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Abstract.

En este trabajo se reporta la sintesis de tres poli(fenilenetinilenos) secuenciados con grupos polares del tipo glicol
(pPEG30C12-5q0O), tioester (pPET30C12-s5qS) y amida (pPEA30C12-sqN) para la construccién de biosensores
opticos, estas secuencias imparten un cardcter parcial iénico a los polimeros permitiendo la interaccién
electrostdtica con enzimas como la glucosa oxidasa. El estudio de la actividad enzimdtica en los biosensores
construidos con los tres polimeros y la enzima, indica que ésta ultima se fija eficientemente, aunque se obtienen
valores de Km mayores al de la enzima en solucién, lo que afecta su afinidad por la glucosa. El estudio de
reconocimiento molecular por fluorescencia indica que existe una variacién de esta propiedad, en funcién de la
concentracion del analito. De estos resultados se deduce que es posible construir biosensores opticos utilizando
peliculas de polimeros a escala nanométrica.

Introduccion.

Los biosensores Opticos aprovechan variaciones en absorcion de luz o emisién de
fluorescencia de polimeros conjugados como los poli(fenilenetinilenos) (PFE), de los que se
han reportado algunos ejemplos de su posible aplicacién en sensores quimicos' y bioldgicos”.
En general, para que un material pueda ser utilizado en biosensores Opticos, debe contener un
grupo funcional_con propiedades 6pticas especificas y un componente de origen bioldgico
capaz de reconocer selectivamente a ciertas moléculas, para la deteccion de analitos, virus,
microorganismos, etc. Una técnica sencilla que permite la elaboracién de nanopeliculas con
una organizacidén supramolecular bien definida, es el autoensamblaje3. Recientemente hemos
encontrado que se pueden obtener multicapas con un espesor y estructura controlada, gracias a
la técnica de autoensamblaje electrostitico, que consiste en alternar —capas de un polimero
secuenciado de tipo fenilenetinileno portador de un grupo carboxilato con capas de
poli(anilina)’. Partiendo de estos resultados, se sintetizaron PFE con grupos glicol éster
(pPEG30C12-5q0), tioéster (pPET30C12-sqS) y amida (pPEA30C12-sqN). Estos polimeros
se utilizaron para preparar nanopeliculas alternadas con capas de glucosa oxidasa para el
desarrollo de un een-enzimas-para-obtener biosensores Opticos_util en la deteccién de glucosa
por fluorescencia. Los polimeros antes mencionados presentan también—cadenas laterales
largas de tipo alcoxi, para-que imparten #les solubilidad en solventes orgdnicos comunes y_asi
permitir la formacién de peliculas.*>

Parte experimental:

Materiales y métodos. Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico marcas Sigma,
Fluka y JT Baker. Los espectros UV-visible vy las cinéticas enzimdticas se
realizaronebtuvieron_en un espectrofotémetro Shimadzu 2401, utilizando aditamentos para
pelicula y para el control de temperatura respectivamente. ¥-Con los resultados obtenidos, se
hicieron los célculos correspondientes para determinar los pardmetros cinéticos Ky, y Viax de

la glucosa ox1dasa en solucion e 1nm0v1hzada en las nanopehculas—s&eb%uwereﬂ—en—uﬂ




temperatura—respeetivamente, los espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron en un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B excitando a 10 nm por abajo del pico maximo de
absorcion, para la elaboracion de las peliculas autoensambladas se utilizé el brazo mecéanico
de un equipo Langmuir-Blodgett KSB5000.

Sintesis_de los poli:meros conjugados. En la figura 1 se muestran en forma muy resumida,
muestran las rutas sintéticas utilizadas para la sintesis ebtereién de los mondmeros con
secuencias polares, utilizando los agentes de deshidratacion 1.3-

diciclohexilcarbodiimida¢nembres—completos—y—despues—lasabreviatara) (DCC)® y 1-(3-
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Figura 1. Sintesis de los mondmeros 2-(2-dietiloxi)4,4’-bis(yodobenzoato) 1, 2-(2-S-tiodietil)4,4’-
bis(yodobenzenocarbotiolato) 2 y 4-iodo-N-[2-({2-[(4-iodobenzoil)amino]etil }amino)etil] bencenamida 3.

