrana enzimatica con la

ureasa como la enzima escogida por catalizar a la urea.

Para conseguir el objetivo planteado, se ha disefiado y puesto a punto la tecnologia de
fabricacion del ISFET. Sobre la base de los resultados obtenidos por el propio autor en
el desarrollo de su tesina, se ha desarrollado el tratamiento previo del transductor
ISFET, su acondicionamiento y obtencion de la sensibilidad adecuada para la
aplicacion clinica que se persigue. Se ha puesto también a punto el proceso de

formacién de la membrana enzimatica conveniente, asi como la técnica de



inmovilizacién de la enzima ureasa y la “fijacion” de la enzima ureasa sobre el
transductor ISFET. La fijacion de la membrana es uno de los puntos criticos del micro-
sensor puesto que el periodo de vida del dispositivo depende totalmente de la
“calidad” de la misma. Finalmente se han caracterizado los dispositivos EnFET
obtenidos.

El trabajo realizado ha generado un ENFET de facil industrializacion, con un tiempo de
vida superior a dos meses y medio, eficiente para la medida indirecta de la
concentracion de urea en sangre a partir de la medida de la concentracién de urea en

el liquido dializado.

El dispositivo se ha verificado en laboratorio realizando medidas de la concentracién
de urea sobre muestras ideales y comparando las medidas obtenidas con el

dispositivo con medidas realizadas segun procedimientos analiticos convencionales.

Posteriormente, el dispositivo se ha validado en aplicacion realizando medidas de
concentracion de urea en muestras de liquido dializado de pacientes del Hospital Parc
Tauli recogidas en distintas etapas del proceso de didlisis y procediendo a comparar y
hacer las correlaciones respectivas con los valores medidos sobre las mismas
muestras por personal clinico especializado en el trabajo con pacientes renales y
sometidos a didlisis frecuente.

Con los resultados satisfactorios que se han obtenido se tiene el camino expedito para
integrar todo un sistema que ademas del sensor antes descrito también considere la
electrénica de procesamiento de la sefal apuntando a distintos objetivos: (1) Disponer
de medidas continuadas del proceso de hemodialisis que permitan objetivar la calidad
del mismo. (2) Personalizar el proceso dependiendo de las caracteristicas particulares
de cada paciente y también de las condiciones especificas en que se encuentre en el
momento de iniciar cada tratamiento periddico, ya que la ingesta, el estado fisico, el
ejercicio realizado, etc. en los dias inter-proceso, influyen notablemente en la
necesidad de un mayor o menor tiempo de proceso (3) Adecuar la velocidad de
extraccion a las necesidades puntuales consiguiendo menores tiempos de didlisis y
evitando el riesgo de perdidas bruscas de presion, mareos, etc.

Finalmente indicar que el presente trabajo generé papers en funcién de los avances
que se realizaban y que aparecen en las memorias de los congresos



BIOSENSORS2000, BIOSENSORS2002, SBCCI2000(Congreso Brasilefio de
Concepcion de Circuitos Integrados).

ORGANIZACION DE LA MEMORIA

En los capitulos | y Il se introducen los distintos tipos de sensores y biosensores
respectivamente dando las referencias adecuadas para situar al lector en el estado del
arte.

El capitulo 11l se dedica a estudiar los aspectos clinicos mas relevantes del proceso de
hemodidlisis con la idea de introducir al lector en los conceptos y técnicas y detalles
que se consideran relevantes para la comprensién de la idea general y del objetivo de
la investigacion realizada con esta finalidad clinica.

En el capitulo IV se detallan todos aquellos aspectos tecnolégicos investigados y
desarrollados para la puesta a punto de la tecnologia de fabricacion de los dispositivos
EnFET adecuados para la aplicacién que se persigue. Se dan también y se discuten
en este capitulo, los resultados obtenidos y la evaluacién en laboratorio de los
dispositivos desarrollados por tanto se muestra la experimentacion y validacion del
dispositivo sobre la aplicacion.

Por dltimo, en el capitulo V se resumen brevemente las principales aportaciones y
conclusiones que se desprenden del presente trabajo asi como una sintesis de los
trabajos que, sobre esta base, se pretenden realizar en un futuro.
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CAPITULO |I: SENSORES QUIMICOS




L. SENSORES QUIMICOS

Los sensores quimicos son dispositivos capaces de transformar informacién “quimica”
(composicién, presencia de determinado elemento o ibén, concentracidon, actividad

quimica, presion parcial, etc.) en una senal analiticamente util [1].

Estan formados por dos elementos: el receptor, y un transductor. El receptor es un
elemento de reconocimiento molecular o iénico que interacciona selectivamente con el
componente especifico (analito) que se encuentra en la muestra, generando una
senal fisico-quimica que el transductor transformard en una sefal procesable
(generalmente eléctrica). Los dos elementos del sensor quimico resefiados pueden
encontrarse integrados o no, pero de cualquier forma deben estar conectados, debido
a que la senal generada en la reaccién de reconocimiento (de tipo electroquimico,
optico, térmico o masico) sera transformada por el transductor en una sefial que en
ultimo término es del dominio eléctrico. La “conexion” entre el elemento receptor vy el

transductor se materializa mediante los procesos conocidos como inmovilizacién [2].

Cuando la parte receptora y el transductor se encuentran integrados, formando un
mismo componente, al elemento transductor se le considera como un sensor quimico.
En otros casos para prevenir las interferencias que modifiquen el correcto proceso de
transduccién se utilizan membranas que separan al transductor del receptor. Lo
anterior implica que los transductores deben su accién a un material con propiedades
determinadas de transduccion (por ejemplo, un cristal piezoeléctrico) como a un
dispositivo que facilita un tipo de transduccién determinada (por ejemplo, un dispositivo
de ondas acusticas superficiales).

1.1 TRANSDUCTORES QUIMICOS

Una de las clasificaciones que se hace de los sensores quimicos es considerando el
principio de funcionamiento del elemento transductor. Los transductores quimicos son
un tipo de sensor que dan una respuesta, generalmente eléctrica u 6ptica, en funcién
de un parametro fisico-quimico. Los transductores mas importantes para la medida de
pardmetros quimicos son: Los Electrodo selectivo a iones (ISE), sensores
amperométricos, Transistores de efecto de campo sensibles quimicamente (Chemical
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Field Effect Transistor, ChemFET), sensores piezoeléctricos sensibles quimicamente y
los transductores épticos (optrodes).
Los principios de transduccion utilizados en los sensores quimicos en general, se

pueden clasificar en [3]:

.1.1 GRAVIMETRICOS

Los sensores que utilizan el principio de transduccién gravimétrico, llamados también
sensores gravimétricos, se basan en la medicién de un cambio de masa originada por
la acumulacién selectiva del analito sobre una superficie modificada y que logra
modificar la propiedad del material transductor. En este caso, los transductores
proporcionan una muy alta resolucion y estos pueden ser: dispositivos de onda
acustica superficial (SAW) o cristales piezoeléctricos.

.1.2. TERMICOS

Para el caso de sensores térmicos, estos transforman el efecto calorifico de la
interaccién entre el analito y el receptor en una sefal eléctrica. Los transductores mas
utilizados son los termistores o dispositivos piroeléctricos. Los termistores presentan
un principio de operacion basado en la medicion de la diferencia de temperatura

debido a una reaccion enzimatica de tipo exotérmica o endotérmica.

1.1.3. OPTICOS

Los sensores 6pticos, utilizan el efecto de las reacciones quimicas sobre fenémenos
opticos, que se originan debido a la interaccién entre analito y receptor, produciendo
finalmente sefiales generalmente optoelectrénicas. Los detectores mas conocidos son:

fotodiodos, fototransistores e interferémetros.

I.1.4. ELECTROQUIMICOS

Finalmente, los sensores electroquimicos transforman la interaccion electroquimica
entre el analito y el receptor en una sefal eléctrica. El parametro medido puede ser la
conductividad entre dos electrodos o la intensidad de corriente a través de un
electrodo polarizado o el potencial entre dos electrodos. Dichas mediciones se
realizan basados en principios de la quimica electroanalitica tales como:
Conductimetria, Amperometria y Potenciometria. Los transductores electroquimicos
son los que mas publicaciones cientificas han generado en los ultimos afos [4,5].
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Veremos a continuacién las caracteristicas mas importantes de estos sensores,

considerando el tipo de transduccion electroquimico.

1.1.4.1 SENSORES CONDUCTIMETRICOS

Estos dispositivos estan basados en la medida de la variacién de la conductividad
entre dos electrodos inmersos en una solucion provocados por el analito. Esta
conductividad es medida al aplicarse un potencial de pequefna amplitud de corriente
alterna para evitar la polarizacion en la sustancia. La presencia de elementos i6nicos
genera un incremento en la conductividad cuya evaluacion permite la medicidon
indirecta de ciertas especies. Esta forma de medicion se suele utilizar para caracterizar
algunos liquidos y/o superficies de electrodos modificados[6,7].

Los transductores conductimétricos para biosensores han sido desarrollados hace
poco mas de tres décadas aproximadamente [8]. Muchas reacciones catalizadas por
enzima han sido estudiadas en soluciones homogéneas usando métodos
conductimétricos. Un trabajo inicial en esta area se realiz6 con urea y usando como
enzima a la ureasa, estando el sustrato inicialmente descargado para luego realizarse
la hidrélisis y alcanzar especies cargadas [9,10]. También se han desarrollado
biosensores conductimetricos mediante la modificacién de electrodos con material

biol6gico atrapado en polimeros conductores[11,12].

Un aspecto peculiar de este tipo de biosensores es que, al contrario de lo que sucede
con los ISFET, no necesitan electrodo de referencia.

1.1.4.2 SENSORES AMPEROMETRICOS

El principio amperométrico consiste en la medicién de la corriente que fluye en un
electrodo como resultado de la aplicacion de un potencial al mismo respecto a un
electrodo de referencia. Un tercer electrodo, denominado auxiliar, es necesario en la
mayoria de casos para completar la celda electroquimica[13]. Mediante esta técnica se
obtienen respuestas de intensidad de corriente que son funcion lineal de la

concentracion.

La corriente medida tiene tres fuentes diferentes. La primera es una corriente de tipo
capacitivo que fluye a través de la celda y se debe al proceso de carga y descarga de
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la doble capa electroquimica. La segunda, es una corriente de tipo faradaico la cual se
origina por las reacciones quimicas; esta corriente produce un cambio en el estado
redox de algunas especies de la solucién o en el mismo material del electrodo. La
tercera se debe a la corriente que puede producirse cuando un electrodo se sumerge
en un electrolito experimentando efectos de adsorcion. De estas tres corrientes, la

corriente faradaica es la corriente de mayor interés en el analisis amperométrico.

La corriente faradaica es una medida de la velocidad de la reaccién electroquimica
que se produce en el electrodo. Esta corriente es directamente proporcional a la
concentracion de especies reducidas y oxidadas y es muy apropiada para aplicaciones
analiticas. Por tanto se aprecia que la corriente implicada en los sensores

amperomeétricos es el resultado de una reaccion electroquimica neta
1.1.4.3 SENSORES POTENCIOMETRICOS

Estos sensores entregan la informacién analitica como una sefal de potencial eléctrico
a partir de la conversion obtenida en el proceso de reconocimiento. Este potencial
eléctrico es proporcional a la actividad (concentracién) de especies generadas o
consumidas en la etapa de reconocimiento y se genera en la interfase solucion-
transductor. El potencial eléctrico generalmente es medido bajo condiciones de
intensidad de corriente cero. Este tipo de transduccion es muy importante para la
aplicacién con biosensores debido a su selectividad, simplicidad y bajo coste.

La relacion entre el potencial eléctrico y la actividad del analito esta expresada por la
ecuacion de NERNST:

E=E+ Mlog(ai) 1.1
nkF
Donde:
E es lafuerza electromotriz del electrodo selectivo de iones
E° es el potencial normal del electrodo de referencia a las condiciones estandar.
a; es la actividad del ién primario a ser estudiado.
R es la constante de los gases (8.3144 JK'mol™)
T es la temperatura absoluta
n es el numero de carga del ion

F es la constante de Faraday (9.6485x10* Cmol™)
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La “actividad” indica la capacidad reactiva de los iones en la solucién. En términos
practicos se trabaja mas con la concentracién del idén principal que con su actividad la
cual esta relacionada con la concentracion por el coeficiente de actividad, el cual mide
la eficiencia con que una especie influye en un equilibrio. Es importante mencionar que
la concentracién de una especie idnica en solucion esta afectada por la fuerza iénica.
Esta propiedad altera la capacidad reactiva de los iones en la solucién debido a las
interacciones electrostaticas (atraccion y repulsion) entre los mismos, siendo mas
pronunciada con el aumento de la concentracion. En soluciones muy diluidas la fuerza

ibnica es minima y no afecta el comportamiento de los iones en la solucion [14,15].

Entre los transductores mas utilizados para este tipo de sensores se tiene a los
electrodos selectivos a iones (ISE)[16] en donde se modifica el electrodo de trabajo
con una membrana selectiva a un ién determinado. Otro de los transductores muy
usados ultimamente son los transistores de efecto de campo sensible a iones, ISFETs
[17] y su modificacién con membranas selectivas CHEMFET[18].

1.1.4.3.1 ISE

Es uno de los transductores mas utilizados en los sensores potenciométricos y se
caracteriza por tener una membrana selectiva que establece la preferencia del sensor
ante un analito especifico en presencia de varios iones interferentes existentes todos
en la muestra de trabajo. Si los iones pueden atravezar la frontera entre dos fases,
entonces se alcanza un equilibrio quimico con potenciales diferentes en las dos fases.
Por otro lado, si solamente un tipo de i6n puede ser intercambiado entre las dos fases,
entonces la diferencia de potencial formada entre las dos fases es gobernada
Unicamente por la actividad de este i6n en aquellas fases.

Cuando la membrana separa dos soluciones de diferente actividades ionicas (a1l y a2)
y esta condicionada a ser permeable a este simple i6n, entonces la diferencia de
potencial E atravez de la membrana es descrita por la ecuacion de Nernst vista en la

ecuacion 1.1 pero en funcion de las actividades i6nicas seria :

2303RT. 4 /
E=2""""" log(*2 .2
e g( al)

Si la actividad del i6n especifico en la fase 1 se mantiene constante, se tendria la
siguiente expresién considerando a, (a;) como la fase de trabajo
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E = 2.303RT/n,F - log (a/a;) = const + S - log (a) 1.3

Donde S = 59.16/n (mV) a 298 K y n es el numero de carga del analito. La diferencia
de potencial puede ser medido entre dos electrodos de referencia idénticos colocados
en dos fases. En la préctica la diferencia de potencial o fuerza electromotriz se mide
entre el electrodo selectivo a iones y el electrodo de referencia colocados en la misma
solucién. Esta medicion se realiza cuando la corriente es cero lo cual significa
condiciones de equilibrio. El equilibrio significa, en este caso, que la transferencia de
iones desde la membrana a la solucion es igual a la transferencia desde la solucion
hacia la membrana. La sefial medida es la suma de los diferentes potenciales
generados en las interfases sélido-solido, solido-liquido y liquido-liquido[19].

La membrana sensible a iones puede ser preparada como : a) una membrana soélida
(membrana de vidrio o cristal) ; b) membrana liquida, basada en por ejemplo el
intercambiador clasico de iones con portador neutral o cargado ; ¢c) membrana en
electrodo especial como es el caso de los electrodos de enzima o las que se usan
para sensar gases, en estos casos se requiere de un componente selectivo del analito
como responsable del proceso de reconocimiento.

1.1.4.3.2 ISFET

Los sensores de estado sélido han sido ampliamente utilizados en la determinacién de
especies quimicas [20]. Actualmente mediante el uso de sensores quimicos basados
en silicio se pueden determinar las concentraciones de un gran niumero de iones en
solucion [21] siendo uno de estos el ISFET (lon-Sensitive Field-Effect Transistor) que
fue presentado por Bergveld [17,22] como un nuevo dispositivo que combinaba las
propiedades quimicamente sensibles de las membranas de vidrio con las
caracteristicas de conversibn de impedancias de los MOSFETs (Metal-Oxide-
Semiconductor-Field-Effect-Transistor).

Un ISFET tiene una estructura similar al de un MOSFET convencional, con la
diferencia que el metal de la puerta del MOSFET ha sido reemplazado por un
electrodo de referencia y una solucion quedando el oxido de puerta del MOSFET en
contacto directo con la solucién. En la estructura del ISFET, el material selectivo a los
iones no colabora en la conduccién eléctrica, pero sin embargo es posible detectar la

variacion del potencial en la interfase aislante-solucion, definida termodinamicamente
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considerando la superficie de una capa no-hidratada y de una capa aislante ideal pero
selectiva a los iones que desempena el papel de un electrodo selectivo de iones [23].

El principio de funcionamiento del ISFET esta basado en la sensibilidad al pH de la
capa aislante inorganica que se encuentra en contacto directo con la solucion,
pudiendo ser estos aislantes SiO,, SisN,, Al,O3 ,Ta,0s. y trioxido de tungsteno amorfo
(a-WOQOs3) [24]. Cualquiera de los tres ultimos materiales ofrece una sensibilidad quimica
del dispositivo diferente en el rango de 53-57 mV/pH muy similar a la alcanzada en el
caso del SizN, que suele estar entre 52-56 mV/pH y bastante diferente a la mostrada
por el oxido de Silicio que puede estar entre 29-36mV/pH. Sin considerar a este ultimo
aislante, los anteriores (SizN4;, AlbO3 ,Ta,Os. y el a-WO3) se caracterizan porque
proporcionan una gran estabilidad en la respuesta, un tiempo de vida efectivo muy
largo y una selectividad muy importante puesto que la influencia de los iones
interferentes Na* y K* en la sensibilidad es muy pequefa [25].

Los fenédmenos que explican el comportamiento del ISFET son complejos debido a
que intervienen procesos fisicos y quimicos. El funcionamiento se debe
fundamentalmente a un fenémeno superficial que puede ser explicado mediante la
Teoria de los Enlaces Locales [26], la Teoria de la Doble Capa Eléctrica y la Teoria de
efecto de campo en la estructura electrolito-oxido-semiconductor todo lo cual permite
entender los mecanismos de respuesta del ISFET [27].

