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Los biosensores son dispositivos moéviles que permiten detectar de forma rapida y sencilla enfermedades del
metabolismo e infecciones viricas de interés veterinario y clinico, como el rotavirus y la hepatitis B y C. Este trabajo
tuvo como objetivo determinar las variables significativas del proceso de produccion de los biosensores de glucosa
fabricados en el Centro de Inmunoensayo (La Habana, Cuba). Se produjeron ocho corridas experimentales teniendo
en cuenta los procedimientos normativos de operacion implementados en la planta de produccion de biosensores y
se realizaron las evaluaciones de calidad correspondientes (pruebas de exactitud) para liberar analiticamente los lotes
producidos. Los experimentos realizados proporcionaron informacion acerca de cuales variables deben controlarse
con mas cuidado durante la produccion a fin de evitar altos niveles de productos no conformes o el comportamiento
erratico del proceso. Las variables seleccionadas para el estudio fueron las relacionadas con la preparacion de la
solucion enzimatica. Con los resultados obtenidos se realizo un analisis de regresion multiple para determinar los
factores estadisticamente significativos del modelo, obteniéndose un coeficiente de determinacion superior al 90%,
logrando explicar el 98,637% de la variacion entre los valores de porcentaje de exactitud y la media. Los factores
que resultaron ser significativos fueron la concentracion de la enzima glucosa oxidasa, la concentracion del mediador
eléctrico y la conductividad del agua ultrapura para un nivel de confianza del 95%. El analisis realizado arrojo
resultados satisfactorios demostrando que variando parametros del proceso productivo es posible disminuir los
valores del porcentaje de exactitud.
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Introduccion ADN; el transductor que consiste en un electrodo que
traduce la sefial emitida por el sensor y el detector que

Los programas de vigilancia epidemiologica de Cuba da la respuesta a la sefial.

se enfocan en prevenir y controlar la aparicién y

propagacién de enfermedades e infecciones virales, Generalmente, se clasifican de acuerdo al elemento
desarrollando ademas métodos de deteccion o autocontrol de reconocimiento biologico en: inmunobiosensor o
que respondan a las necesidades de salud (1). Debido a genobiosensor y en cuanto al método de transduccion en:
la alta sensibilidad, rapidez de respuesta, facilidad de opticos, electroquimicos, piezoeléctricos o térmicos (3).
uso y bajo costo que presentan los biosensores, éstos Estos dispositivos presentan caracteristicas que le
constituyen una de las herramientas analiticas que confieren alta selectividad y especificidad, las cuales
complementarian la vigilancia desde el diagnostico se deben principalmente a las interacciones entre el
de la enfermedad hasta el tratamiento de la misma, elemento de reconocimiento y el analito diana, como
incluyendo el uso eficaz de vacunas humanas (2). las de tipo antigeno/anticuerpo, enzimaticas y celulares,
Los biosensores constituyen dispositivos analiticos lo cual posibilita el uso en la deteccion de infecciones
compactos que contienen un elemento de deteccion como el rotavirus y la hepatitic By C (3).

biologico acoplado a un transductor fisico-quimico que Los biosensores son también usados para detectar
convierte la sefial bioldgica en una sefal electrdnica. colesterol, acido trico, triglicéridos y glucosa, siendo
Se componen de tres partes fundamentales: el sensor este ultimo vital para el autocontrol de pacientes que
bioldgico que es un elemento que puede ser tomado de padecen de diabetes mellitus.

la naturaleza o ser un producto de la biologia sintética,

como enzimas, células, anticuerpos o fragmentos de Para el control de la glicemia se han utilizado multiples

pruebas de laboratorio que le permiten al paciente

* Ing. Quimica, Jefe Produccion de la Planta de Biosensores.
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un correcto manejo de su enfermedad; durante
mucho tiempo se contd exclusivamente con técnicas
semicualitativas, progresivamente se perfeccionaron
hasta obtener equipos de medicion mas exactos como los
biosensores de glucosa, que se basan fundamentalmente
en métodos electroquimicos en los que se inmoviliza
una enzima y un mediador electronico en el electrodo
de trabajo (4-6).

El Centro de Inmunoensayo de La Habana, Cuba (CIE)
instal6 una planta para la produccion de biosensores de
glucosa, los cuales deben cumplir con los requerimientos
establecidos en la norma ISO 15197:2003 “Sistema de
prueba de diagnostico in vitro-Requerimientos para
el sistema de monitoreo de glucosa en sangre para
autoensayo en el control de la Diabetes Mellitus”, donde
se establecen requisitos para la evaluacion analitica del
producto (7).

Actualmente los porcentajes de exactitud de los lotes
de biosensores producidos en el CIE se encuentran muy
cercanos al valor establecido en la norma, por tanto
se decidi6 disefiar un experimento para determinar los
parametros de proceso que influyen en esta variable.
Esto permitira obtener biosensores de glucosa mas
exactos y por consiguiente una produccion mas eficiente
dando cumplimiento a los requisitos establecidos.