En la figura 2 se esquematiza la sintesis de los polimeros obtenidos por condensacién de tipo
Sonogashira—Heck—Seﬂeg&&h#a.&g El mondémero 1,4-dietinil-2,5-bis(dodecanoxi)benceno (4),
se obtuvo segtin el método previamente reportado.’
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Figura 2. Ruta de sintesis de los polimeros conjugados por acoplamiento de Sonogashira-Heck-Senogashira.

Construccion de las nanopeliculas. Las nanopeliculas_de polimero/glucosa oxidasa, se
depositaron en sustratos de cuarzo y de vidrio, para ello- Parata-depositacion-del-polimerodlos
sustratos se sumergieron en una solucién de polimero (1g/L) por 10 minutos_y posteriormente;
se colocaron en desecador durante per una noche para permitir su completo secado. Una vez
secada la capa de polimero depositada en el sustrato, este se sumergid -se-sumergieron

despuéstas-pelientas en_una solucion de glucosa oxidasa (1g/L) disuelta en buffer fosfatos




(100mM pH 5.1) por 20 minutos. Después de esto se obtuvieron peliculas con una
configuracion polimero;/enzima.

Medicion de la K,, Vv Vi de la glucosa oxidasa en solucion e inmovilizada en
nanopeliculas. es—parametros—einéticos—de la—enzima.Se—determinaron—1Los parametros
cinéticos (K, vy Vma) de la glucosa oxidasa,_se determinaron en solucién y en_las
nanopeliculas preparadas con los diferentes polimeros_conjugados utilizados en este trabajo.;
Para su obtencién se utilizose—utitizo un método modificado de Sigma' en donde se
wtilizanocurren las siguientes reacciones:

B —D—Glucosa+0, + HZO% D - Acido glucorénico+H,0,

H,0, +0—Dianisidina,4 — 9D 5 —Dianisidina ox

Para-En solucion, la determinacion de Ky, y Vimax.erselaetén se llevo a cabo colocando enren
en una celda de cuarzo Yvlos siguientes reactivos: 2.4mL de solucién de o-dianisidina
(0.21mM) disuelta en buffer acetatos (SOmM pH 5.1), 0.1mL de una solucién de peroxidasa a
(60u/mL) y 0.5mL de la solucién de glucosa a evaluar, (el intervalo de concentraciones
utilizada fue 0.2-70mM), } se mezclo por inmersién y se coloco en el portaceldas con control
de temperatura a 35°C hasta que la absorbancia fue constante, después se agregaron e 0.1mL
de la solucién de glucosa oxidasa (50u/mL)ata-—eelda, se mezclo por inmersion y se midié el
cambio de absorbancia durante per 4 minutos. _Se—grafica—elEl cambio de absorbancia se
grafico versuseentra el tiempo_de reaccidn, para obtener y-de-ta-grifica-obtenidase-obtiene la
ecuacion de primer orden Y=mX+b, donde m representa la velocidad de la reaccién. Con los
datos de velocidad de reaccion obtenidos para cada concentracion de glucosa seestos-datosse
construyo una Después—se—obtiene—ta—grafica del tipo Lineweaver-Burke, graficando el
reciproco de las concentraciones de sustrato #tilizadeas—eontra—etversus el reciproco de las

velocidades -de-reaceién-obtenidasy a partir de la curvaagui -de-este—grafico-se obtiene launa

- . . 1
1a- ecuacion de primer orden, donde Vmax y Km se calculan con las ecuaciones: V max =— y

Km =mV max .
Para la medicion de Km y Vmax en las nanopeliculas construidas con los diferentes
polimeros, se utiliz6 la misma mezcla de reaccion_utilizada en las determinaciones de—la

resecton—deto—slueosaoxidasa—en solucidn, sele—gte—ep—este—easo—no—se—adietonrdpero sin

agregar la glucosa oxidasa.estataenzima—en—solueidén,—stno En estas determinaciones, gue
primero se midi6 la absorbancia de la mezcla,_para obtener el valor de —indicande la
concentracion inicial de o-dianisidina oxidada, después en la mezcla de reaccion se sumergio
la pelicula conteniendo la enzima inmovilizada,—se-sumergié y-agité-enagitindola Ja-mezela
por intervalos de 2 minutos, a continuacion ;se retiro de la celda de cuarzo-se-sacé-y-sey se
midié la absorbancia, este procedimiento se repitidé hasta los 20 minutos, een—-ta—enzima

mevilizada-el intervalo de concentraciones de glucosa utilizado fue de 0.55-46mM.