La Teoria de los enlaces locales indica que en la superficie del aislante, considerada
como interfase bloqueada debido a que no se produce intercambio de cargas entre el
oxido y el electrolito[26], existen zonas discretas de carga formados por grupos hidroxil
(-OH) (considerando que el aislante en contacto con la solucién es el SiO,) que al
entrar en contacto con la solucion y dado su caracter hidrofilico, se pueden cargar
positivamente con un i6n hidrégeno o negativamente al perder un protén o quedarse
neutros originandose una variacién de cargas superficiales que generan potenciales
eléctricos que siguen la ecuacién de Nernst (si esto sucede, se dice que el dispositivo
tiene respuesta Nernstiana), de esta manera se tiene la relacion de la diferencia de
potencial en la interfase electrolito/aislante y,, con la sensibilidad al pH propuesto
inicialmente por Yates, Levine y Healy [28] y aplicado por Siu y Cobbold [29] para
explicar la operacién del ISFET respecto al pH[30].
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Para el caso que el aislante en contacto con la solucion es el SisN, se considera que
existen dos centros discretos diferentes, uno formado por Si-OH y el otro por N-H, que
solo se carga positivamente con iones hidrégeno[31]. Por tanto para este caso, se
tendra una superficie siempre cargada debido a que el pH correspondiente al punto
donde la carga neta de la superficie es nula, es diferente para cada centro discreto
originando una respuesta al pH nernstiana. Es conveniente senalar que la introduccién
de SisN, sobre el SiO, proporciona una interfase que bloquea las cargas[32]. En
trabajos posteriores se ubican otras capas para permitir al ISFET ser sensible a otros
iones, por ejemplo, PVC conteniendo valinomicina el cual es un material electroactivo

sensible a iones usado en electrodos sensible a iones de potasio[33,34].

Las expresiones matematicas que gobiernan el comportamiento del ISFET son
similares a las que presenta el MOSFET (tanto para la tension de bandas planas como
para la tension umbral) y se puede llegar a ellas considerando al conjunto de
elementos (electrodo, electrolito, aislante y semiconductor) que conforman el ISFET

como una celda electroquimica.

Epoxy
Encapsulante‘,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

o ]
L Fuente \: 22 Bolucidn a analizar -/ Drenador
eléctrico
\ / \ /SisNJSiQ
N o )
p-5i
Aluninio ?

Figura I.1: Esquema de un ISFET con la estructura EOS(Electrolito-oxido-
semiconductor)

Consideraremos un ISFET con el 6xido de puerta SiO, expuesto directamente al
electrolito (ver fig. 1.1) tendremos las interfases que se muestran esquematizadas en la
figura 1.2. Por otro lado, tendremos en cuenta que al entrar en contacto fases de
diferentes propiedades electroquimicas se genera en la interfase una redistribucion de
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cargas y potencial hasta lograr el equilibrio definido por la igualdad de los potenciales
electroquimicos de los portadores de carga en ambas fases, estableciéndose una
interfase con unas propiedades electroquimicas definidas. Por tal razén, se puede
estudiar las interfases desde un punto de vista electroquimico considerando que
existe equilibrio termodinamico. La celda compuesta por el conjunto de fases que
entran en contacto tiene un mecanismo de operacién que puede ser descrita por

procesos en cada una de las fases y de las interfases.

Las diferentes interfases que aparecen en la denominada celda electroquimica
empezando la descripcion desde la parte superior del gréafico anterior, son: La primera
interfase esta formada por el hilo de cobre con el electrodo de referencia de Ag/AgCl,
luego la segunda interfase lo constituyen el electrodo con la solucién o electrolito, la
tercera interfase esta formada por el electrolito con el aislante SiO,, el cual forma otra
interfase con el semiconductor de silicio y éste en contacto con el hilo de cobre
conectado en la parte inferior del sustrato forma la ultima interfase.

C" | Sii | Si02| ELECTROLITO H ELECTROLITO ‘ Agll ‘Ag ‘ Cui” —

/

Figura 1.2: Esquema de un ISFET en funcién de las interfases que se forman

Después que el “switch simbdlico” es cerrado en el circuito de la figura 1.2 lo cual
equivale a decir que todos los elementos e interfases interactian, el equilibrio puede
ser establecido y se cumple que en todas las interfases las energias electroquimicas

son iguales, por lo tanto entre la referencia y el sustrato de silicio se cumple:

Siendo:

U Potencial electroquimico del electrodo de referencia

1S Potencial electroquimico del semiconductor Silicio
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Esta igualdad corresponde a la alineacién de los niveles de Fermi en los dos contactos
metalicos de cobre interactuantes del sistema. La ecuacion anterior se debe aplicar a
todas las interfases existentes entre el electrodo de referencia y el sustrato de silicio.

El potencial electroquimico (ﬁ,-) de una particula cargada (iones, electrones o huecos)

esta definido como el trabajo total que debe realizarse sobre una carga eléctrica para
trasladarla desde el infinito y colocarla en la parte interior de la fase material. Este
trabajo se descompone en un “trabajo quimico” mas un “trabajo eléctrico”. El primer
trabajo se efectla considerando una fase material carente de cargas o de capa de
dipolos en la superficie, mientras que el trabajo eléctrico es el realizado considerando

solamente las cargas y la capa de dipolos. Por lo tanto, el potencial electroquimico

viene a ser la suma del potencial quimico () y la contribucion a la energia mediante el
potencial eléctrico del medio (9):

Hi=H+299D 1.5
donde:
z; es la valencia de una particula j

g es la carga del electron

Dado que la expresion estadistica de Fermi-Dirac también es aplicable para iones en
electrolitos (ninguna posicién i6nica puede ser ocupada por mas de un i6n) se podria
usar también el término energia de Fermi de iones para el potencial electroquimico de
iones, por lo tanto tenemos que la energia de Fermi y el potencial electroquimico estan
relacionados de la siguiente manera:

Er = U 1.6

Es conveniente sefalar que en funcién del nimero de Avogadro, Na, la expresién

anterior toma la forma de: ; e= Na.Eg.

La igualdad 1.6 es muy importante porque muestra el caracter del sensor quimico
desde el punto de vista eléctrico y establece la relacién entre magnitudes observadas
desde el punto de vista electrdnico y de la mecéanica cuantica. En realidad, el potencial
quimico de los compuestos estudiados en el ambiente en donde esta un material
sensible quimicamente traduce un cambio de la energia de Fermi (igual al potencial
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electroquimico de los electrones) en el conductor metalico externo y este cambio

puede ser medido mediante un circuito electrénico externo.

Supongamos que se aplica un potencial externo Vg a la celda electroquimica,
exactamente entre los extremos del ISFET (entre los conductores de cobre en contacto
con el sustrato de silicio y el electrodo) de tal forma que Vg para iones monovalentes
puede expresarse como[35]:

Vo=@ -0% = (1/q).[ s 1] .7

Donde @ °*, @ son los potenciales electrostaticos en el interior de los conductores
de cobre ubicados en los extremos.

A partir de esta expresion y considerando el analisis entre las diferentes interfases en
donde influyen las cargas libres mediante un potencial y los dipolos orientados en las
superfices interfaciales y tomando en cuenta la analogia con el MOSFET, la tension
umbral de un ISFET sera:

V1 =V + 2% - Qe/Cox (para un MOSFET)

Vi=Veet - Vo + x5 - WS/g-(Qi+ Qg) /Cox + 2¥¢ .8
Donde:
Veet  :Potencial del electrodo de referencia
Yo :Caida de potencial en la interfaz aislante/electrolito
x5! :Potencial del dipolo de superficie del electrolito en la interfaz

aislante/electrolito

WS :Funcién de trabajo del silicio

Q :Carga efectiva por unidad de area en el aislante y en la interfaz
asilante/silicio

Qs :Carga en la zona empobrecida del silicio
Cox  :Capacidad del aislante

We :Potencial de Fermi

De los términos que aparecen en la expresion 1.8 el término y, es el parametro que
introduce “la quimica” debido a que es una funcién del pH de la solucién. Por tanto,
observando las expresiones 1.8 de la tensién umbral V; del MOSFET y del ISFET
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puede concluirse que un ISFET es electronicamente idéntico al MOSFET vy por tanto
puede ser visto como un dispositivo electrénico con una caracteristica adicional: la
posibilidad de modificar quimicamente la tensibn umbral V; mediante el potencial
interfacial en la interfase electrolito/aislante [31].

1.1.2 MODELO DE LA DOBLE CAPA ELECTRICA

Al entrar en contacto dos materiales de diferente densidad se observa que las fuerzas
que operan sobre las particulas en la interfase generan nuevas estructuras con
propiedades diferentes que las del seno de la solucion. Por lo tanto la ordenacion de
las particulas depende de las fuerzas que operan sobre ellas apareciendo entonces

nuevas estructuras en la interfase de los materiales.

En el caso particular de una interfase formada por un electrolito y un aislante se
observara que cuando el electrolito adquiere una carga neta o en exceso, se genera
una fuerza eléctrica o campo eléctrico a través del limite material-electrolito
presentando la otra fase una carga como respuesta al estimulo del campo que surge
del proceso de carga del electrolito. En general, la naturaleza de la respuesta depende
de que el material sea un conductor, un semiconductor o un aislante. Pero en
cualquiera de los casos siempre hay una respuesta[30]. En conclusién, la presencia de
un limite para el electrolito genera una redistribucién de las cargas y de los dipolos
orientables (en comparacion con su distribucién en la masa de las fases). Esta
redistribucion constituye la base estructural de la diferencia de potencial a través de la

interfase.

Diferentes modelos han sido propuestos para explicar el fenémeno de distribucién de
cargas en la interfase. El primero fue propuesto por Helmholtz en 1879 quién suponia
que las cargas en ambos lados de la interfase y a distancia minima se comportaban
como en un condensador de placas paralelas. Los resultados experimentales
muestran que la capacidad de la doble capa depende de la densidad de carga
superficial y por tanto de la concentracién de la solucion por lo que esta propuesta no
fue viable[36].

El modelo actualmente aceptado plantea que en una interfase aislante/liquido los

cambios de la caida de potencial ocurren en el aislante por ser la fase en contacto

menos conductiva. En la interfase mencionada no tiene lugar ningun transporte de
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cargas, generandose una densidad de cargas superficial lamada doble capa eléctrica
de Gouy-Chapman-Stern[37]. La caida de potencial de Helmholtz Vy en el aislante no
proviene de las cargas libres sino que es determinado por un proceso de adsorcién-
desorcién y no por intercambio de electrones como sucederia si en vez de aislante se
tuviera metal. La razon es que la densidad de cargas en el espacio de cargas del
aislante es bastante menor comparado con la densidad que puede estar implicada en
la adsorcién de, por ejemplo, H* o OH". De aqui se deduce porque la adsorciéon de
especies ionicas son predominantes, siendo adsorbidos por la superficie del 6xido y
ubicados en el llamado plano interno de Helmholtz (IHP). En el electrélito se forma la
segunda capa en donde se aprecia los iones solvatados formando el plano exterior de
Helmholtz (OHP). Mas alla de esta zona se ubican las cargas de signo opuesto a la
superficie de oxido (zona de carga difusa o de Gouy-Chapman).
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Figura 1.3: Doble capa eléctrica, concepcion actual
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Los trabajos de Yates et al. [28] y posteriormente Bousse et. al [26] resultan
importantes porque utilizando las teorias de la doble capa eléctrica y de enlaces
locales permiten determinar el potencial en la interfase electrolito/asilante en funcién
de dos parametros simples. Estos parametros son, el pHy,; que sefiala el valor del pH
para el cual la superficie del oxido (aislante) es eléctricamente neutra, y B las cuales
determinan la sensibilidad final del dispositivo. La expresiéon para el potencial en la

interfaz asilante/electrolito de la expresion 1.8 para valores grandes de 3 esta dada por:

w =23k B (pH .. — pH) 1.9

qg B+1

Esta expresion muestra que para valores de B grandes la respuesta se acerca a la
nernstiana y sera lineal con el pH. El valor de B puede ser expresado en términos de
las constantes de equilibrio de las reacciones que se presentan en la interfase, a nivel
superficial en el aislante, en donde la concentracion de iones H* en la superficie: [H]s,
es considerada y se encuentra relacionada con la [H']s en el seno de la solucién

mediante la expresién estadistica de Boltzmann:
7], = 7], exp[_g?o} 110

Resultando la expresion general de la sensibilidad al pH del ISFET en:

=-23—«o .11

Siendo o un parametro de sensibilidad adimensional que varia entre 0 y 1 y expresada

por:

1
a= [.12
(2.3kT/ qz)(Cdif/ B)+1

Donde:

Bint es la capacidad intrinseca del buffer de la superficie del aislante que significa la
habilidad de la superficie del aislante para dejar o tomar protones.
Cqi  es el capacidad diferencial de la doble capa eléctrica.
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Si a=1, el ISFET tiene una sensibilidad nernstiana de 59.16 mV/pH a 298°K
significando ademas la maxima sensibilidad que se puede obtener [35,39].

Finalmente y para efectos practicos podemos obtener una relacion mas simple
observando las expresiones 1.8 y 1.10 de tal forma que se aprecia que en la primera de
las nombradas la tension umbral depende del potencial eléctrico v, que aparece en la
interfaz aislante/electrolito y de un conjunto de términos que se pueden considerar
constantes reunidos en el término K. Lo anterior implica que la tensién umbral es
variable y depende de la actividad de los iones (debido a y,) que se encuentran en la
solucién, por tanto podemos re-escribir la tensién umbral adoptando una expresion

analoga a la del potencial de membrana:

0.05916
q

Vi=K+ loga .13

Considerando la presencia del electrodo de referencia y su contribucién al potencial
externo ubicado fuera del electrodo de referencia Ve que finalmente se medira y con
el cual se trabajara para efectos de determinar la actividad o concentracién del analito

de interés, tendremos la expresion:

0.05916
q

Vext = K1 + loga .14

Esta expresion es sumamente Util para efectos practicos en las mediciones indirectas

de concentraciones de determinados analitos en una sustancia.
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CAPITULO II: BIOSENSORES
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. BIOSENSORES

Un biosensor esta definido como “un dispositivo analitico que utiliza un material
sensible biolégicamente para detectar especies quimicas o bioldgicas sin la necesidad
de procesamiento complejo de las muestras”. Usualmente este material sensible
biol6gicamente se encuentra en contacto con un transductor quién convierte la

respuesta bioquimica en una sefal eléctrica cuantificable[1].

Un biosensor en forma general puede verse (figura 11.1) como un dispositivo analitico
formado por dos componentes fundamentales: Un Receptor (B, capa bioactiva) y un
Transductor, T. Aparte y complementando el trabajo del dispositivo se tiene el

amplificador Ay el registrador de senales, R.

<

BIOSENSOR »{

PRODUCTO = ¢ 1 ANALITO = D INTERFERENCIAS = .

Figura 11.1: Partes de un biosensor; B, Capa bioactiva conteniendo las moléculas de
reconocimiento; T, Transductor. Complementando al biosensor: A, Amplificador; R,
Registrador
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El receptor 6 elemento de reconocimiento biolégico puede ser: acido nucleico, enzima,
anticuerpo, receptor, tejido, célula y si es de naturaleza biomimético puede ser:
Polimero de impresién molecular (PIM), aptameros, Acidos nucleicos peptidicos
(PNAs)

El principio de deteccion de un biosensor se basa en la interaccidén especifica entre el
compuesto o microorganismo de interés (analito o sustrato) y el receptor é elemento
de reconocimiento. Como resultado de esta unién se produce la variacion de una o
varias propiedades fisico-quimicas (pH, transferencia de electrones, de calor, cambio
de potencial, de masa, variacion de las propiedades oépticas, etc) que detecta el
transductor[2]. Este sistema transforma la respuesta del elemento de reconocimiento
en una sefal eléctrica indicativa de la presencia del analito sometido a estudio o

proporcional a su concentracion en la muestra.

Los biosensores pueden clasificarse atendiendo a diferentes criterios, como por

ejemplo:

a. El tipo de interaccién que se establece entre el elemento de reconocimiento y
el analito, pudiendo ser de tipo biocataliticos o por bioafinidad.

b. El método utilizado para detectar dicha interaccién. En este caso puede ser
directa o indirecta.

c. La naturaleza del elemento de reconocimiento. Podemos citar las enzimas,
tejido, organulo, celula, anticuerpo, acido nucleico, PIM, PNA.

d. El sistema de transduccién. De acuerdo a este criterio se tiene:

electroquimicos, dpticos, gravimétricos, térmicos, nanomecanico.

En funcion de los dos ultimos criterios descritos se tienen también algunas
clasificaciones particulares[3-6] pero esto siempre estara en funcién de la naturaleza
del elemento de reconocimiento que puede ser de diverso tipo y de alli estas

clasificaciones.
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1.1 BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS

Este tipo de biosensores presentan un elemento biolégico como receptor y logran
combinar el poder analitico de los transductores electroquimicos y la selectividad del
elemento bioldgico.

I.1.1 BIOSENSORES ENZIMATICOS

Son aquellos biosensores cuyo elemento biolégico o biorreceptor es una enzima. La
transduccidn electroquimica es muy adecuada para este tipo de biosensores por su
acoplamiento y debido a las propiedades generales que presentan las enzimas. La
enzima a utilizarse en el biosensor debe reaccionar de manera especifica con el
analito que se desea estudiar. Al interaccionar enzima-analito se produce la reaccion
quimica generandose productos que son de inmediato detectados por el biosensor

enzimatico.

11.1.1.1 BIOSENSORES POTENCIOMETRICOS

Este tipo de biosensores generalmente integra material enzimatico con electrodos
selectivos de iones o electrodos potenciométricos de gases. Las enzimas utilizadas,
hidrolasas o de otro tipo, generan productos de reaccion idéneos para ser detectados
por este tipo de electrodos y estos suelen ser: H*, NH,", NH3, CO,, CN, etc[8].

