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Introduccién y Objetivos

La inmovilizacion de enzimas en geles inorganicos de laponita genera biomateriales
gue exhiben una actividad enzimatica elevada, debido al significativo caracter hidrofilico
de la matriz huésped [1,2]. Sin embargo, la lenta liberacion de las moléculas de enzima
incorporadas en estas matrices requiere en algunos casos, la utilizacion de un
entrecruzador quimico, tal como el glutaraldehido [3], aunque desafortunadamente este
tratamiento muchas veces disminuye la actividad de la enzima atrapada. Otra forma de
limitar la liberacion enzimatica consiste en generar electroquimicamente un polimero
dentro de agujeros, microcanales y espacios conformados en peliculas ultradeltgadas del
hidrogel formado por la arcilla nanoestructurada laponita [4]. Se ha informado sobre la
inmovilizacion de diversas enzimas, tales como glucosa oxidasa [4,5,6], polifenoloxidasa
[7] y lactato oxidasa [8,9,10] en matrices inorganicas de laponita mediante diversas
metodologias. Un desafio muy interesante radica en la blsqueda de agentes
estabilizantes de los hidrogeles que sean biocompatibles y solubles en medios acuosos.
En este sentido, el presente trabajo propone la indagacion del uso de polielectrolitos
biocompatibles y amigables con el medio ambiente, tal como los policationes obtenidos
por co-polimerizacién de vinil bencil timina (VBT) y vinil bencil amonio (VBA) [11].

El presente trabajo propone el disefio y desarrollo electrodos amperomeétricos
enziméticos en los cuales la enzima peroxidasa de rabano (HRP) serd incluida en
peliculas ultradelgadas compuestas de nanodiscos de arcilla Laponita® (25x1 nm),
nanoparticulas de oro (AuNP, & = 5 nm) y polielectrolitos de formula general {[VBT-
VBA,]"}» conn=4,8y 16 y m = 20-40 derivados de la co-polimerizacion de unidades de
VBT y VBA. Se analizaron las condiciones experimentales de inmovilizacion vy
operacionabilidad del bioelectrodo (pH, fuerza idnica, relacién en masa de arcilla/enzima),
como asi también los parametros analiticos de los mismos.

Metodologia

Los hidrogeles se prepararon mezclando 30 pg de laponita con 15 g de polication y
diferentes cantidades de HRP (7,5; 15y 30 ug) y AuNP (2,5; 5y 7,5 pl; solucién coloidal).
Las peliculas se obtuvieron depositando un volumen determinado sobre un electrodo de
carbono vitreo y dejando evaporar el solvente a temperatura ambiente. Una vez
optimizadas las variables experimentales se determinaron las caracteristicas analiticas del
transductor desarrollado: sensibilidad, rango de linealidad, limites de deteccién y
cuantificacién, reproducibilidad y estabilidad. La sefial analitica se obtuvo mediante
determinaciones electroquimicas, a partir de la respuesta amperométrica hacia
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hidroquinona, y la caracterizacion de los transductores modificados se llevd a cabo
mediante voltametria ciclica empleando un mediador redox como sonda de prueba.

Resultados

La estabilidad de la pelicula del hidrogel, como asi también la funcionalidad de la
enzima en la misma esta influenciada por un balance masa/carga que posibilita un
equilibrio entre la voluminosidad y la densidad de carga de las estructuras involucradas.
La composicion oOptima de la pelicula correspondié a un gel formado por: 30 ug de
laponita + 15 pg de polication [VBT-VBA,* + 15 pg de HRP y 2,5 pl de solucién de
AuNP. Los pardmetros analiticos correspondientes a esta biointerface se presentan en la
tabla 1.

Tabla 1: Parametros analiticos del biosensor desarrollado

Sensibilidad Rango de Limite de Limite de Reproducibilidad
A/ UM linealidad (UM) deteccién (UM) cuantificacién (UM)
0.118 + 0,010 -72 0,003 0,009 98 %
0.003

Conclusiones

La inmovilizacion del elemento de bioreconocimiento constituye una etapa clave en
el disefio y desarrollo de un biosensor. En este sentido los hidrogeles con laponita han
demostrado cualidades 6ptimas, aunque la retencién de la enzima muchas veces esta
comprometida. Por su parte, los polilectrolitos derivados de timina posibilitan la
estabilizacion de estas estructuras sin afectar significativamente la actividad biologica del
elemento de reconocimiento. Asi mismo, las AUNP mejoran la sefial de corriente obtenida
como respuesta como consecuencia del incremento de la conductividad del hidrogel y
ademas proveen de nanoambientes adecuados en los cuales las biomoléculas pueden
retener su actividad biocatalitica. Finalmente, el biosensor desarrollado exhibe
caracteristicas descatadas que superan a algunas previamente informadas en bibliografia,
lo cual lo hace potencialmente aplicable al analisis de muestras reales.
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