Evaluacion de_—los dispositivos__ fluorescentes  como Bbiosensores_opticos,_en la
determinacion _de glucosa. Se construyeron dispositivos con la configuracion
polimero;/enzima, previamente descrita, para evaluar—su—respuesta—a el cambio dde la
intensidad de la fluorescencia en presencia de diferentes concentraciones de glucosa ;—se
prepararontas—seluciones—de—glacosa—de—(0, 9, 27, 90, 270 y 810 mg/dL) disuelta en buffer
acetatos (100mM pH 5.1). Para el pPEG30C12-sqO se excito a a 374nm, para el
pPET30C12-sqS a 382nm y para el pPPEA30OC12-sgN a 376nm. Se midide la intensidad de




fluorescencia de las peliculas antes _(I,) y durante (I4) el contacto con la solucién de glucosa. El

cambio en la intensidad de la fluorescencia Ea—repuesta—se—mide—graficando—tos—valores
eb%en-}des—eeﬂ—l-a—eeaae}en—LAI I,-1,) se graflco versus —eentra—la concentraciéon de

sustrato.-dondety a1
solucion de glucosa v 1, %s—l—a—m{eﬂs&dad—deka—ﬂuefeseenela—ames—del—eeﬂtaee&

Resultados y discusion.

Sintesis. En la sintesis de los compuestos 1 y 2 se utilizé la DCC como agente deshidratante,
sin embargo estas condiciones no resultaron favorables para la obtencion del serinadecuadas
parata—sintesis—del compuesto 3, debido a que se obteniaresultande un producto muy poco

soluble y dlflcll de separar de h—@eﬁ—La—DG@s«,Leb%ema—el—pfedﬂete—pefe—debide—a—qﬂ&e}

durante la sintesis. —eeﬂ—l-a—DG&tambien—mse}ab}&ePa—dirﬁeﬂ— Utlllzando EDAC como agente

deshidratante en lugar de la DCC Después—de—varias—pruebas,—selogréfinalmente—en la

sustitucién nucleofilica, se obtiene una hidroxiurea soluble, la cual se elimina lavando el

monomero con la mezcla de solventes THF/CH,Cl, constguié-obtener-el-monémero-puro-yla
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%&em—del—x%@@l—z—%qN—v DéDebldo tamblen a la poca solubilidad del compuesto 3 se

utilizaron disolventes con alta polaridad -eanta—sintesis-del pPEA3OCI2-sgN;—esta—sintesis—se

Hevo-acabe-delmismo-mede-gue-para-cn la sintesis del pPPEA30OC12-sgN, ésta se llevo a cabo
de la misma manera que para [Hos polimeros pPEG30C12-sqO y pPET30C12-sqS—se

sintetizaron—de-igual-forma, mediante per policondensacion catalizada por Pd, utilizando-les
derivados de yoduro de arilo (compuestos 1-3) y de arilacetileno (compuesto 4), reaccién

conocida como acoplamiento de Sonogashira-Heck,-Senesashira®® selo-que—en el caso del
polimero con amida se elimino el uso del Cul para evitar su acomplejamiento con las amidas y

que—esto—pudiera—la contaminacién ar—adell polimero. Se—ecenfirme—la—estructura—de—los
menemem%—y—pehmemq—per—PcMN— Hy- el

Propiedades oOpticas. La caracterizacion espectroscopica por_UV-Vis y fluorescencia en
Soluc:lon de—le% pohmero pPEA30C12 %qN %—en—%e}ue}eﬂ—se realiz6 en THF-Se—realizola

pel—&nefes—eﬁ y GHGLg—para los otros dos pohmeros en CHClz Estos anahsls tamblen se

realizaron y-en las peliculas monocapa. per espeetroseopiatV—Vis-y-de-fluorescencia—Todas
las—propiedades—6pticas—se—resumen—eEn la Tabla 1_se presentan los valores de los picos

maximos de absorcién de los polimeros en solucién y en pelicula. Se destacan En-absereién
los—espeetros—presenta dos picos, : el primero alrededor de 320nm, se atribuye a los anillos
bencénicos substituidos con dodecanoxi, mientras que el pico a mayor longitud de onda se