11.1.1.1.1 ENZIMA

Las enzimas son proteinas desarrolladas por las células de los organismos vivos con
la funcién especifica de catalizar reacciones quimicas[7]. Las enzimas que participan
en reacciones quimicas incrementan la velocidad que permite alcanzar el equilibrio,
estando la velocidad definida como el cambio en la cantidad (moles, gramos) de
reactivos o de productos por unidad de tiempo.

Una enzima puede unirse temporalmente a la molécula que se esta transformando

(conocida como sustrato) durante los pasos intermedios de la reaccién, pero al final la

enzima se regenera en su forma original mientras se libera el producto de la reaccién.
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Las enzimas tienen propiedades excelentes con respecto al sustrato traducidos en la
capacidad de reconocer muy selectivamente las estructuras moleculares y de formar
con ellas estructuras mas complejas del tipo enzima-sustrato. Lo anterior se denomina
“especificidad de la enzima” y aparece en su estructura proteica, incluso para aquellas
enzimas que para ser activas cataliticamente deben estar asociadas con moléculas
pequefnas, organicas o inorganicas, llamadas Cofactores. Las moléculas organicas
que tienen funcién de cofactor pueden estar unidas permanentemente (grupo
prostético) o no (coenzima) al resto de la molécula enzimética. La especificidad de la
enzima reside en una region determinada de la superficie enzimatica denominada
“Centro de Fijacion del Sustrato” que es un ordenamiento de los grupos funcionales
en la superficie de la enzima especialmente dispuestos para fijar un sustrato
especifico[7]. En conclusidn, las enzimas combinan el reconocimiento molecular con la

transformacion molecular.

Desafortunadamente, muy pocas enzimas pueden describirse mediante su estructura
molecular. Por ahora, cada enzima se identifica y caracteriza por su efecto catalitico

en una 0 mas reacciones quimicas.

A continuacién citamos las propiedades generales de las enzimas que resultan ser las
“ventajas” de su uso como elementos de reconocimiento molecular en el desarrollo de

biosensores y, en particular, de los de tipo electroquimico[8]:

Alta selectividad para un sustrato (o familias de sustratos).
Mecanismo de accién bien caracterizado.

Mecanismo catalitico rapido y sensible, amplificador de la sefial.
Posibilidad de integracién a distintos modos de transduccion.
Posibilidad de transduccién directa y continua.

-~ ®o a0 T o

Disponibilidad de materiales enzimaticos de distinta clase, origen, actividad

y estabilidad.

g. Posibilidad de determinar grupos de sustancias mediante enzimas
selectivas a dichos grupos o mediante la inhibicibn enzimética que
producen determinados grupos sobre algunas enzimas.

h. Procedimientos de inmovilizacién bien establecidos.

i. Reutilizables.

j. Precio moderado

k. Produccién masiva.
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I.1.1.1.2 CATALISIS

La catdlisis es un proceso en el que aumenta la velocidad a la que una reaccién se
aproxima al equilibrio. Esta velocidad esta en funcion de la energia libre de activacion
G; lo que significa que un catalizador disminuye esta barrera cinética[9].

Un catalizador por tanto, tiene como funcion disminuir la energia inicial necesaria para
que una reaccién quimica se produzca, se caracteriza porque acelera una reaccion
quimica sin cambiar su magnitud y se puede recuperar inalterado quimicamente entre
los productos finales de la reaccion. Por tanto los cambios en las funciones
termodinamicas de estado (energia libre, G; entalpia, H; entropia, S) caracteristicas de
una reaccion, no estan afectadas por la catalisis. Esto significa que una reaccién
quimicamente reversible alcanza el mismo equilibrio en presencia o ausencia de un
catalizador, aunque la reaccién catalizada alcanzard este equilibrio mucho mas
rapidamente a la misma temperatura[10].

Para el desarrollo de una reaccidbn enzimética, primero debe establecerse la
interaccién entre enzima y sustrato, lo cual requiere el acercamiento de este ultimo al
“Centro Activo” de la enzima y el alineamiento correcto del sustrato con respecto a
dicho centro para que se produzca el ajuste inducido. El Centro Activo de la enzima es
una region tridimensional donde se une el sustrato (y el cofactor si participa) y esta
formada por un cluster de grupos funcionales que determinan la afinidad, la
especificidad y la capacidad de transformacion quimica del sustrato en producto de la
reaccion, para tal efecto se menciona que en el Centro activo existe un sitio de enlace
del sustrato o Centro de Fijacion del Sustrato y otro denominado el “Sitio Catalitico”
que estd formado por las cadenas laterales de los aminodcidos involucrados
directamente en el proceso catalitico[11].

Al acercarse el sustrato al centro activo de la enzima se produce un cambio de
conformacion en éste originando el complejo enzima-sustrato en el cual los dos estan
unidos mediante enlaces covalentes o0 no-covalentes (enlaces electrostaticos,
hidrofébicos, de Van der Waals, puentes de hidrégeno, etc). Seguidamente sucede la
reaccion catalitica, en el cual esta involucrado el sitio catalitico y en la que el sustrato
se modifica por diferentes mecanismos. El ultimo paso de la reaccién es el
desprendimiento consistente en que el sustrato modificado, o sea el producto de la
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reaccion, se desprende del centro activo y, en consecuencia, el centro activo de la
enzima vuelve a asumir la conformacion que tenia antes de la interaccion con el
sustrato, sin sufrir ninguna otra modificacion. La enzima puede entonces interactuar

del mismo modo con una nueva molécula del sustrato[11].

Existen diferentes tipos de enzimas , clasificados segun la reaccion que llevan a
cabo[12]:
a. Transferasas: catalizan la transferencia de un grupo quimico, de un sustrato a
otro.
b. Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrdlisis.
c. Liasas: catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formaciones de
dobles enlaces por eliminacion de grupos.
d. Isomerasas: catalizan la interconversiéon de isomeros.
e. Ligasas: catalizan la formacién de enlaces C-C, C-S, C-N, C-O por reacciones
de condensacion acopladas a la hidrélisis de ATP.
f. Oxidoreductasas, catalizan reacciones de oxidorreduccion, es decir,
transferencia de hidrégeno o electrones de un sustrato a otro.

11.1.1.1.3 CINETICA ENZIMATICA

La cinética es el estudio de la velocidad de cambio entre el estado inicial de los

reactivos y productos y su estado final[9].

Los estudios del comportamiento cinético de las reacciones catalizadas por enzimas se
dirigen normalmente hacia la elucidacién de sus mecanismos, con la intencién de revelar
la forma y secuencia con que la enzima se combina con su sustrato y libera los diversos

productos de la reaccion.

Los factores mas destacados, que pueden alterar la velocidad de una reaccion
catalizada por una enzima, son: la concentracién de la enzima, del sustrato, del
complejo enzima-sustrato (ES), del producto o de inhibidores y activadores, asi como

la fuerza idnica, la temperatura y el pH del medio en el cual se realiza la reaccion.
A una concentracién constante de enzima, la velocidad de reaccion se incrementa con el

aumento de la concentracion de sustrato, hasta alcanzar un maximo. Esto significa que

los sitios cataliticos de la enzima se saturan y la reaccién alcanza su velocidad
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maxima. Cuando todos los sitios estan ocupados por sustrato se puede hablar de
Saturacién y es posible explicar el tipo de cinética de acuerdo a lo descrito en 1913 por
Michaelis y Menten, quienes consideran que so6lo un sustrato y un producto son

libremente interconvertibles.

La reaccion enzimatica general representada por el mecanismo de Michaelis y

Menten:
Ky Ks
E+s—>lk ES—®» E+P 1.1
2

Para expresar la ecuacion de la velocidad inicial v, en términos de magnitudes
conocidas, como [S] y [E]o (concentracion estequiométrica total de los centros activos,
siendo [E]o =[E] + [ES]), se aplica el concepto de estado estacionario. Al cabo de
algunos ms de mezclar E y S, la velocidad de formacion de ES(k; [E][S]) se iguala a la
velocidad de descomposicion de ES ((k» + k3)[ES]). De esta forma, la concentracion
del complejo [ES] se mantiene constante en el tiempo[8]. Por tanto se obtiene:

v= VoalST 2
K, +[S]

Esta es la ecuacion de MICHAELIS-MENTEN donde:

Vmax = K3[E]o  es la maxima velocidad de la reaccion,
[S] la concentracion del sustrato y
Km = (K2 + K3)/ K1 la constante de Michaelis-Menten.

El valor K, de una enzima generalmente se encuentra comprendido en el rango(10" a
10°M); cuanto méas pequefio es, implica que la enzima tiene mayor afinidad por su

sustrato y por lo tanto, su unién es mas fuerte.

Por otro lado, la velocidad de la reaccion v, depende de varios factores siendo los mas
destacables:

a. Concentracion del sustrato: La variacion de la velocidad de la reaccion debido a la
concentracion del sustrato se aprecia en la figura 1.2, en ella se puede observar que

para valores pequerios de concentracién de sustrato, [S]<<K,, , la velocidad de la
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reaccion v es  directamente proporcional a la concentracion del sustrato(reaccion de
primer orden), pero para valores grandes de [S] ([S] >>K.,) la velocidad tiende a un
maximo de V. , la reaccion es de orden cero, independiente de la concentracién real del
sustrato, solo depende de la actividad de la enzima (todos los centros activos estan
ocupados por S, es decir [ES]= [E]o ); y de esta manera se explica el fenédmeno de
saturacion. La constante de Michaelis corresponde a la concentracion de sustrato en que
V= Vma/2.

b. Fenémenos de difusion: La interaccion entre la enzima y el sustrato constituye
una condicion necesaria para que se produzca la reaccién considerando la enzima
inmovilizada sobre la superficie o en el interior de una membrana. Para que se
produzca la interaccién, la molécula del sustrato, debe desplazarse hasta la superficie
de la membrana que contiene la enzima y posteriormente difundirse hacia su interior.
En consecuencia, los fendmenos de difusion, tanto del sustrato hacia la membrana
(difusién externa) como en el interior de la misma (difusion interna) influyen en la

velocidad global del proceso.

\'J
A

Vmax —————————————————————————————————

Vmax/ 2

[ >
Ko [S]

Figura 11.2: Representacion grafica de la velocidad de la reaccién en funcién de la

concentracion de sustrato [S], para una reaccién catalizada por enzima.

Sobre la actividad enzimatica es necesario considerar dos factores:

a. Efecto del pH: Una enzima es cataliticamente activa en un rango de pH vy
siendo maxima su actividad a un determinado valor denominado pH 6ptimo (ver figura

[1.3). Este valor depende de la composicion del medio, la temperatura y la estabilidad de
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la enzima en el medio. En todas la reacciones enzimaticas, la velocidad de la reaccion
aumenta con la temperatura. El descenso en actividad catalitica a ambos lados del pH
optimo puede deberse en parte a la desnaturalizacion irreversible de la proteina
enzimatica. Los restantes efectos reversibles de los cambios de pH sobre la velocidad de
una reaccion catalizada por enzima y con un solo sustrato se pueden atribuir
principalmente a la ionizacion dependiente del pH de aquellos grupos acidos y basicos de
la enzima y su sustrato que intervienen en la formacion del complejo ES y de otros

grupos disociables que intervienen en la descomposicién del complejo.

b. Inhibidores de la actividad enzimatica: Los “inhibidores” son compuestos que
al combinarse con enzimas pueden anular parcial o totalmente la capacidad catalitica de
éstas. Pueden actuar combinandose con sustratos, cofactores o diversas formas de una
enzima. Algunos de estos compuestos estan limitados en su efecto inhibidor a una Unica
enzima; otros, afectan a un gran numero de enzimas que realizan funciones cataliticas

muy diferentes.

Los inhibidores pueden ser clasificados de acuerdo a su actuacion en irreversibles y
reversibles.  Un inhibidor irreversible reacciona con una enzima generando un complejo

no disociable, quedando la enzima inactivada.

E+1 —» El 1.3

Tales inhibiciones irreversibles deben distinguirse de la inactivacién destructiva de la
molécula enzimatica causada por la desnaturalizacion general o localizada del lugar

activo o por la degradacion quimica.

V A

>
PHoptimo pH

Figura 11.3. Efecto del pH en la velocidad de las reacciones enzimaticas
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Por otro lado, un inhibidor reversible es aquel que reacciona reversiblemente con al
enzima E.
k

E+l El 1.4

<+—

Esto significa que la inhibicién reversible no es progresiva, en el sentido de que no
continua hasta que todos los lugares susceptibles de la enzima enlazan el inhibidor. En
este caso, el grado de inhibicién esta relacionado con la concentracion del inhibidor [ 1]y

con la constante de equilibrio de la reaccion (k).

1.1.1.1.4 INMOVILIZACION DE LAS ENZIMAS

Inmovilizar una enzima significa adecuarla, mediante tratamiento quimico, fisico o
mixto, para la interaccion con el sustrato buscando la mejor manera de fijarlo al
transductor, siendo este aspecto fundamental para la obtencion de un biosensor. Por
lo tanto, la enzima tiene que ser inmovilizada en una membrana siendo las

caracteristicas de ésta, de importancia critica para la funcionalidad del sensor[13].

En la inmovilizacibn de los componentes bioldégicos (enzima, cofactores,
microorganismos, lectinas, anticuerpos, liposomas, tejidos, organelos) y con la finalidad
de mejorar la adherencia, suele existir un tratamiento previo de la superficie sobre la que
se instalaran; este pre-tratamiento puede consistir en un procedimiento de Silanizacion
consistente en la introduccién de grupos quimicamente reactivos que permiten el enlace

del elemento bioldgico con el transductor[14-22].

Se fijan ciertas consideraciones para trabajar en la inmovilizacion de los componentes

biolégicos:

1. El componente bioldégico debe tener un alto grado de especificidad.

2. La muestra de trabajo debe presentar buena estabilidad con la temperatura, fuerza
ibnica, pH, potencial redox y composicion quimica. No trabajar en condiciones
extremas.

3. Estudiar el dispositivo integrado o dispositivos que se utilizaran para limitar la
contaminacion, la degradacion biolégica del componente bioldgico y/o su modo de
acoplamiento. La superficie activa del transductor debe ser adecuadamente tratada.
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4. Reproducibilidad y simplicidad de los métodos de inmovilizacién con la finalidad de

elaborar biosensores en serie.

El aspecto mas importante que deben satisfacer los componentes biol6gicos

inmovilizados, consiste en mantener su actividad y estabilidad cuando son ubicados en

la membrana sobre el transductor.

Las ventajas que se busca con la inmovilizacion son:

1. Capacitar al componente biolégicamente activo para operar en un rango de pH mas

amplio que el de la solucién o en un rango diferente.

Obtencion de una mayor estabilidad.

Capacidad de interaccionar con su co-enzima para un mejor rendimiento.

Capacidad para co-inmovilizar mas de un componente activo biologicamente.

En la figura Il.4, se muestra una clasificacién de los métodos de inmovilizacion[23-27].

ATRAPAMIENTO

MICROENCAPSULACION

CROSSLINKING ENLACE CON PORTADORA CON GEL
I |
VAN DER WAALS IONICO COVALENTE

ATRAMPAMIENTO
CON FIBRA

Figura 11.4: Clasificacion de los métodos de inmovilizacién de enzima.

Las caracteristicas mas relevantes de los métodos de inmovilizacién son:

1. CROSSLINKING: Esta técnica consiste en obtener una capa de enzima insoluble

en agua a partir de una unién intermolecular de las moléculas de la enzima en

ausencia de un portador. Se suele utilizar un reactivo bifuncional tal como el

glutaraldehido que enlaza la enzima al transductor y estabiliza las enzimas adsorvidas.
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Es muy importante que sean enlazados solamente grupos funcionales de la enzima
que no participan en la reaccion catalitica. Este método de inmovilizacion es
irreversible, resistente a altas temperaturas y a valores altos de pH. Esta técnica ha
sido ampliamente utilizada en la estabilizacion de enzimas[28].

2. ENLACE POR FUERZAS DE VAN DER WAALS: Este es el método mas elemental
y consiste en la adsorcion de enzima sobre un portador mediante fuerzas de Van der
Waals. Esta adsorcién es realizada mediante la adicién de una solucién enzimatica al
portador, de inmediato se procede a lavar y eliminar la enzima no adsorvida. Este
enlace es reversible y no especifico estando influenciado por una amplia variedad de

parametros.

3. ENLACE IONICO: En este método se necesita un portador con residuos de
material intercambiador de iones. Se forma un enlace idnico entre el portador y la
enzima bajo condiciones bien definidas. Este tipo de enlace es mas intenso que el de
Van der Waals, pero igualmente es reversible.

4. ENLACE COVALENTE: La metodologia del enlace covalente entre el transductor
y la enzima se basa en la activacion de grupos quimicos del soporte para que
reaccionen con nucledfilos de las proteinas. De entre los 20 aminoacidos diferentes
que se encuentran en la estructura de las enzimas, los mas empleados para la
formaciéon de estos enlaces son principalmente la lisina, la cisteina, la tirosina, y la
histidina y en menor medida la metionina, la triptéfana, la arginina y los &cidos
aspartico y glutdmico. El resto de aminodcidos, por su caracter hidr6fobo, no se
encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden intervenir

en la unién covalente[29].

5. ATRAPAMIENTO CON GEL: En este caso la molécula enzimatica es atrapada en
una matriz de tipo gel como por ejemplo, celulosa, colageno, o polyacrylamide. Para
evitar la lixiviacion de la enzima fuera de la matriz gel este método se puede combinar
con una etapa de crosslinking quimico. También se suelen usar hidrogeles [30] como
poly(2-hidroxyetil metacrilato) (poly(HEMA)).

6. ATRAPAMIENTO CON FIBRA: Las enzimas también pueden ser atrapadas en

fibras huecas con una pared semi-permeable. En procesos industriales se usan para
este propésito las fibras de acetato y celulosa.
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7. MICROENCAPSULACION: En este método se encapsulan gotitas de solucidon
enzimatica en microcapsulas semipermeables realizadas de polimeros organicos. El
sustrato y los productos de la reaccién tienen que difundirse a través de la pared de
las microcapsulas. Este método permite que el material biolégico estéen contacto
directo con el transductor, manteniendo, a su vez, la alta selectividad de las enzimas
puesto que no se ven afectadas por los cambio de pH, temperatura fuerza idnica en el
medio[29].

La Tabla Il.1 muestra algunos ejemplos de inmovilizacién de enzimas.

ENZIMA METODO DE INMOVILIZACION DE LA ENZIMA
L-Lysine oxidasa Atrapamiento tipo gel [31]
D-Glucosa oxidasa Cross-linking, usando glutaraldehido con BSA sobre
platino [32]
Ureasa Dip coating, ureasa inmovilizada en membrana

diamine etileno o polylysine [33]

Luciferasa y FMN-6xido Atrapamiento gel. Co-inmovilizacion sobre una tira
reductasa de colageno activado[34]
Glucosa oxidasa Co-inmovilizacién de la enzima sobre fibra de nyldn

con aceptor de electrones ferricyanide[35]

Alcohol oxidasa Microencapsulacién. Enzima inmovilizada sobre una

membrana de policarbonato poroso[36].

TABLA II.1: Enzimas y los métodos de inmovilizacién utilizados

Existen diferentes técnicas para la deposicion de membranas con la enzima

inmovilizada sobre superficies que las soportaran, entre las cuales citamos:

1. DIP COATING y CASTING: La forma simple de aplicar una membrana al
transductor es el método del “dip coating”. Este método consiste en introducir el sensor
ya “armado” en una solucion de la membrana. Una membrana delgada se formara
sobre la superficie del sensor al evaporarse el solvente. Desafortunadamente estas

membranas no presentan una buena uniformidad y reproducibilidad.
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El método “casting” es similar y consiste en la aplicacién de una cantidad dada de la
membrana disuelta sobre la superficie del transductor “armado” U oblea usando por

ejemplo, una micropipeta.

Ambos métodos tienen serias desventajas, por ejemplo no son apropiadas para
producciones en serie debido a la pobre uniformidad y reproducibilidad. Estas técnicas
no son muy recomendables. Sin embargo dada su simplicidad son muy usadas.

2. FOTOLITOGRAFIA: Esta técnica es ideal para las membranas por la capacidad
inherente de modelamiento que tiene la fotolitografia. Técnicas tales como el "spinning",
exposicién de UV y el desarrollo de materiales fotosensibles son muy utilizadas y
conocidas por su bajo coste, y facilidad para la produccién en masa haciendo de la
fotolitografia una técnica aplicable alas membranas enzimaticas.

La forma mas simple es la desactivacion de regiones especificas en una membrana
cubierta la cual recibe los rayos UV. Este método fué utilizado por Kuriyama et al. [16]
para la fabricacion de un sensor de urea usando un FET diferencial.

3. LIFT-OFF: Esta técnica fué usada en 1986 para la formacion de una membrana de
glucosa oxidasa basada en una matriz de BSA(Bovine serum albumin)[16]. Para la
adhesién de la membrana a la superficie de silicio se realiza un pre-tratamiento de la
superficie consistente en la silanizacién. Después de la adicion de glutaraldehido a la
solucion de BSA se forma un gel, siendo muy importante la viscosidad y el tiempo de
formacion del gel para la preparacion de la membrana, prefiriéndose los tiempos cortos
en la formacién del gel dependiendo de las concentraciones de la enzima y del
glutaraldehido; en altas concentraciones, se observa que el gel se forma muy
rapidamente; a bajas concentraciones de enzima y glutaraldehido no se forma capa gel.

4. PLASMA ETCHING: El método del grabado por plasma consiste en la accién
combinada de bombardeo de iones y especies reactivas en gas plasma. La selectividad y
velocidad de grabado estan principalmente definidos por la composicién del gas. Algunos
ejemplos son: CF, y C,Fs para el SiO, 0 SizNy4

5. SCREEN PRINTING: En principio se trata de una técnica universal para cobertura
selectiva de superficies planas. Esta técnica consiste en la aplicacion de una pasta a
través de aberturas en una pantalla sobre la superficie plana.
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6. INK-JET PRINTING: Esta técnica se basa en el mismo principio de las impresoras
ink-jet de los ordenadores. Consiste en colocar la solucién quimica que ira en la
membrana en un inyector y desde alli se gotea la solucién (gotas de 50 micras de
diametro) sobre la oblea[15].

I.1.1.1.5 INFLUENCIA DE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Durante el proceso de inmovilizacion, la enzima puede sufrir alteraciones que influyen

en la velocidad de la reaccién catalitica. Estas pueden ser[37,38]:

1. Cambios en la conformacién de la enzima originado por la inmovilizacién y que se
traducen en una disminucion de la afinidad hacia el sustrato lo que puede significar
inactivacién parcial o total de las moléculas enzimdticas, observandose una

disminucioén en la Vmax.

2. Las interacciones entre la enzima y la matriz pueden originar cambios en los
valores de Km y Vmax. Esencialmente, aquellos efectos reversibles son
mayormente causados debido a variaciones en el equilibrio de disociacion de
grupos cargados en el centro activo.

3. Una distribucién no uniforme de enzima en la matriz afecta las constantes cinéticas

medidas.

4. La buena adecuacién de la enzima inmovilizada en el transductor permitira que las
moléculas del sustrato alcancen con cierta rapidez a la membrana del sistema
biosensor mediante conveccién y difusion permitiendo actuar al transductor con la

rapidez adecuada.
I.L1.1.2 EL EnFET
Los EnFETs (Enzyme modified Field Effect Transistor) son biosensores cuyo transductor
es un ISFET y el receptor o elemento de reconocimiento son las enzimas inmovilizadas y

ubicadas en membranas que se colocan sobre el aislante del ISFET que generalmente

es nitruro de silicio.
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En 1976, Janata y Moss[39] sugirieron la posibilidad de disefiar un ISFET con una
enzima publicandose los primeros resultados recién en 1980 por Caras y Janata[40] en
donde se mostraba un dispositivo sensible a la penicilina. Este dispositivo estaba
formado por dos ISFETs, uno de ellos tenia en su puerta (aislante) una membrana en
donde aparecian enlazados (crooslinked) aloumina y penicilinasa mientras que en el otro
ISFET solamente aparecia la albumina. Cuando la penicilina aparecia en la sustancia o
solucion, la enzima penicilanasa ubicada en uno de los ISFETSs, catalizaba la hidrdlisis de
la penicilina hacia acido penicilinoico. Los protones liberados causaron una disminucion
en el valor del pH local cerca de la puerta del ISFET originandose una senal de salida del
ISFET. El segundo ISFET permanecié inafecto debido a que la membrana que llevaba
no contenia enzima alguna, por lo tanto este ISFET operaba como un dispositivo de
referencia, denominado REFET. Los dos ISFETs utilizados de esta manera
conformaban un sistema para medicion diferencial que reporté ventajas importantes
como la relativa insensibilidad a efectos térmicos y variaciones del pH en el analito.
Igualmente se reporté que era necesario cantidades muy pequefas de enzima y que la

fijacion de la enzima puede ser muy buena no necesitandose cambiarse frecuentemente.

Las ventajas que exponen los EnFETs respecto a los sensores tradicionales de enzimas
radican fundamentalmente en su respuesta rapida, sus dimensiones, baja impedancia de
salida, fijacion de la membrana y el disefio de sensores duales para mediciones
diferenciales faciles y practicas.

11.1.1.2.1 PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO DE LOS EnFETs

Al observar el EnFET de la figura 1.5, podemos sefalar que cuando el EnFET, mediante
la membrana enzimatica, entra en contacto con la sustancia, el sustrato se acerca al
Centro Activo de la enzima generandose un ajuste inducido consistente en la union del
sustrato a su sitio de enlace en la enzima, formandose de esta manera el complejo
ENZIMA-SUSTRATO (ES); seguidamente sucede la reaccion catalitica en donde el
sustrato es modificado generandose una caida en el gradiente de la concentracion en los
lugares donde se produce la modificacion quimica. El ultimo paso de la reaccién es el
desprendimiento, en donde el sustrato modificado, esto es, el producto generado o
reactante consumido es controlado por el ISFET que compone al dispositivo. En el caso,
donde el producto generado es controlado, se apreciard que estas “nuevas especies
formadas” en la membrana enzimatica se difunden en todas las direcciones, hacia la

membrana sensible del ISFET (aislante de la puerta del ISFET) y hacia fuera de ella, esto
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es hacia la solucion. Las moléculas que difunden hacia el ISFET (especialmente los
iones H*) son precisamente las que originan una variacién en la concentracion superficial

de la membrana sensible.

Membrana
<« Flectrodo de referencia

enzimatica

Epoxy
Encapsulante

W

i
Contacto | \" - Nl fea -/ Drenador
eléctrico )
\ /Sisl\lt,;’SiOQ
oo N,
p-51
Alurnino 7

Figura 11.5: Diagrama de un EnFET

Una condicidbn de estado-estable se desarrolla, la cual se caracteriza porque la
concentracion de las especies en la interfase de la membrana que contiene a la enzima 'y

la membrana sensible a los iones perteneciente al ISFET, permanece constante.

En el caso, donde un reactante en la solucién y membrana enzimatica es consumido
debido a la reacciéon del sustrato, se observara que la concentracién del reactivo
controlado disminuye en la interfase membrana enzimatica-membrana sensible a iones
generandose al igual que en el caso anterior un estado-estable donde la concentracion

es constante.

En la figura 1.6, se muestra un esquema de un EnFET interactuando con una solucién en
donde se encuentra el sustrato cuya concentracion desea medirse. Existen dos interfases
importantes. La primera interfase, en x=0, se tiene la superficie del ISFET en donde el
flujo de cargas o corriente es cero, y la segunda interfase, en x=L se tiene la interfase
solucién-membrana a través de la cual, todas las especies(exepto la enzima) pueden

circular liboremente.
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SOLUCION MEMBRANA ISFET
MUESTRA ENZIMATICA
I —> sustrato
TRANSPORTE CINETICA
¢ l [?)[?’@@‘]EU:I@'E@ —»
——
<4—T——— TAMPON

Figura 11.6: Representacion de la cinética de la reaccién quimica en el EnFET

Por lo expuesto podemos notar que la respuesta global que emitira el ENFET, depende
de dos aspectos: Uno de ellos es el Termodinamico, que resulta de la interaccion del ion-
sensor y el otro se debe a la Cinética de la reaccion quimica, representada por la
reaccion enzimatica general 11.5 y representada graficamente en la figura 11.6 :

E+S<4— ES—>»E + P 1.5

4 |

Al interaccionar la membrana enzimatica con la solucién que contiene el sustrato o
especie a ser detectada se produce un doble fenédmeno que origina el comportamiento
del dispositivo: Por un lado, una reaccion quimica y por otro, el transporte de masa de
las especies presentes y que se originan en la reaccién quimica hasta la superficie del
transductor.

De acuerdo al método de inmobilizacion utilizado para la membrana enzimatica se
plantean dos tipos de sensores: Uno de ellos es aquel en donde una monocapa de
enzima ha sido covalentemente enlazada al transductor; el otro sensor consiste de un
sistema en donde la enzima se encuentra en una capa gel o matriz, la cual se ha
colocado sobre el transductor. El primer tipo de sensor implica una catalisis
heterogénea en una superficie bien definida mientras que el segundo implica catélisis

y transporte de masa a través de la membrana.
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CAPITULO Ill: ASPECTOS CLINICOS
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ll. ASPECTOS CLINICOS SOBRE MEDICION DE LA CONCENTRACION DE UREA

El presente trabajo implica un aporte a la medicién indirecta de la concentracion de
urea en el liquido dializado, el cual, es descartado en las sesiones de hemodialisis a
las que se somete a los pacientes renales, se mostrara en este capitulo la situacion
marco del problema desde el punto de vista de la salud.

.1 EL SISTEMA RENAL

El Sistema Renal comprende: dos rifiones, dos uréteres, una vejiga urinaria y una
uretra. Las principales funciones del rifdn son[1]:

1. Limpian el cuerpo de impurezas y eliminan los componentes quimicos que estén
de mas en la sangre y que el organismo no necesita, ésto lo hacen a través de la
orina.

Eliminan el liquido extra que hay en el cuerpo.

Ayudan a mantener la presion de la sangre dentro de los limites normales.
Protegen los dientes y los huesos, evitando que pierdan minerales como calcio,
que los mantiene fuertes y duros.

5. Ayudan a regular la produccién de los glébulos rojos.

Estas funciones pueden clasificarse en funcion depuradora, la funcién reguladora y las

funciones endocrino-metabdlicas.

.2 INSUFICIENCIA RENAL CRONICA

Se habla de Insuficiencia renal crénica (IRC) cuando los rifiones son incapaces de
cumplir las funciones anteriores. La mayoria de las veces se presenta lentamente, no
tiene cura y llega hasta una etapa terminal en la que el usuario necesita un tratamiento
que realice algunas de esas funciones, utilizandose para ello un rifién artificial junto
con la dieta y el tratamiento médico; existe ademas el trasplante renal. Las causas

mas frecuentes de la insuficiencia renal cronica son :
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1. Problemas congénitos del rindn y vias urinarias.

Procesos inflamatorios del rindn llamados glomerulonefritis

Danos renales debido a otras enfermedades como la diabetes, el lupus, la
hipertension.

Trastornos hereditarios.

Enfermedad renal debido a téxicos.

Problemas obstructivos por tumores o célculos.

N o 0o &

Causa desconocida.

La pérdida de las funciones depuradora y reguladora origina retencién de productos
metabolicos toxicos y alteracion en el volumen, en la concentracion de solutos y en el
equilibrio acido-base de los distintos compartimentos corporales, poniendo en peligro
la vida del paciente hasta acabar con ella, a menos que se establezca una sustitucion
de estas funciones.

La pérdida de las funciones endocrino-metabdlicas originan alteraciones notables en el
organismo, sin embargo, no compromete la vida del paciente, aunque alteran la

calidad de vida del mismo[2].

Para sustituir estas funciones se dispone de distintos procedimientos de depuracién
extrarrenal como son la Hemodidlisis y la Dialisis Peritoneal, segin sea la membrana
utilizada, y otros procedimientos de desarrollo mas reciente como la ultrafiltracién y la
hemoperfusién. Estos procedimientos permiten remover las sustancias tdxicas en
pacientes con fallas crénicas renales. Durante la didlisis los productos desecho del
metabolismo como por ejemplo la urea, asi como también exceso de agua, sodio, potasio

y otros solutos son removidos de la sangre.

El tratamiento es necesario para la enfermedad renal crénica en estadio 5 o
insuficiencia renal. El estadio de la enfermedad renal crénica se define midiendo la
tasa de filtracién glomerular (GFR) la cual se estima a partir de resultados de un
andlisis de sangre para creatinina, un producto de desecho de la actividad muscular.
Si el GFR esta por debajo de 15, se dice que existe insuficiencia renal (enfermedad
renal crénica en estadio 5) y se necesitard alguna forma de tratamiento para
reemplazar la funcion de los rifiones los cuales estan trabajando bajo esta condicion,
entre el 5 al 15% de lo normal.[3,4]
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Otro aspecto importante es el conocimiento de la concentracion de urea para la deteccion
de anomalias renales en los seres humanos. Esto sucede porque todas las proteinas
introducidas en el organismo por la dieta diaria son descompuestas en el tracto digestivo
en aminodacidos. El proceso mas importante y que es responsable del control de los
aminoacidos es el ciclo de la urea en el higado. Por tanto, la urea es un producto final de
este ciclo.

Desde el higado la urea es transportada al rindn donde es filtrada y excretada en orina
(hasta el 90% de todos los metabolitos nitrogenados). Los desordenes en el ciclo de la
urea o en el camino de excrecion de la urea originan un dano al cuerpo causado por la

Hyperamonemia.

Por tanto, la concentracion de urea y de la creatinina en la sangre son marcadores
indirectos de la filtracion glomerular debido a que los glomérulos (apelotonamiento
vascular) no estan cumpliendo su funcion adecuadamente. El rapido incremento en la
concentracion de la urea a un nivel constante de la creatinina es el primer indicador de

la disfuncion glomerular.

Pero antes de continuar, veamos ;Qué es la didlisis y en qué consiste? Se denomina
didlisis al paso de soluto y agua entre dos soluciones separadas por una membrana

semipermeable.

La dialisis depende de dos fendmenos fisicos basicos: la difusion y la conveccion. La
difusion consiste en el movimiento de moléculas de soluto entre dos soluciones

separadas por una membrana semipermeable siendo los factores influyentes:

1. El gradiente de concentracion de las soluciones,
2. El peso moleculary
3. Laresistencia de la membrana.

La transferencia de solutos entre dos soluciones se hace segun el gradiente de
concentracion en el sentido de mayor a menor concentracion tendiendo al equilibrio al
cabo de un tiempo. Los solutos de menor peso molecular difunden mas rapido que
aquellos de peso molecular mayor. Por otro lado, el “tamano” del soluto influye en el paso
por los “poros” de la membrana los cuales ofrecen una resistencia conjuntamente con

las laminas de los dos liquidos en contacto con ella al paso del soluto.

53



La conveccion consiste en el transporte de solutos a través de una membrana por el
paso del solvente en el que estan contenidos siendo los factores influyentes: la presion
hidrostatica y la presion osmética. El solvente o fluido pasa de mayor a menor presién
hidrostatica y de menor a mayor presion osmotica; a este paso de fluido también se le
conoce como ultrafiltracion.

La difusién y conveccion actuan simultaneamente aunque la eficacia obtenida no es la

suma de las dos.

.3 HEMODIALISIS

La hemodidlisis es la purificacién de la sangre a través de un riidon artificial, que
funciona como un filtro formado por varios miles de fibras de celofan, las que tienen
pequenos orificios microscépicos, que permiten que el exceso de agua e impurezas
salgan de la sangre y pasen a la solucion dializante, cuando la sangre del usuario
pasa a través de ellos[1].

El tratamiento se realiza generalmente tres veces por semana y con una duracién de
tres a cuatro horas, siendo valorado por el médico previamente, el que segun los

siguientes criterios da la indicacion del mismo:

. cuanto liquido se ha acumulado entre cada hemodidlisis,
. cémo se siente el usuario,
. qué indican las pruebas de sangre.