atribuye a las transiciones 7-* de toda la conjugacion. Los espectros de fluorescencia, indican
la presencia de una sola banda de emisionEn-emiston;—se-observa-una-sela-banda, centrada en
la region azul verde.; al-eeomparar—Las propiedades Opticas_observadas en las peliculas
monocapa de los polimeros, son muy similares-andlegas a las discutidas en solucién, eon

menores-cambiosme-se-puede-observar-los maximos sea-de absorcion o de emision, sufren un

ligero desplazamiento se—desplazan a mayores longitudes de onda con respecto a las




observadas en solucidéenes,— como se esperaria ba—perdebido a efectos del estado sélido_en

estos materiales.

Tabla 1 Longltudes maxnnas de absorcmn y emls10n para los polimeros conjugados Resultades—en—ta
aracte ¢ A ey ate en solucion y eeme en pelicula.

7~ abs (nm)

A abs (nm)

Pollmero 7\, em. (nm) A em. (nm) € L/g*cm
solucién solucién pelicula pelicula
pPEG30C12-sqO 319, 384 447 324, 390 493 35
pPET30C12-5qS 327,394 458 333, 405 504 50
pPEA30C12-sqN 318,379 450 321, 380 490 22

Determlnacmnes de la Km y Vmax para la glucosa oxidasa en solucmn e inmovilizada. En

tabla 2 se muestra que —eeme—s&p&eé&ebsewaf— la Km de la enzima 1nmov1hzada es mayor
que la obtenida con la glucosa oxidasa libre, esto indica que la afinidad de la enzima por el

sustrato disminuye, posiblemente debido a een-te que la formacién del complejo enzima-
sustrato es menos estable que en solucidn, disminuyendo perte—mismeasi la velocidad de
formacién del producto, le—gque—secomo lo confirma een-los valores de velocidad médxima
obtenidos. También se puede observar que los valores de Km y Vmax son muy similares entre
los tres polimeros, lo que indica que no hay un efecto del heterodtomo_en eldel-tipo—de
polimero utilizado-sobre -en-la actividad de la enzima.

Tabla 2. Valores de Km y Vmax de la Valeres—<inéticos—de—ta glucosa oxidasa en solucién y con en los
dispositivos construidos utilizando los polimeros conjugados. eentospoltreros:

Km Vmax
Glucosa oxidasa en solucién 21.45mM 0.014/seg
pPEG30C12-5qO + GO 43.18mM 0.003/seg
pPET30C12-5gS + GO 45.83mM 0.003/seg
pPEA30C12-sgN + GO 41.00mM 0.001/seg

Evaluacion de los_dispositivos como biosensores_opticos en la determinaciéon de la
concentracion de glucosa.En Lla figura 3, se- muestran las-eurva-dela respuesta obtenidas en
cada uno de een—los—tres—tipoeslos—de dispositivos construidos con la glucosa oxidasa
inmovilizada. ;seEl dlsposmvo que alcanzo una respuesta hneal a mayor concentraciéon de
glucosa, fue - M el fabricado con
el polimero pPET30C12 sqS el cual d10 respuesta hneal a la glucosa debido—a—que—la
respuesta—tinealse—aleanzo—hasta una concentracién de 270mg/dL, mientras que con el
pPEG30C12-sqO la respuesta lineal se obtuvo hasta 90mg/dL de glucosa y con pPEA30OC12-
sqN la respuesta lineal se presento hasta la concentracion 27mg/dL, aunque—a—esta
conecentracton—y—sin_embargo con este ultimo polimero se presento el mayor cambio en la
intensidad_de fluorescencia.
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Figura 3. Respuesta de los biosensores a las soluciones de glucosa.

Conclusiones. Con los resultados obtenidos se concluye que es posible construir biosensores
de—tipe Opticos_para la determinacion de glucosa, utilizando poli(fenilenetinilenos) con
secuencias  polares.  ;L.os  dispositivos  construidos con  la  configuracién
pollimeroeoniugado /glucosa oxidasa;  debido—a—que—todos—os—dispesitrvos—eonstruidos
presentan-actividad-enzimatieaconservan la actividad enzimética, ademds, se ha-demostrd ade
que la intensidad de la fluorescencia del polimero, varia proporcionalmente con la
concentracion del sustrato.
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