Para realizar la hemodialisis es necesario contar con los siguientes componentes:
Acceso vascular, Agujas o catéter para la hemodialisis, Lineas de sangre arterial y
venosa, Dializador, Sistema de heparinizaciéon, Liquido de didlisis, Planta de
tratamiento de agua, Maquina de dialisis.

Una maquina de hemodidlisis consta de una bomba de sangre, un médulo de produccién
de liquidos de dialisis y las alarmas de seguridad. La bomba de sangre es del tipo
peristéltico y permite un flujo de hasta 500 ml/min. El médulo de produccion de liquido de
dialisis tiene un sistema de bombas que hacen la mezcla del concentrado de didlisis con
el agua tratada que procede de la planta de aguas. El agua que reparte la maquina de
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dialisis tiene disuelta gran cantidad de aire que es tratada con un sistema de gasificacion.
Por otro lado hay un sistema para escalfar el liquido de didlisis a temperatura corporal.
También hay una bomba de presién que actia sobre el compartimiento de liquido de
didlisis y crea una presion negativa para regular la ultrafiltracién. Finalmente hay un
sistema de esterilizacién quimico y por calor de los circuitos internos del moédulo de
liquido de dialisis.

.4 MODELOS CINETICOS DE UREA EN HEMODIALISIS

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, es aceptado que la urea es un indicador
util en la prescripcion de la terapia de la dialisis y en su monitorizacién. Sin embargo,
los pacientes con problemas renales deben cumplir con wuna serie de
condicionamientos para poder llevar una calidad de vida adecuada, por ejemplo se
creara una receta especial de dialisis. Esto ayudar4d a asegurar que obtenga la
cantidad adecuada de tratamiento. Ademas, el equipo de dialisis controlara su
tratamiento mediante analisis de laboratorio para determinar la cantidad de dialisis que
recibe (la dosis de dialisis). La forma mas precisa para valorar esto se denomina

modelo cinético de la urea.

Los modelos cinéticos de urea son una forma de simular mediante el lenguaje
matematico los movimientos de urea en el interior y hacia el exterior del organismo. Se
conocen desde hace tiempo[6] como un método logico de comprender el
comportamiento de la urea en los pacientes dializados. Sin embargo, han tomado
mayor interés desde la publicacién del andlisis mecanistico sobre los resultados del
estudio cooperativo americano (NCDS) [7], en donde se describié el indice de Kt/V
(donde K = aclaramiento del filtro, t = tiempo en didlisis y V = volumen de distribucion
de la urea), de urea como un parametro para medir la «dosis de didlisis»[8].

La mayoria de los modelos cinéticos de urea describen el sistema a partir de su
balance de masas basados en el principio de conservacién de la materia. En su
desarrollo se han utilizado conceptos procedentes de la farmacocinética, como
volumen de distribucién, tasa de produccion y compartimientos. Se interpreta que la
urea es como un farmaco de produccién endégena a una tasa constante, denominada
G, con diferentes vias de eliminacién: aclaramiento renal (Kr) y aclaramiento del
dializador (Kd) y con unas concentraciones variables, en el seno de un volumen de

distribucion (V) muy relacionado con el agua corporal total, (ver fig. 1). La urea es el
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mayor producto resultante del catabolismo proteico, constituyendo cerca del 90 % del
nitrégeno residual acumulado en el agua corporal total entre las sesiones de
Hemodialisis. La tasa neta de generacién de urea (G) depende de forma lineal de la
tasa neta de catabolismo proteico (PCR). Como G se mide mediante la cinética de
urea, esta técnica nos proporciona una medida precisa de la PCR. En el paciente
estable, la ingesta proteica es igual a la PCR, asi que su medida da una informacion
valiosa sobre la dieta. En el paciente inestable con una enfermedad aguda grave, el
conocimiento de la PCR permite calcular el balance nitrogenado y asi poder ajustar el
contenido de aminoacidos de la nutricion para minimizar las pérdidas proteicas [9].

Figura 1. Esquema de los procesos que intervienen en el balance de
Masas para la cinética de la urea[9]

Existen diversos modelos que surgen de las consideraciones iniciales; por ejemplo, si
se asume un volumen de distribucion fijo se tiene los modelos monocompartimentales
pero si se asume dos 0 mas se tiene los modelos bi 0 multicompartimentales; algunos
consideran que estos volumenes permanecen fijos durante el tiempo (volumen fijo) o

que varian durante la hemodidlisis e interdialisis (volumen variable).

ll.4.1. MODELO SIMPLIFICADO

Utilizado para el calculo de solamente el Kt/V, usando como datos iniciales los valores
de concentraciones de urea pre y postdidlisis. De acuerdo a la ley de la difusion de

Fick (La tasa de movimiento de las moléculas en disolucién es proporcional a su
concentracién) se establece una cinética de orden 1:
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dC/dt = K.C/V 1.1

Siendo:
dC/dt cambio de concentracion en el tiempo
K Constante de eliminacion que representa al aclaramiento
C Concentracion de urea
Vv Volumen de distribucién de urea

A partir de la expresién anterior se obtiene:

C,=C,e ™ .2

Donde C,es la concentracion inicial de urea 'y C, es la concentracion en un instante

posterior. Considerando que estas concentraciones son las que se han medido en la
predidlisis y postdialisis respectivamente se tendra la expresion:

KWV =In(C,./C,,.) 1.3

e post

Este modelo considera que durante la hemodialisis se elimina sélo la urea producida
interdidlisis y no se tiene en cuenta que ademas se esta eliminando la generada

durante la hemodidlisis, ademas la disminucién del V que se da en la mayoria de las

hemodialisis conduce a un aumento de la C,,, para una cantidad fija de urea total

eliminada, al diluirse una misma cantidad de urea final en un volumen menor. Estos

aspectos hacen que el Kt/V se encuentre subestimado[8].
111.4.2 MODELO MONOCOMPARTIMENTAL DE VOLUMEN FIJO

En este método se considera que el volumen de distribucion de urea es un
compartimento Unico e igual al agua corporal total y este volumen no cambia ni
durante la didlisis ni en la interdialisis. Esta basado en el balance de masas,
considerando que la variacion en el contenido de urea que existe en un tiempo dado
es igual a la urea producida (G) menos la urea eliminada (K.C, aclaramiento por

concentracion):

V.EzG—K.C 1.4

dt
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Este método al asumir que V no cambia esta sobreestimandolo cuando exista perdida
de peso, todo esto implica que al tener estos valores de V se tendran valores de G y
de PCR infraestimados. Este modelo de volumen constante sé6lo es aplicable cuando
el paciente tienen unas ganancias y pérdidas ponderables despreciables|[8].

111.4.3 MODELO MONOCOMPARTIMENTAL DE VOLUMEN VARIABLE

En este modelo se considera la disminucién del volumen por la hemodidlisis y el
aumento en el periodo interdidlisis, al igual que en el caso anterior se basa en el
balance de masas siendo la expresion general:

d—Vd—C:G—K.C 1.5

dt dt

Para calcular V es necesario medir la tasa de pérdida de volumen por ultrafiltracion y
para conocer G se debe medir la tasa de ganancia de peso interdialisis, que es igual al
aumento de peso dividido entre los minutos del intervalo interdialitico.

Este modelo ha sido usado para el control y el célculo de los parametros PCR, PCR
normalizado y Kt/V en el NCDS[10,11] y su andlisis mecanistico posterior. Todo esto
ha llevado que sea el método de mayor uso en las publicaciones sobre didlisis
adecuada.

111.4.4 MODELO BICOMPARTIMENTAL

Este modelo considera que la eliminacién de urea, tanto por el aclaramiento renal
residual como por el dializador, se hace sobre la urea extracelular, por tanto el balance
de masas considera dos aspectos: El primero establece que la variacién del contenido
de urea extracelular es igual a la produccién de urea menos la urea que pasa al
espacio intracelular y la urea eliminada por el dializador y/o el rifidn:

d(C,V.)/dt=G—-KC(C,—C))~C (K, +K,) 111.6

Siendo: C, concentracion de urea extracelular

C, concentracion de urea intracelular
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V., volumen extracelular
V. volumen intracelular

KC Coeficiente de transferencia de masas extra-intracelular

El segundo aspecto considera que la variacion de la cantidad de urea en el espacio
intracelular es igual a la que procede del espacio extracelular:

y dc,

Ay = KC(C,-C) .7

Este tipo de modelos generan la necesidad de estimar parametros como C, las

variaciones de los volumenes V,, V, y KC existiendo simplificaciones para evitar tener

un modelo muy complicado respecto a los monocomportamentales[12-14].
1l.4.5 CUANTIFICACION DIRECTA DEL DIALIZADO

Basado en la recoleccion completa del liquido dializado, con el fin de determinar la
cantidad total de urea extraida durante la hemodialisis[15,16]. En el balance de masas
se plantea que la urea total extraida es igual a la urea generada mas la disminucién
del contenido total de urea en el paciente. El volumen de distribucion de urea se puede
entender a grosso modo como el cociente de la cantidad de urea eliminada entre la
diferencia en las cifras de urea pre-post. Se ha dicho que este método es el estandar
de oro para la cinética de la urea[17] sin embargo existen algunas incoherencias con
los valores de los parametros encontrados en la practica[18] y por otro lado es un
método complicado para llevar a la practica y pueden existir errores importantes por
falta de homogenizacién del dialisante o por medicién incorrecta del volumen total[8]

1l1.4.6 CONCLUSION ACERCA DE LOS MODELOS CINETICOS DE UREA

La finalidad de los modelos cinéticos de urea va dirigida a proveer, de una manera
objetiva, un tratamiento dialitico adecuado para cada paciente y a valorar los cambios
que este sufre en su estado nutricional inducidos por causas relacionadas o no con
dicho tratamiento. Permite conocer la dosis de didlisis recibida por el paciente, siendo
esto un aspecto fundamental en el control de calidad de la hemodidlisis.
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El Kt/V con todos los cuestionamientos que se le imputa para significar dosis de
didlisis, hasta el momento es un método aceptado en el mundo y puede llevar a
conclusiones peligrosas si este indicador no es confiable ni reproducible ya sea en el
analisis mensual de la dosis de didlisis entregada o para la realizacion de estudios
longitudinales (sobrevida, nutricion etc.,), que involucre al Kt/V como variable
independiente [19-21].

En el Peru el 95% de la poblacién en didlisis es tratado en funcién del Kt/V para
calificar “calidad de dialisis” y para determinar este parametro es necesario conocer la
concentracién de la urea siendo una condicion imprescindible su medicién exacta para

la estimacidn posterior de la eficiencia en dialisis[22].

El grupo de trabajo de adecuacion en hemodidlisis (DOQI) es enfatico en sefalar que
una variable indisoluble de las mediciones del Kit/V es entre otras el procesamiento
adecuado de las muestras de urea, de donde se deriva la recomendacion de que las
mediciones de urea deben ser reproducibles, de tal manera que los resultados sean
comparables entre los diferentes centros u hospitales que usan el Kt/V como
parametro de eficiencia [23].

En pacientes en hemodialisis crénica por lo general sin sintomas urémicos la inexacta
medicién de la urea para estimacion del Kt/V, tiene trascendencia fundamental y
puede llevar a descisiones erradas (cambios de filtro, aumentos del flujo de dializado,
incrementos del tiempo de dialisis, etc) con impactos importantes en el componente

economico y la aceptacion del paciente al tratamiento dialitico[22].

ll.4.7 METODOS DE MEDICION DE CONCENTRACION DE UREA

En funcién del método de operacién, los métodos de medicion de urea pueden ser
divididos en 4 grupos:

« Optoelectronico
+ Masa sensible
+ Electroquimico

« Térmico

En la practica clinica son usados principalmente los métodos:
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- Espectrofotometria enzimatica
+ Electroquimica enzimatica

- Espectrofotometria no enzimatica
En los métodos enzimaticos, la concentracidon de uno de los productos finales de la
reaccion de la hidrélisis de la urea catalizada por la enzima ureasa de acuerdo a la

reaccioén:

CO(NH,); + 3H:0 > CO, + 2NH, 20H

es determinada mediante un adecuado sistema de medicion.

En los métodos de espectroscopia enzimatica se utiliza el amonio, el cual esta en
equilibrio con iones NH*4, como un reagente en una reaccion quimica de color. La
reaccion de BERTHELOT de amonio con hipoclorito y fenol y la reaccién de NESSLER
de amonio con tetraiodomercuriato son empleados para aquellos propésitos.

Otro método esta basado en dos reacciones enzimaticas: la reaccion de catalisis de la
urea mediante la ureasa vy la reaccién de a-ketoglutarate con amonio en la presencia
de glutamato deshidrogenasa y NADH. Este método es considerado como el método
de referencia debido a su alta sensibilidad[24-27].

Los métodos espectrofotométricos no-enzimaticos son no especificos y consumen
mucho tiempo. Todos los métodos espectrofotométricos son métodos de laboratorio y
son excluidos de una monitorizacion ON-LINE de urea. Este inconveniente es
superado en los métodos electroquimicos enzimaticos debido a la utilizacién de los

biosensores.

111.4.8 MEDICION DE CONCENTRACION DE UREA EN LIQUIDO DIALISADO

Tal como se puede apreciar en los diferentes métodos de medicion de concentracion
de urea mencionados anteriormente, los modelos clinicos que han sido usados utilizan
los niveles de pre y post-didlisis de la urea nitrogenada en sangre (BUN: blood urea
nitrogen) debido a que en los pacientes con didlisis la urea es considerada la molécula
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de referencia para la remocién de solutos toxicos de bajo peso molecular. Sin
embargo, esta aproximacién tiene algunos inconvenientes: es complejo, requiere
mucho tiempo para el proceso total, se necesitan muestras de sangre y es
potencialmente inseguro. La eficiencia de la didlisis es estimada mediante un modelo
de la urea cinética en el suero, lo cual es una técnica indirecta. Debido a que el
principal objetivo de la dialisis es remover los solutos de la sangre, las mediciones de
urea en el liquido dializado se convierte en una forma mas directa de medir con
efectividad la hemodidlisis. Esto simplifica el modelamiento y permite predicciones mas
seguras de concentraciones en equilibrio en el organismo humano, incluso antes que
el gradiente de todos los solutos se haya disipado. Ademas, desde el punto de vista
andlitico, el fluido de post-dialisis o dializado resulta ser una muestra mucho mas
simple que la sangre y el suero.
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CAPITULO IV: SISTEMA DE MEDICION DE CONCENTRACION DE UREA
EN LIQUIDO DIALIZADO
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IV. PREPARACION DEL ENFET PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE
UREA

En el presente capitulo se muestra la implementacion de un ENFET como parte
fundamental del sistema de medicién indirecta de la concentracion de urea en liquido
dializado. Este biosensor o ENFET sera finalmente aplicable a la medicién de
concentraciones de urea en muestras reales proporcionadas por un hospital de la
ciudad.

IV.1 PARTE EXPERIMENTAL

El ENFET a implementarse utilizara como material biolégicamente sensible la enzima
UREASA y como elemento Transductor un ISFET fabricado con tecnologia NMOS.
Este capitulo muestra las dos etapas del trabajo para la obtencion del ENFET. La
primera etapa consiste en obtener un ENFET en el laboratorio muy bien caracterizado
y puesto a punto para realizar las mediciones mencionadas. La segunda etapa
muestra el método seguido para realizar las mediciones sobre muestras reales en
liquido dializado de la concentracion de urea de pacientes sometidos a didlisis
periddica en la Sala de Hemodialisis del Hospital Parc Tauli (HPT).

Para las dos etapas de esta parte del trabajo se utilizan los mismos Medios
experimentales que se indican el acapite 1V.1.1

IV.1.1 MEDIOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS

IV.1.1.1 APARATOS

Para la medicion de la diferencia de potencial que se genera entre la superficie del

aislante que soporta a la enzima del ENFET (en nuestro caso superficie del ISFET) vy
el electrodo de referencia se han utilizado los dos equipos siguientes:

a.ISFET-metro desarrollado en el Instituto Nacional de Microelectrénica de Barcelona
mediante el cual se han realizado mediciones de modo contindo logrando la

caracterizacién quimica de los ENFETSs.
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b. Sistema Automatizado para la Caracterizacion de ISFETs e ISEs: Este es un
sistema realizado sobre la base del software LabView que ha sido desarrollado en el
Laboratorio de Sensores del Instituto Nacional de Microelectronica de Barcelona
denominado "Sistema automatizado para la caracterizacién de ISFETs e ISEs" esta
formado por tres médulos que permiten medir temperatura, caracterizar ISFETs e
ISEs.

El sistema ajusta los valores de potencial e intensidad de corriente del drenador a 0.5V
y a 100uA respectivamente. El seguimiento de la respuesta en el tiempo es facil por la
ventana que presenta el sistema de este parametro en el tiempo, lo cual nos ha
permitido obtener los registros de tiempo de los ENFETs analizados. El montaje del
sistema debe realizarse de acuerdo a lo mostrado en la figura IV.1.

Tablero de conexiones

clo-bDAco8/16¢ X | -

5 0ol

1

Moddulo de caracterizacion

CIO-DAS802/16

~ ISFETs
il D/

Electrodo de
referencia

Conector SUB D9
(I/O digitales )

Figura IV.1: Sistema automatizado para la caracterizacion de los EnFETs

IV.1.1.2 ELECTRODOS

La polarizacion de la puerta del EnFET se ha realizado mediante un electrodo de
referencia XR300 marca Tacussel. La solucién de referencia es una solucion salina
de KCI.
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El electrodo de pH es un electrodo combinado de pH de la marca Crison (modelo 52-
00). Para calibrar este electrodo de vidrio se utilizaron soluciones tampén de pH 7.02 y
4.00 de la misma marca Crison.

IV.1.1.3 REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados tanto en la preparacion de la membrana enzimatica
como en la evaluacion de los ENFETs y en las mediciones de la concentracién de urea

en muestras reales, fueron de calidad "pro andlisis" o similares.

Para la preparacion de la membrana se ha utilizado la enzima Ureasa from jack beans
(EC 3.5.1.5) de la marca Fluka con una capacidad catalitica de 36.8 U/mg.

En la inmovilizacion de la enzima ureasa se utilizé albumina de suero bovino (BSA) de
Sigma Chemical, glycerol proporcionado por la Ecole Centrale de Lyon y solucién
fosfatada (KH, PQO,), marca Fluka. Para impedir el deterioro rapido de la membrana
debido a iones de metales pesados y por tanto mejorar el tiempo de vida del ENFET
se ha utilizado Acido Etilendiaminotetradcetico Sal Disédica 2-hidrato
(C10H14N2Na208.2H20) conocido como EDTA de la marca Panreac. Ademas se
dispuso de Cloruro de Sodio (NaCl) de la marca Fluka para agregar al tampén y evitar
interferencias de estos elementos existentes en las muestras de urea en liquido

dializado.

Las muestras reales en liquido dializado de pacientes con problemas renales fueron
proporcionados por la Seccién de Hemodidlisis del Hospital Parc Tauli de Sabadell,
Barcelona. La composicion del liquido de hemodialisis utilizada en este centro es
(todas las unidades son: mmol/L, excepto las que se indican): Na*: 140.0; K* : 1.5;
Ca®*: 1.25; Mg®: 0.5; CI: 106.0; HCO3: 35.0; CH3COO": 4.0; Glucosa 1.0 g/L;
Osm:294.0 mosm/L.

Para fijar la membrana enzimética sobre el ISFET o sensor interno se utilizé una
solucion de glutaraldehido 25% solucion acuosa marca Fluka ubicada en un
cristalizador marca DUNCAN.

El agua utilizada durante todo el trabajo para formar las soluciones y lavar fue de tipo

desionizada.
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IV.1.2 PRIMERA ETAPA: PREPARACION DEL ENFET

El proceso de preparacion del ENFET, consiste en dos partes:

a. Preparacion del transductor

b. Preparacién y deposicion de la membrana enzimatica sobre el transductor.

1IV.1.2.1 PREPARACION DEL TRANSDUCTOR

El transductor utilizado en el presente trabajo es de dos tipos de ISFETs fabricados en

el Instituto Nacional de Microelectronica de Barcelona, con “juegos de mascaras”

NIVEL | NOMBRE DESCRIPCION

1 PWEL Implantacién de pozo

2 SDIS Implantacion de drenador y fuente

3 BIMP Implantacion de contacto con pozo

4 OXIP Regiones de 6xido

5 VTAD Implantacién de ajuste de la tension umbral
6 NITR Definicion del nitruro de silicio

7 TANT1 Definicion del 6xido de tantalo (para lift-off)
8 WIND Abertura de los contactos

9 META Definicién del aluminio

10 TAN2 Definicion del 6xido de tantalo (para lift-off) post-

metalizacion

11 CAPS Abertura de la pasivacion

12A PLAT Definicién del platino

12B POL1 Definicion de polisilicio

13 ENCA Definicién de pre-encapsulado

14 MET2 Definicién del aluminio de contacto con anillo

Tabla IV.1: Juego de mascaras del CNM096

diferentes para cada uno de ellos, siendo el proceso tecnolégico el mismo, estos son:

CNMO096 y CNM112, la diferencia entre ellos radica en el tipo de alineamiento

utilizado.
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El CNMO096 incorpora los niveles necesarios para llevar a término la formacion del
pozo de aislamiento mientras que el juego de mascaras CNM112 permite fabricar
ISFETs aislados a partir de obleas BESOI. La Tabla IV.1 muestra el juego de
mascaras del CNMO096.

La figura 1V.2, muestra la superposicion de los diferentes niveles de este juego de
mascaras. El area total del “chip” es de 3x3 mm. El ISFET situado en la parte superior
esta formado por dos difusiones alargadas en forma de trapecio. Las dimensiones de
la puerta son 500x10 um (anchoxlargo). Debajo del ISFET se ha colocado el transistor
MOS. Las dimensiones de las difusiones y de la puerta se han mantenido iguales a las
del ISFET. En la parte inferior estan las lineas de puntos de soldadura. También se

encuentra cerca de la puerta del ISFET un electrodo de platino.

Figura IV.2 Juego de mascaras CNMO096

La Tabla IV.2 muestra los diferentes niveles de mascaras del juego CNM112. Los
cuatro primeros tienen la misma funcion que el juego de mascaras usado para el
CNMO096.

Con este juego de mascaras se definen cuatro circuitos diferentes (figura I1V.3):
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Primer circuito:(parte superior izquierda de la figura IV.3) Muestra dos ISFETs con
geometrias idénticas. Las dimensiones de la puerta son: 500x10(anchoxlargo). Uno de
los ISFETSs tiene un anillo de proteccién alrededor de la puerta como el definido en el
juego de mascaras CNMO096; el otro ISFET tiene también un anillo de proteccién
alrededor de la puerta pero dividido en dos partes, cada uno con conexiones
independientes. Este tipo de sistemas esta pensado para estudiar nuevas aplicaciones
del ISFET como un sensor mixto amperométrico-potenciométrico.

El segundo circuito:(parte superior derecha de la figura IV.3) Presenta un ISFET y un
MOS con geometrias idénticas e iguales a las del primer chip. Este chip es similar al
definido con las mascaras CNMQ96.

NIVEL | NOMBRE DESCRIPCION
1 SDIS Implantacion de drenador y fuente
2 OXIP Regiones de 6xido
3 VTAD Implantacion de ajuste de la tension umbral
4 NITR Definicién del nitruro de silicio
5 TAN1 Definicién del 6xido de tantalo (para lift-off)
6 WIND Abertura de los contactos
7 META Definicion de aluminio
8 CAPS Abertura de pasivacién
9 PLAT Definicién de platino
10 ENCA Definicién del pre-encapsulado
11 ZANJ Abertura de las guardas
12 MET2 Definicién del aluminio de contacto con el anillo

Tabla IV.2: Juego de mascaras del CNM112

El tercer circuito:(parte inferior izquierda de la figura 1V.3 ) Muestra tres tipos de
ISFETs diferentes. Dos de ellos, ubicados en la parte superior, estan conectados
mediante puntos de soldadura y se utilizan para el estudio del ISFET en condiciones

de polarizacion especial.

El cuarto circuito:(parte inferior derecha de la figura 1V.3 ) Muestra estructuras de test
para realizar la caracterizacion completa de la tecnologia como pueden ser: capacidad
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del 6xido para la determinacion del grosor y la densidad de cargas del mismo asi como
del dopaje del sustrato; transistores de diferentes dimensiones y dieléctricos de
puerta, estructuras para comprobar la resolucion de cada etapa de fotolitografia y
grabado, etc.
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Figura V.3 Juego de mascaras del CNM112

Los ISFETSs utilizados son indistintamente de cualquiera de estos juegos de mascaras
y se encuentran montados sobre tiras de circuito impreso de 10 cm de longitud por 0.5
cm de ancho y las conexiones entre los “pads” del sensor y las pistas de la tira se
realizaron con hilo de aluminio empleado en la técnica del “wire-bonding” estédndar en

la encapsulacion de circuitos integrados.

La preparacién de los EnFETs se inicia trabajando con los ISFETs lo cual implica
lavarlos y calibrarlos. Posteriormente se debe preparar la membrana enzimatica y la
deposicion de la misma sobre el ISFET. Los ISFETs se lavan con agua desionizada y

se observan al microscopio para comprobar que la superficie esta muy limpia, en caso
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de no ser asi, se limpia la superficie con &cido HF al 2% por un tiempo breve no
mayor a 15 s, con lo cual se logra limpiar los residuos generados en la etapa de
encapsulamiento del dispositivo.

Para la calibracion de los ISFETs, se utiliza el Sistema automatizado para la
caracterizacién de EnFETs mostrado en la Fig. IV.1 que también se usa para el trabajo
con los ISFETS, la disposicidn de los elementos es la siguiente: En la solucién tampén
TRIS esté introducido el ISFET, el electrodo de referencia y un electrodo de pH. El
ISFET vy el electrodo de referencia estan conectados al ISFETmetro que registra los
potenciales eléctricos en la superficie del aislante del ISFET, mientras que el electrodo
de pH esta conectado a un pHmetro que registrara la variacion del pH de la solucién al
agregar los pequenos volumenes de HCI.

La calibracion del ISFET se realiza utilizando el método de adicién usando HCI en
concentraciones de 5M y 1M que se vierten pequefnos volumenes en la solucidén
tampdn que en nuestro caso es el: TRIS(Hidroximetil) Aminometano (C4H;;NO3) de
0.05M.

En esta etapa del trabajo se han utilizado en total 30 ISFETSs, tanto de la tecnologia
CNMO096 como de la CNM112, habiéndose caracterizado todos ellos con la misma

metodologia, encontrdndose sensibilidades de 57 mV/dec como promedio.

IV.1.2.2 PREPARACION DE LA MEMBRANA ENZIMATICA

Nuestros trabajos iniciales de obtencion de membranas enzimaticas consideraban una
concentracién de 10 mM habiéndose utilizado: Ureasa, BSA, solucién tampén de 10
mM y glycerol; por otro lado las condiciones de trabajo més adecuadas para las
mediciones de concentracién de urea se consiguen cuando al usar esta membrana
enzimatica se utilizaba una solucion tampén de trabajo fosfatada mas KOH de 10 Mm,
pH 7.4. La respuesta de este ENFET es lineal en el rango 2.10° a 8.10° M. Sin
embargo el tiempo de vida y la reproducibilidad de la respuesta no eran satisfactorias.

Realizadas las conversaciones con el personal médico de la Seccién de Hemodidlisis
del HPT, se conocié que la concentracion de la urea en el efluente o liquido dializado
proveniente de la maquina de hemodiélisis se encontraba en este rango de 2.10° a
8.10° M, por lo que se penso inicialmente en realizar las mediciones en forma directa
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con el ENFET desarrollado. Sin embargo los resultados obtenidos y el comportamiento
de la senal de salida del sensor mostrdé que el pH de la muestra real que contenia la
concentraciébn a determinarse era muy variable y practicamente imposible de
mantenerla constante durante el periodo de medicién (alrededor de 3 min.) de la
concentraciéon de la urea en la muestra real debido a que se observaba un aumento
constante de su valor impidiendo de esta manera las condiciones éptimas de trabajo
para las que fue disefnado.

Lo anterior llevd a construir otro sensor con algunas consideraciones adicionales en la
membrana enzimatica, solucion de tampén de trabajo, eliminacion de posibles

interferentes y solucién de almacenamiento del ENFET.

La razén de esta consideracién es que las muestras reales tendrian que ser diluidas
por un factor minimo de 10 para evitar la variaciéon rapida del pH de la muestra, no
tener dificultades por diferencias en la intensidad i6nica, y porque la dilucién estaria
trasladando la region lineal de la respuesta a valores convenientes del futuro ENFET a
disenarse. Las condiciones de trabajo para este ENFET son: membrana enzimatica
10mM y solucion tampdn de trabajo 10 mM ambos con un pH 7.4. A partir de esta
informacion se empezé a preparar el ENFET para nuestra aplicacion.

A partir de resultados iniciales no satisfactorios, se empez6 a trabajar en mejorar el
tiempo de vida util de los ENFETSs y la sensibilidad de los ENFETSs, observandose que
utilizando el componente EDTA en la membrana y en la solucién de almacenamiento
de los ENFETs se mejoraba los resultados obtenidos anteriormente. Por tanto, para la

preparacion de la membrana enziméatica se ha seguido los siguientes pasos:

a. Inmovilizacion de la enzima y preparacién de la membrana: Se ha utilizado la
enzima UREASA, que cataliza de manera especifica a la urea, con el BSA
produciéndose un crosslinking entre estos elementos en soluciéon tampdn fosfatada
con EDTA conjuntamente con el glycerol. La funcion que cumple el EDTA es la de
un estabilizador para complejas trazas de metales que podrian inhibir la actividad
enzimatica. Es conocido que la ureasa es una enzima no muy estable debido a
que puede ser rapidamente inhibida por varios reagentes quimicos como los iones
mercurio y otros iones de metales pesados. La presencia de aquellos iones a nivel
de trazas originan un decrecimiento en la respuesta del sensor. El glycerol es

usado como un plastificador para evitar la formacién de cristales en la membrana
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enzimatica durante el almacenamiento del EnFET y también para mantener la
actividad de la enzima durante el proceso de inmovilizacién, homogenizar la

membrana y mejorar la adhesion de la membrana a la superficie del ISFET.

Deposicion de la membrana sobre el sensor interno: La deposicion de la
membrana obtenida en el paso anterior se realiza manualmente colocando una

alicuota de dicha membrana sobre la capa aislante de SizN4 del ISFET.

Posteriormente se introduce el ISFET con la membrana enzimatica depositada, en
el Cristalizador marca DUNCAN que contiene vapor saturado de glutaraldehido.
El objetivo de este paso es "cubrir" la membrana enzimatica ayudandola a fijarse a
la superficie del transductor y constituir una capa porosa que permitira el paso del
sustrato proveniente de la soluciéon de trabajo hacia la enzima para producirse la

reaccion catalitica enzima-sustrato.

Evaporacién del glutaraldehido: El siguiente paso consiste en extraer el EnFET del
cristalizador y colocarlo a temperatura ambiente para que el glutaraldehido se
evapore y la membrana sea “secada”. En la exposicion del EnFET a temperatura
ambiente se debe tener las consideraciones adecuadas para evitar que no haya
interferencia de polvo o cualquier otra particula que finalmente pueda ubicarse

sobre la membrana y alterar su correcto funcionamiento.

Limpieza del EnFET: Con la finalidad de eliminar restos de elementos que no han
logrado conformar la membrana o adherirse al sensor interno, se procede a lavar

el dispositivo con solucién tampén y EDTA agitada.

Conservacién y almacenamiento de los EnFETs preparados: Después que el
EnFET ha sido preparado de acuerdo a los pasos previos, éste se guarda en
solucion tampon conteniendo EDTA a 4°C. Igualmente el ENFET debe ser
almacenado a esta temperatura después de cada prueba a la que se somete.

La membrana enzimatica se guarda a —20°C para futuras aplicaciones.

Siguiendo la metodologia descrita se han preparado una serie de membranas

obteniéndose los mejores resultados con las siguientes cantidades:
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90 wl de solucion tampén fosfatada, KOH 10mM con EDTA 1mM; pH 7.4

10 ul de Glycerol

7 mg de BSA

6.5 mg de Ureasa

Tiempo de exposicion de la membrana enzimatica al glutaraldehido:1hr20min
Tiempo de evaporacién en el medio ambiente del glutaraldehido: 20 min
Tiempo de lavado del EnFET: 20 min

1IV.1.2.3 EVALUACION DE LOS ENFETs

La evaluaciéon de los ENFETs de urea se ha realizado estudiando algunas
caracteristicas indicadoras de la calidad de la respuesta y comparando los resultados
obtenidos al medir la concentracion de urea en liquido dializado real proporcionado por
la Seccién de Hemodidlisis del Hospital Parc Tauli de Sabadell, Barcelona.

Por tanto, se han estudiado las condiciones éptimas de trabajo, la reproducibilidad de
la respuesta de los parametros de calibracién, el limite inferior de respuesta lineal
(LIRL), las caracteristicas dinamicas de respuesta, los valores de concentracion de
urea medidos en muestras reales y comparadas con las concentraciones de urea que
media sobre las mismas muestras el Laboratorio de analisis Dr. Echevarne de Saint
Cugat, Barcelona. En general, se trata de parametros muy concretos obtenidos
directamente de las calibraciones realizadas que permiten suministrar esta
informacion y de la validacion del método de manera comparativa al ser medido por

un Laboratorio particular.

IV.1.2.4 SISTEMA DE EVALUACION

Para realizar las calibraciones que nos suministraran informacion necesaria para
estudiar las condiciones éptimas de trabajo se ha utilizado el método de adicidon
consistente en medir las diferencias de potencial del ENFET que se generan al
agregar volumenes pequenos de diferentes concentraciones de urea. Esto es posible
debido a que al agregar pequefas cantidades de urea de concentracion conocida a un
volumen inicial de solucién tampén fosfatada conteniendo NaCl (25ml) y pH 7.4 es
posible calcular la concentracion de la disolucién y de igual manera para las sucesivas
adiciones de urea. El rango de concentracién habitual de la urea en la solucion de
trabajo ha sido: 10®a 102 M.
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Para el estudio de los ENFETs es necesario el uso de soluciones tampén debido a que
la reaccion de descomposicion de la urea en diéxido de carbono y amoniaco que se
produce en el interior de la membrana enzimatica, puede variar el pH debido a las
propiedades acido-base de estos productos. Por lo tanto, la solucién inicial
tamponada pretende regular el pH para evitar afectar la respuesta del transductor y

desnaturalizar la enzima.

En esta etapa se ha considerado la adicién de NaCl por ser este un elemento presente
de manera notoria en la sangre y en el liquido de dializado (cloruro sédico: 206.605 g;
Na*: 140.0 mmol/L; CI: 106.0 mmol/L) lo cual al interactuar con la membrana
enzimatica genera interferencias que influyen en la respuesta del sensor
observandose sefales atenuadas respecto a las sefales que se obtienen cuando no
esta presente esta solucion de NaCl. El pH utilizado obedece a los resultados
obtenidos en el Trabajo experimental y por la aplicacion en curso.

Antes de proceder a realizar las mediciones de la concentracién de urea en las
muestras reales del hospital Parc Tauli es necesario realizar la calibracion del sensor
ENFET para lo cual se toma como referencia dos valores de concentracion de urea
pura, estos valores de concentracion deben formar parte de la region lineal de
respuesta del dispositivo. Para cada valor de concentracion de urea se genera un
potencial eléctrico que se registra y luego se procede a medir las concentraciones de
las muestras reales de urea previamente diluidas por un factor de 10 o0 mas en la
solucién tampo6n de trabajo, con la intencion de eliminar la variacion del pH que
imposibilita la medicion adecuada.

1IV.1.2.5 PARAMETROS DE CALIBRACION

Debido a que las curvas de calibracion obtenidas que representan la lectura del
potencial respecto del logaritmo de la concentracion son lineales en determinados
rangos de concentracion se realiza una regresion lineal por minimos cuadrados
proporcionados por el software GRAPHER utilizado en el presente trabajo, permitiendo
observar algunos parametros de interés como la estabilidad de la respuesta,
pendiente, la ordenada de origen y el coeficiente de correlacién. Otros parametros

importantes son:
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a. Limite Inferior de Respuesta Lineal (LIRL)

En forma practica, para el presente trabajo se ha determinado este parametro
observando las curvas de calibracién fijdndose el LIRL en aquel punto donde la curva
pasa a ser lineal y a partir de la cual las variaciones del potencial eléctrico son mas
apreciables. Por lo tanto este valor es relativo y esta en funcion de las condiciones de
trabajo.

b. Limite practico de deteccién lineal (LPDL)

Indica el punto cartesiano a partir del cual se inicia la linealidad de la respuesta del
dispositivo.

1V.1.2.6 REPRODUCIBILIDAD DE LA LECTURA DEL POTENCIAL ELECTRICO

Un pardmetro importante que permite ver si la lectura del potencial es reproducible es
el valor de la ordenada de origen de las curvas de calibracion. En este caso se han
trabajado en periodos cortos en donde la actividad de la enzima esta vigente
observando los valores que dicha ordenada presentaba.

1IV.1.2.7 CARACTERISTICAS DINAMICAS DE LA RESPUESTA

Consiste en determinar el tiempo de respuesta del ENFET al adicionar las cantidades
pequenas de urea a la solucion tampdn. Este tiempo de respuesta se considera desde
el instante en que se produce la aparicion de la variacion del potencial eléctrico hasta
gue se alcanza el 95% de la senal estabilizada.

Para los biosensores en general, éste pardmetro resulta muy importante porque los
tiempos de respuesta pueden ser muy variados y por lo tanto puede darse el caso en
que se tenga un dispositivo que permite obtener “buenas” respuestas eléctricas pero
deben ser rechazados por ser muy lentos en la estabilizacidén del potencial eléctrico.

1IV.1.2.8 CARACTERIZACION ELECTRICA DEL ENFET

Esta caracterizacién consiste en la obtencion y el andlisis de las diferentes curvas
tipicas del transistor de efecto de campo (lps-Gm-Vas; Ips-Vps). De esta manera se
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define completamente el funcionamiento de los ENFETs como dispositivos

electronicos.

Este tipo de caracterizacion es otro tipo de estudio de la sensibilidad quimica de los
ENFETs de urea pero en modo discontinuo y consiste en determinar las variaciones
de la tension umbral del dispositivo en funcion de la concentracién de la urea presente

en la solucién de medida.

1IV.1.2.9 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta parte se hara una descripcion de las caracteristicas de respuesta del ENFET
siguiendo las directivas expuestas en los apartados anteriores a partir del 1V.1.2.3.
Para tal efecto se han considerado los parametros de calibracion y reproducibilidad,
intervalo de linealidad de la respuesta, y en el caso 6ptimo tiempo de vida. Igualmente
se expone el método utilizado para la medicion de la concentracion de urea en

muestras reales.

Se tiene claro que debemos tener un ENFET que permita trabajar con muestras reales
en liquido dializado a las cuales se debia diluir por un factor minimo de 10 para que
sea detectado por el ENFET cuya linealidad en su respuesta asi lo exigia.

1V.1.2.9.1 ESTUDIO DEL METODO DE EVALUACION

En el apartado 1V.1.2.4 se muestra el método utilizado para hacer las evaluaciones de
la respuesta, esto significa la calibracién en funcion de los iones H+ que se presentan
luego de producida la reaccién en la membrana enzimatica y que interactuan con el
ISFET.

En esta etapa se pretende obtener mejores resultados respecto al tiempo de vida del
dispositivo y también proyectarnos a la aplicacion en donde encontraremos
interferentes que pueden danar al EnFET y modificar la respuesta. Por estas razones,
la membrana enzimatica utilizada contiene en este caso un elemento que permite
eliminar las posibles interferencias de trazas de iones metalicos y que actia como un

preservante de la sensibilidad del sensor, este elemento agregado es el EDTA.
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Igualmente, en funcién de los componentes que presenta el liquido dializado que
contiene la urea, se ha adicionado 150 mM de NaCl a la solucién tampén. Las
calibraciones se han realizado con el mismo electrodo de referencia para asegurar que
los diferentes resultados dependen fundamentalmente de las caracteristicas de la

solucién tampon.

1IV.1.2.9.2 PARAMETROS DE CALIBRACION

Las curvas de calibracién obtenidos permiten observar el rango lineal del ENFET en
un sistema cartesiano potencial eléctrico vs. Logaritmo de la actividad de urea. El
sistema utilizado para la calibracién estuvo formado por: EI ENFET vy el electrodo de
referencia introducidos en una solucion tampén fosfatada y KOH conteniendo NaCl
agitada a velocidad constante siendo el volumen 25 ml. EI ENFET esta conectado al
ISFETmetro quién muestra, mediante el software LabVIEW, las curvas dinamicas y
valores de potencial eléctrico que se van generando en la puerta del ISFET al
adicionar las pequenas cantidades de urea pura.

580 - i
560 —
540 - I
= 520 — Y70 = 76.8682 * X + 765.242
£ RDL = (0.3 - 2)mM
0 R = 0.9930 B
500

Y42 = 76.6595 * X + 736.813
RDL = (0.3 - 2)mM
R = 0.9900 —
460 -

440 \ \ \ \ \ \ \
-6.0 -55 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 2.5 -2.0
log a

Figura IV.4 Curvas de calibracién del ENFET814 los dias 42 y 70 de pruebas
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La figura IV.4 muestra dos curvas de calibracion del ENFET814 realizadas durante los
dias 42 y 70 después de la primera medicion con este dispositivo; se aprecia que las
sensibilidades son similares y que existe un desplazamiento en el eje vertical debido a
factores que se explican en el punto IV.1.2.9.2 parte b. Las sensibilidades del
dispositivo en estos dias se muestran mediante las ecuaciones lineales Y4, Y7o que
aparecen en la parte interior del recuadro de la figura 1V.3 al igual que el Rango lineal
de deteccién, RDL y el coeficiente de determinacién o regresién simple, R.

Tupa (dia) | S (mVidec)| E°(mv) R RDL (M) | S-Swepia (mVidec)
1er. dia 85.15 689.56 0.9887 3.10%-2.10° 8.13
2do. dia 80.54 694.44 0.9894 3.10%-2.10° 3.51
3er. dia 78.8 698.62 0.9906 3.10%-2.10° 1.78
4to. dia 78 701.96 0.9924 3.10%-2.10° 0.98
5to.dia 77 .05 704.36 0.9893 3.10%-2.10° 0.23
6to. dia 76.45 707.28 0.9916 | 3.10%-2.10° -057
20mo. dia | 78.15 712.12 0.9898 | 3.10%-2.10° 1.13
30mo. dia 7715 718.46 0.9903 | 3.10%-2.10° 0.13
40mo. dia 75.67 728.06 0.9947 3.10%-2.10° -1.35
42do. dia 76.65 736.81 0.9900 | 3.10%-2.10° -0.37
45to. dia 77.91 746.44 0.9852 | 3.10%-2.10° 0.89
48vo. dia 78.23 751.68 0.9887 3.10%-2.10° 1.21
49no. dia 78.04 751.73 0.9880 3.10%-2.10° 1.22
50mo.dia 77.18 754.62 0.9915 | 3.10%-2.10° 0.16
52do. dia 77.08 758.42 0.9921 3.10%-2.10° 0.26
53er. dia 77.38 760.78 0.9932 3.10%-2.10° 0.36
60mo.dia 75.25 762.75 0.9948 3.10%-2.10° -1.77
61er. dia 74.88 763.12 0.9916 3.10%-2.10° -2.14
70mo.dia 76.87 765.24 0.9930 3.10%-2.10° -0.15
75to. dia 76.85 765.74 0.9932 3.10%-2.10° -0.17

TABLA IV.4 Principales parametros del ENFET814
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La Tabla IV.4 muestra los resultados obtenidos al trabajar con un ENFET cuya
membrana enzimatica ha sido obtenida siguiendo los pasos mencionados en el punto
IV.1.2.2 con los valores de los elementos que se mencionan, siendo la solucién
tampon de trabajo una solucion fosfatada, KOH de 10 mM, pH 7.4 conteniendo 150mM

de NaCl por las razones expuestas en IV.1.2.4.

En esta Tabla V.4 se tiene que: Typpa indica el dia en que se ha realizado la medicién,
S pendiente de la regién lineal de la curva obtenida o sensibilidad del dispositivo, E°
indica la ordenada en el origen, R es el coeficiente de determinacién o regresion
simple, RDL es el Rango lineal de deteccion y S-Syepia €s la desviacion de la

sensibilidad del dispositivo respecto al valor medio.

a. Sensibilidad o Pendiente

La sensibilidad S que muestra el sensor en la Tabla 1V.4, presenta dos caracteristicas.
La primera de ellas es que los primeros 3 dias presenta sensibilidades decrecientes
hasta obtener un valor que mantendra practicamente constante durante el resto del
tiempo con variaciones del orden de + 2.7% (sin considerar los primeros 3 valores de
la Tabla IV.4).

S (mV/dec) vs Tvida (dia)
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Figura IV.5 Sensibilidad S del ENFET814 en el Tiempo
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La segunda caracteristica es el tiempo de vida conseguido por el sensor durante el
cual esta vigente. La explicacion de la primera caracteristica es que la enzima esta
estabilizdndose en la membrana enzimatica debido a la presencia de algunas enzimas
que no se han acoplado adecuadamente en dicha membrana y ofrecen estas
variaciones debido a las reacciones quimicas y procesos de difusion que se presentan

en la membrana.

La explicacién de la segunda observaciéon es que el EDTA utilizado en la solucion de
almacenamiento esta cumpliendo su papel de mantener la actividad de la membrana

enzimatica durante todo el tiempo de actividad del dispositivo.

b. Ordenada en el origen

A partir de los resultados que aparecen en la Tabla IV.4 se aprecia que este valor (E°)
no permanece constante durante el tiempo de vida del dispositivo, apreciandose que
siempre va en aumento y cuando las mediciones son consecutivas las variaciones
tienden a ser constantes y aproximadamente igual a 3mV. La explicacion a este hecho
esta en funcion del tiempo de almacenamiento, tiempo de uso y decaimiento de la
actividad enzimatica en el tiempo; es necesario recordar que pequefas variaciones de
la pendiente originan variaciones apreciables en este parametro y por tanto la
pendiente es una manifestacion del comportamiento de la membrana enzimética a las
concentraciones que esta midiendo y esto depende de la reaccién quimica que se
produce y en donde influyen factores como parametros de la solucion tampén, pH
tanto de la membrana como de la solucion tampoén que influirdn sobre este parametro

y su variacion.

c. Limite inferior de respuesta lineal (LIRL)
Se puede apreciar de la Tabla anterior, que el LIRL es de 3.10* M y se mantiene
constante durante todo el tiempo de vida del dispositivo.

d. Limite practico de deteccion lineal (LPDL)

Al igual que en el caso anterior este parametro es practicamente constante durante el
tiempo de vida del sensor, estando su valor comprendido entre 1.4.10* a 1.8.10* M.
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e. Estabilidad de la respuesta

La estabilidad de la respuesta se puede considerar tomando en cuenta las
oscilaciones de una lectura de potencial o también observando las derivas de dicha
lectura a lo largo del tiempo. Considerando las variaciones de la lectura del potencial
se aprecio que eran del orden de £ 0.1 mV (ver figura IV.7 y IV.8).

1V.1.2.9.3 REPRODUCIBILIDAD DE LA RESPUESTA

Para observar la reproducibilidad o repetitividad de la respuesta del sensor se ha
considerado las lecturas del potencial para una misma concentracién perteneciente a
la region lineal del dispositivo en dias y mediciones sucesivas. Se ha escogido una
concentracion de 3.10* M de urea en la solucién tapén de 10mM, 150mM NaCl, pH
7.4. Esta concentracion de urea pertenece al punto en donde se inicia la linealidad del
dispositivo. El método aplicado consisti6 en introducir el ENFET en soluciones de
concentracion conocida e igual a 3.10*M en diferentes instantes a lo largo de un dia,
procediendo a lavar los sensores después de cada inmersidn en la solucion de prueba,
en nuestro caso especifico se sumergié el ENFET en 5 oportunidades a lo largo de un
dia y otras 5 oportunidades a lo largo del siguiente dia de tal manera que la
repetitividad se presentaba en 10 inmersiones sucesivas. El resultado se aprecia en la
Tabla IV.5 y representado en la figura IV.6.

NUMERO DE POTENCIAL V-Vuepia (V)
MEDICION | ELECTRICO |\ _sc6ty)
1 -253.85 -0.24
2 -253.54 0.07
3 -253.1 0.50
4 -252.95 -0.34
5 -253.25 0.36
6 -253.55 0.06
7 -253.65 -0.04
8 -253.85 -0.24
9 -253.96 -0.34
10 -253.7 -0.09

Tabla IV.5 Valores de potencial eléctrico medidos sobre una solucién donde la
concentracién de urea es de 3.10* M
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En la Tabla IV.5 se observa que la desviacion de los potenciales eléctricos medidos
respecto al valor medio es como maximo del orden de £ 0.5 mV lo cual es aceptable
en estos casos pudiendo explicarse esta variacion por razones propias de la
calibracion realizada. Estas variaciones se representan en la figura I1V.6.

-252.80
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-253.40 — N

E(mV)
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253.60 L %

-253.80 — L
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mediciones

Figura IV.6 Prueba de repetitividad del ENFET813 en solucion fosfatada
10 mM, 150 mM NaCl, pH 7.4 y concentracién de urea 3.10* M

IV. 1.2.9.4 CARACTERISITICAS DINAMICAS DE LA RESPUESTA

Para determinar las caracteristicas dindmicas del sensor hemos considerado las
respuestas o potencial eléctrico de salida del dispositivo como resultado de adicionar
pequenas cantidades de urea pura a la solucién tampon fosfatada en la que se
encuentra sumergido el dispositivo. Los tiempos de respuesta son variables
dependiendo las adiciones que se utilizan y esto se puede apreciar en la figura IV.7 y
de manera especifica en la figura IV.8. La figura IV.7 es un registro continuo de la
salida del ENFET de urea en el dia nimero 70 de su trabajo y calibracién. Se presenta
el gréfico, que ha sido obtenido a partir del software LabVIEW, en donde se ha
obviado los primeros 5406 seg debido a que este es el tiempo aproximado que se ha
utilizado para estabilizar la membrana; esta cantidad no es necesaria porque la
estabilizaciébn se consigue en un tiempo mucho menor, alrededor de 1500s; los

primeros 50 pL de urea se vierten en el instante 5300 s, esta cantidad de urea (y en
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realidad los primeros 250 puL de urea pura de concentracién 10° M) por ser de muy

baja concentracidén y aun mas diluyéndose en la solucién tampén no generan ninguna

Registro continuo de la salida del ENFET814 el dia 70 de pruebas
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Figura 1V.7 Registro continuo de la salida del ENFET814

variacion apreciable en el potencial eléctrico de la puerta del ISFET. Se puede inducir
viendo la figura IV.7 que las variaciones mientras no hay adicién son muy pequenas.
Cada vez que existe adicidbn de urea pura se presenta un “salto” o variacién de
potencial eléctrico.

La figura IV.8 muestra el salto de potencial que se produce cuando estando la solucién
tampon con urea pura a una concentracion de 1.10° M se vierte 25 uL de urea pura
llevando la concentracién de urea presente en la solucién tampén a 2.10° M siendo
este el ultimo peldano de la regién lineal del dispositivo. El tiempo de respuesta que se
considera para este caso es el tiempo que emplea el dispositivo en alcanzar el 95%
del nuevo valor de potencial, para este caso particular es de 90 s.
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Figura 1V.8 Tiempo de respuesta del ENFET814 para una variacion de concentracién
de ureade 1.10%a2.10° M

IV.1.3 SEGUNDA ETAPA: MEDICION DE LA CONCENTRACION DE UREA
USANDO EL ENFET EN MUESTRAS REALES

Posteriormente a la obtencién de un ENFET caracterizado se procede a la medicion

de la concentracién de urea en muestras reales.

1IV.1.3.1 PARTE EXPERIMENTAL

Se trabajara con muestras reales de liquido dializado conteniendo concentraciones de
urea a determinarse mediante los ENFETs desarrollados con la metodologia indicada
en el punto IV.1.2.

El liquido dializado fué proporcionado por la Seccién de Hemodidlisis del Hospital Parc
Tauli de Sabadell, Barcelona. Esta seccién entregaba potes de liquido dializado
tomadas en diferentes instantes y extraidas a pacientes renales sometidos a
hemodidlisis periddica.
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1IV.1.3.1.1 SISTEMA DE EVALUACION

Para realizar las mediciones de la concentracién de urea en liquido dializado se ha
utiizado el método de interpolacién de mediciones consistente en medir los
potenciales eléctricos en dos soluciones de tampon fosfatado con urea de
concentracion conocida y que se encuentren en el Rango Lineal de Deteccién, de esta
manera se determina la sensibilidad del dispositivo. El siguiente paso es diluir la
muestra proporcionada por el Hospital por un factor minimo de 10 y se procede a
introducir el ENFET en la solucion diluida registrandose el potencial eléctrico el cual
debe aparecer en la Regién Lineal para proceder a extraer el valor de la concentracion
de la urea en el liquido dializado. El valor real se obtiene multiplicando el valor de la
concentracion de urea en el liquido dializado diluido por el factor de dilucién utilizado.

IV.1.3.1.2 PARAMETROS DEL DISPOSITIVO

Al igual que para la primera etapa, en este caso las curvas obtenidas que representan
la lectura del potencial respecto del logaritmo de la concentracion de urea son
obtenidas mediante el software GRAPHER, permitiendo observar algunos parametros
de interés previo calculo, tales como la sensibilidad, estabilidad de la respuesta,
caracteristicas dinamicas de respuesta, reproducibilidad de la lectura de potencial que
ya se encuentran definidos y son obtenidos en forma similar a lo mostrado en la

primera etapa.

IV.1.3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta parte se hara una descripcion de las caracteristicas de respuesta del ENFET,
basicamente las medidas del potencial eléctrico y la comparacion con los resultados
de las mediciones realizadas por el Laboratorio de Andlisis Dr. Echevarne de Saint
Cugat, Barcelona.

IV.1.3.2.1 ESTUDIO DEL METODO DE EVALUACION
Las mediciones de la concentracion de urea en las muestras reales proporcionadas
por el Hospital Parc Tauli se basan en la interpolacion de mediciones utilizando

soluciones tamponadas con dos valores conocidos de concentracion de urea, a estas
soluciones las llamaremos “soluciones de urea patrén” y registrando los potenciales
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eléctricos que se presentan en cada uno de los dos casos. Para asegurar de trabajar
en la region lineal del dispositivo, se procede a escoger los valores minimo y maximo
de concentracion de urea para las “soluciones de urea patron”, con este paso se
obtiene la sensibilidad del dispositivo, a quien, por seguridad se lo ha sometido a medir
los potenciales eléctricos hasta en dos oportunidades como minimo para cada
“solucién de urea patron” y obteniendo el valor promedio para los calculos respectivos.
Los valores obtenidos en las mediciones senaladas son practicamente constantes

como se podra apreciar en la figura IV.10.

Posteriormente y, con la sensibilidad conocida, se procede a diluir la muestra real que
contiene la urea en liquido dializado por un factor minimo de 10. Esta dilucién se
considera necesaria para evitar fundamentalmente tres aspectos: la variacién del pH
de la muestra real impidiendo de esta manera que se mantenga constante durante la
medicion lo que impide la condicién para las mediciones que indica que tanto el pH de
la solucién de trabajo como de la membrana enzimatica deban ser constantes e
iguales durante la medicion; el segundo aspecto es evitar que la diferencia de
intensidades i6nicas impidan mediciones confiables y finalmente es posible que la
colocacién en directo del ENFET con la muestra real pueda danar el dispositivo debido
a la presencia de ciertos elementos en la muestra real. Una vez diluida la muestra real
se procede a medir la concentracién de la urea en ella introduciendo el ENFET vy el
electrodo de referencia en la solucion a probar. Obtenido el potencial eléctrico se
procede a realizar los célculos con la sensibilidad previamente calculada del
dispositivo y de esta manera se extrae el valor de la concentracion de urea de la
muestra real diluida; el ultimo paso es aplicar el factor de dilucién a los calculos para
obtener finalmente la concentracién de la urea en el liquido dializado.

Los valores calculados son comparados con los obtenidos por el Laboratorio de
Analisis Dr. Echevarne quién ha seguido un método de medicién conocido como
Método de Neumann y Ziegenhorn que consiste en la realizacion de una
espectrofotometria de absorcion molecular. La lectura bicromatica a 340 nm de
longitud de onda primario y 700 nm de secundaria. Este método utiliza reactivos
especificos de la urea en un sistema tampdn-enzima-sustrato. La calibracién es

automatica para los sistemas implementados por Roche Diagnostic.
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1IV.1.3.2.2 PARAMETROS DE CALIBRACION

Las curvas obtenidas son aquellas que muestran los valores de potencial eléctrico en
el tiempo para valores de concentracién de urea de las “soluciones de urea patrén” y
para las mediciones de concentracidén de urea en liquido dializado, proporcionadas por
el HPT y preparadas para su determinacion. El sistema utilizado para la determinacion
de la sensibilidad del dispositivo estuvo formado por: el ENFET y el electrodo de
referencia introducidos en la solucion tampdn, KOH conteniendo NaCl agitada a
velocidad constante, en esta soluciébn se ha vertido urea pura en las siguientes
cantidades: 250 pL de urea de 10° M, 225 uL de urea de 102 My 50 pL de urea de
10" M con esta cantidad de urea vertida se tendra una solucién tamponada con urea y
con una concentracion de 3.10* M que viene a ser el limite inferior de respuesta lineal
de acuerdo a lo obtenido en la caracterizacion del ENFET en el punto 1V.1.2.9.2.c y
mostrado en la Tabla 1V.4, esta solucidn resulta ser una de las “soluciones de urea
patrén” a la cual llamaremos “solucion de urea patron A”; la siguiente “solucion de urea
patron” (a la cual llamaremos “solucién de urea patron B”) se obtiene utilizando las
siguientes cantidades de urea que seran adicionadas a la solucién tampén: 250 uL de
urea de 10° M, 225 uL de urea de 102 My 225 uL de ureade 10" My 25 uL de urea
de 1 M, estas cantidades permitiran tener una solucion tamponada con urea y con
concentracion de 2.10° M.

La muestra real debe ser “preparada” para su mediciéon, por esto se mide
primeramente el pH que presenta, generalmente es mayor de 7.4 por lo cual se agrega
pequenas alicuotas de HCI que no llegan a sumar mas de 25 pL para conseguir que el
valor sea similar al que presenta la membrana enzimatica, esto es 7.4. Posteriormente
se “diluye” la muestra real en solucion tampoén por un factor minimo de 10 y en él se
introducen el ENFET vy el electrodo de referencia para de esta manera proceder a
registrar el valor del potencial eléctrico que estara en la regién lineal de trabajo del
dispositivo y que nos conducira a la concentracién de urea presente en la solucion
diluida.

a. Sensibilidad
De acuerdo a lo mencionado en el punto precedente se introduce el ENFET en la

“solucion de urea patrén A” cuya concentracién es conocida y de valor C, = 3.10* M
obteniéndose un valor de potencial eléctrico Eai. Después de lavar el ENFET se repite
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esta operacion hasta por dos veces mas introduciéndolo en la misma “solucién de urea
patron A”, comprobando la repetitividad de la lectura del potencial dado que los valores
de los tres potenciales registrados (Ea1, Ea2, Eas) varian en £0.4 mV. El valor del
potencial eléctrico para esta solucidon patrdén Ea, se obtiene promediando estos valores.
El mismo procedimiento se sigue para obtener el potencial eléctrico Eg que resulta de
introducir el ENFET en la “solucién de urea patron B”.

El valor de la sensibilidad S del ENFET se obtiene de la siguiente manera:

— Ey—E,
logC, —logC,

La Tabla IV.6 muestra de manera integral las mediciones de Eg, Ea y el potencial

eléctrico para cuando se introduce en la solucién que contiene la muestra real diluida.

b. Estabilidad de la respuesta

Las variaciones que muestran las sefales estables que a su vez son sindnimas de que
la reaccion quimica entre enzima y sustrato han alcanzado el estado estable

(saturacion) son del orden de +0.3 mV tal como se aprecia en la figura 1V.10.

1IV.1.3.2.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE UREA EN LIQUIDO
DIALIZADO

La muestra real proporcionada por el HPT se diluia por 10 6 mas en solucion tampon
siendo la concentracion real Crea= N.Cyqi (N: factor de dilucion y C,.qi: concentracion
de urea diluida en solucién tampdn). Por tanto, el procedimiento para determinar la

concentracion de la urea de la muestra real es la siguiente:

1. Determinacion del potencial eléctrico Enuesra mediante el software LabVIEW con el
cual se ha estado trabajando en toda esta experiencia. Este potencial eléctrico
Enestra S€ Obtiene al introducir el ENFET vy el electrodo de referencia en la solucion
diluida que contiene la urea.
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2. Aplicacién de la siguiente expresién para determinar la Cy.q;

E -E,
logC, ,, —logC,

muestra

Por tanto:

Emue\'tr‘a -E A
—mert L +logC
S gL 4

Cudil = 1 O

3. Determinacion de la concentracion real C..y de la urea en la muestra real mediante
(N: factor de dilucién):

CreaI= N. Cu-diI

Utilizando estos pasos se ha obtenido los siguientes resultados:

Ea Es S EmuesTra Cu-ow N CreaL
478,16 | 540.75 | 75.98 490.7 4,38.10*M 26 |11,3.10°M=67,8mg/dL
481,32 | 540.12 | 71.37 497.2 5.10*M 15 7,5.10°M=45mg/dL

489,50 | 547.75 | 70.70 491.5 3,2.10*M 17 | 5,4.10°M=32,4mg/dL

491,05 | 550,20 | 71,79 489,0 2,8.10"M 11 | 30,8.10°M=18,4mg/dL

Tabla IV.6 Valores medidos para la concentracion de urea de las muestras reales

Los errores de estas mediciones respecto de los valores medidos por el Laboratorio de
Analisis Dr. Echevarne (Cag) fueron los siguientes:

CreaL Cias ERROR
67,8mg/dL 67mg/dL 1,19%
45mg/dL 43mg/dL 4,65%
32,4mg/dL 30mg/dL 8%
18,4mg/dL 17mg/dL 8,2%

Tabla IV.7 Determinacion de errores
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Figura 1V.9 Recta de regresion CReAL respecto a CLAB

La figura IV.9 muestra la correlacion entre los valores de la concentracién de urea
(CreaL) medidos por el ENFET desarrollado en el presente trabajo de Tesis y los
valores de la concentracion de urea medidos por el Laboratorio de analisis Dr.
Echevarne de Saint Cugat (CLaB).

En analisis clinicos se acepta tasas de error de hasta 10%.

La figura 1V.10 muestra el comportamiento de dos ENFETs (enfet813 y enfet814)que
“miden” en forma indirecta concentracion de urea en una muestra real. Se aprecia las
curvas de la calibracion de los ENFETs tanto en la “solucion de urea patrén A” cuya
concentracién es conocida y de valor C,o (en la figura se designa como “medida de
Ca “) como en la “solucién de urea patron B” cuya concentracién es conocida y de
valor Cg (en la figura se designa como “medida de Cg “ ). Estas mediciones de
calibracion se han hecho en este caso en dos oportunidades para probar la
repetitividad de los resultados; luego aparecen la curvas que correspoden a las
medidas de la concentracién de urea en muestra real designadas como “medida de
[urea] en POTE 1” y “medida de [urea] en POTE 2” igualmente estas mediciones se
realizan en tres oportunidades para comprobar la repetitividad de los resultados.

Esta grafica es importante porque se constata la confiabilidad de los ENFETs
implementados en el presente trabajo.
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Figura V.10 Mediciones de las concentraciones de urea en liquido dializado mediante dos ENFETs:ENFET813, ENEFT814
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CAPITULO V: CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones obtenidas de la realizacién del presente trabajo de Tesis

son las siguientes:

1. Se ha desarrollado un ENFET para aplicarlo a la mediciéon indirecta de la
concentracion de urea en muestras reales de pacientes sometidos a dialisis periédica.
Para ello se ha utilizado como transductor un ISFET fabricado en el Instituto de
Microelectrénica de Barcelona del CNM, compatible con la tecnologia CNMO096 y
CNM112, generando una membrana enzimatica con la ureasa como enzima vy

realizando la deposicion directa de esta membrana sobre el ISFET.

2. Se han optimizado los valores de los componentes de la membrana enzimatica
con vistas a obtener los mejores resultados y que el proceso de formacién de la

membrana enzimatica tenga caracter repetitivo. Estos son:

90 ul de solucién tampén fosfatada, KOH 10mM con EDTA 1mM; pH 7.4

10 ul de Glycerol

7 mg de BSA

6.5 mg de Ureasa

Tiempo de exposicién al glutaraldehido, del ISFET con la membrana enzimatica ya
depositada sobre el 6xido del dispositivo: 1Thr20min

Tiempo de evaporacién en el medio ambiente del glutaraldehido: 20 min

Tiempo de lavado del EnFET: 20 min

Temperatura de almacenamiento de la membrana enzimética: -20°C

3. Se ha caracterizado el proceso de formacion de la membrana enzimatica, asi
como la técnica de inmovilizacion de la enzima ureasa y la “fijacion” de ésta sobre el

transductor.

4. Se ha conseguido una solucion tampén que regula el pH ante la reaccion de
descomposicion de didéxido de carbono y amoniaco que se produce en el interior de la
membrana enzimatica lo que pueden ser causa de variacion del pH debido a las
propiedades &cido-base de estos productos. En general, para el estudio de los
ENFETs es necesario contar con soluciones tampon que permitan el trabajo adecuado
del dispositivo evitando afectar la respuesta del transductor y desnaturalizar la enzima.
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5. Para la obtencién de la solucién tamp6n adecuada, se ha considerado la adicion
de NaCl por ser este un elemento presente de manera notoria en la sangre y en el
liquido de dializado (cloruro sodico: 206.605 g; Na*: 140.0 mmol/L; CI: 106.0 mmol/L)
lo cual al interactuar con la membrana enzimdtica genera interferencias que influyen
en la respuesta del sensor observandose sefales atenuadas respecto a las sefales

gue se obtienen cuando no esta presente esta solucién de NaCl.

6. Las caracteristicas del ENFET desarrollado y que otorga las mejoras prestaciones
para pruebas en laboratorio con muestras ideales y reales de urea son:

Solucion de trabajo: Solucién tampén fosfatada, concentracion 10mM, 150mM NaCl,
pH 7.4

Sensibilidad (mV/dec urea): 77.02

Limite inferior de respuesta lineal: 3.10* M

Rango lineal de Deteccion: 3.10* M- 2.10° M

Tiempo de respuesta: 90s

Estabilidad del potencial: £0.3mV

Tiempo de vida: 75 dias

7. La sensibilidad del ENFET que se muestra en el punto anterior es un valor
promedio de las sensibilidades mostradas por el dispositivo en todo el tiempo de
trabajo observandose que la desviacidon de las sensibilidades respecto al valor
promedio es del orden de -1.78mV a -2.14mV lo que significa que las variaciones son
del orden de -1.27% a -2.7% lo cual muestra un dispositivo confiable respecto a
estabilidad.

8. Los ENFETs desarrollados fueron sometidos a pruebas de reproducibilidad o
repetitividad de la respuesta observandose que satisfacen ampliamente los
requerimientos consistentes en que se obtienen valores de potencial eléctrico de
valores similares en 10 mediciones efectuadas en dos dias consecutivos. La
desviaciéon de los valores medidos respecto al valor promedio (253.61mV) aparece
entre -0.34mV a 0.50mV. Estos valores del potencial eléctrico que aparece en la
interfase membrana enzimatica-éxido del ISFET, practicamente constantes, y que esta
relacionado en forma indirecta con la concentracién de urea en la solucién, permiten

asegurar el buen desempeno del ENFET en pruebas reales en trabajo continuo.
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9. El pretratamiento de la muestra real de urea es un paso necesario para proceder a
la determinacion de la concentracion de urea. La dilucién de la muestra permite no
solamente desplazar la concentracion de la urea real a valores que se ubicaran en la
zona lineal y de “detecciéon” del ENFET sino que permite tener un pH constante
durante todo el proceso de medicion. Ademas se consigue impedir que la diferencia de
intensidades idnicas impidan mediciones confiables y finalmente la dilucién impide que
el ENFET sea danado al ser puesto en contacto directo con muestras reales.

10. Se ha conseguido caracterizar un proceso para la medicidén de la concentracion de
urea en muestras reales consistente en diluir la muestra real de urea procedente de la
evacuacion que realiza un paciente sometido a didlisis periédica, determinacién de la
sensibilidad del ENFET usando dos valores denominados maximo y minimo de
concentracion de urea patron (urea pura) ubicados en los extremos de la respuesta
lineal del ENFET para luego proceder a medir la concentracion en la muestra real
diluida. Finalmente se aplica el factor de dilucion al valor obtenido y de esta manera se
obtiene el valor final de la muestra real. Posteriormente el ENFET es lavado en
solucion tampoén y EDTA agitada y se guarda a 4°C en solucion tampoén con EDTA

para una proxima medicion.

11. El ENFET desarrollado en el presente trabajo de Tesis implica cantidad de
insumos muy reducidos siendo el unico elemento de mayor costo el ISFET. Pensando
en una produccién masiva los precios podrian reducirse drasticamente consiguiéndose

tener ENFETSs para medicién indirecta de urea a costes por debajo de los 12 euros.

12. El ENFET generado es de facil industrializacion. Su tiempo de vida es superior a
dos meses y medio utilizando la misma membrana enzimatica, o que permite su

almacenamiento.

13. La eficiencia del EnFET para la medida indirecta de la concentracién de urea en
sangre a partir de la medida de la concentracién de urea en el liquido dializado queda
demostrada al comprobar que los valores de las mediciones estdn adecuadamente
correlacionadas con las medidas realizadas por un laboratorio que sigue procesos
tradicionales de medicion de la concentracion de urea.

14. El dispositivo se ha validado en aplicacién realizando medidas de concentracion
de urea en muestras de liquido dializado de pacientes del Hospital Parc Tauli
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recogidas en distintas etapas del proceso de dialisis y procediendo a comparar y hacer
las correlaciones respectivas con los valores medidos sobre las mismas muestras por
personal clinico especializado en el trabajo con pacientes renales y sometidos a

didlisis frecuente.

15. Con los resultados satisfactorios que se han obtenido se tiene el camino expedito
para integrar todo un sistema que ademas del sensor antes descrito también considere
la electrénica de procesamiento de la sefal apuntando a distintos objetivos: (1)
Disponer de medidas continuadas del proceso de hemodidlisis que permitan objetivar
la calidad del mismo. (2) Personalizar el proceso dependiendo de las caracteristicas
particulares de cada paciente y también de las condiciones especificas en que se
encuentre en el momento de iniciar cada tratamiento periddico, ya que la ingesta, el
estado fisico, el ejercicio realizado, etc. en los dias inter-proceso, influyen
notablemente en la necesidad de un mayor o menor tiempo de proceso (3) Adecuar la
velocidad de extraccion a las necesidades puntuales consiguiendo menores tiempos
de dialisis y evitando el riesgo de perdidas bruscas de presion, mareos, etc.

16. Como trabajo futuro que se desprende de la presente Tesis es la automatizacién
de todo el proceso de preparacién de la membrana enzimatica, caracterizacién del
ENFET y uso en muestras reales, los valores y la caracterizacién realizada permiten
que este siguiente paso es factible y necesario.

17. Se propone también como futuro desarrollo tecnolégico en esta linea la integracion

del ENFET con las etapas de tratamiento de datos y presentacién de resultados en un
MEM.
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