Materiales y Métodos

Para larealizacion de esta investigacion se emplearon los
procedimientos normativos de operacion implementados
en las areas de trabajo de la Planta de Biosensores del
CIE.

La preparacion de la solucion enzimatica fue realizada
con solucion reguladora (acido citrico monohidrato/
citrato de sodio, pH 5,0; 0,1 mol/L), hexacianoferrato
(IlT) de potasio (K,Fe(CN),), enzima glucosa oxidasa
(GOD) y una solucion amortiguadora. La dispensacion
de dicha solucién en la zona de reaccion (area o canal
donde el paciente aplica la muestra de sangre extraida),
es una de las etapas mas importantes en el proceso de
produccion de los biosensores y se realiza mediante el
equipo DIGISPENSE 3020 fabricado por la compaiiia
inglesa IVEK Corporation.

Este equipo estd compuesto por dos modulos, el
controladory el actuador. Elmoédulo controlador contiene
los componentes para la programacion y monitoreo
de las operaciones mediante una pantalla con tablero
ubicado en su parte frontal. El médulo actuador contiene
una bomba del tipo pistén de cilindro con movimiento
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positivo, que es la que succiona el liquido del recipiente
y lo dispensa en la ldmina de polietilenotereftalato
(PET), garantizando que el volumen dispensado siempre
se corresponda con el valor programado por el operador.

Los biosensores fabricados fueron calibrados
asignandoles un codigo en funcion de la calidad obtenida
mediante el muestreo de al menos tres tiras por cada
lamina de PET, las que se probaron con las soluciones
de glucosa de concentraciones conocidas. El cédigo
asignado a las tiras le permite al glucdmetro corregir el
resultado de la prueba para que sea mas exacto y éstos
se evaluan analiticamente, realizando una comparacion
entre las concentraciones de glucosa de varias muestras
de pacientes obtenidas con el glucometro y el analizador
quimico del hospital (8-10).

Para obtener resultados aceptables de exactitud, el
biosensor de glucosa debe cumplir con los requerimientos
establecidos en la norma ISO 15197:2003. Esta
norma internacional es aplicable a los fabricantes de
sistemas de monitoreo de glucosa in vitro que miden
las concentraciones de glucosa en muestras de sangre
capilar y la misma establece los siguientes requisitos de
obligatorio cumplimiento:

Requisitos Limite de aceptacion

Evaluacion de exactitud

Concentraciones < 4,2 Desviacion + 0,83 mmol/L (£

mmol/L (<75 mg/dL) 15 mg/dL)
Concentraciones > 4,2 % Error relativo (ER) +20%
mmol/L (>75 mg/dL)

En aras de asegurar la calidad final del producto y
cumplir con holgura el requisito de exactitud, se disefid
un experimento con el objetivo de reducir el porcentaje
de exactitud relativa de los lotes de biosensores. Por
tanto se determind este parametro como variable
respuesta del experimento.

Los factores que influyen en esta variable son:

* Conductividad del agua ultrapura usada en la
preparacion

» Concentracion de la enzima (GOD) en el liquido
enzimatico (mg/mL)

« Concentracion del mediador eléctrico (K,Fe(CN),) en
el liquido enzimatico (mg/mL)

Para llevar a cabo el experimento se realizaron ocho
corridas experimentales (lotes de produccion de 120 tiras
cada uno), efectuando tres réplicas de cada experimento.
Se emplearon los factores establecidos con dos niveles
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Tabla 1. Relacion de las variables y sus niveles.

. Niveles
Variables
-1 +1

X, (Concentracion de GOD 6 3
(mg/mL))
X, (Concentracion de K Fe(CN), 30 100
(mg/mL))
X, (Conductividad del agua ultrapura

3 0,5 1,5
(nS/cm))

cada uno y realizando un disefo factorial 2° completo,
segun se expone en la Tabla 1.

Por la estrecha relacion que existe entre los factores y
la variable respuesta se realizo un analisis de regresion
multiple utilizando el software estadistico Statgraphics
Centurion XV. Como hipotesis nula se planted Ia
existencia de independencia entre las variables con
respecto a la variable respuesta y como hipotesis
alternativa la dependencia entre las variables, lo cual
significa que los distintos niveles del factor influyen
sobre los valores de la variable cuantitativa. El valor de
referencia para aceptar o rechazar la hipotesis nula es el
nivel de significacion (p-valor), el cual debe ser mayor
que 0,05 para aceptar la hipdtesis nula y menor de este
valor para rechazarla y aceptar la hipotesis alternativa.
Mediante el analisis de varianza se determino la ecuacion
de ajuste del modelo y el R-cuadrado que describe la
misma, con un nivel de confianza del 95%.

Resultados y Discusion

La correcta preparacion y dispensacion de la solucion
enzimatica determina la exactitud en el resultado
de la prueba del paciente, por lo que en la etapa de
dispensacion se comprobd que el volumen de la

solucion dispensada fuera el correcto (1,825 pL). En
esta comprobacion se verificod que el peso de cinco
gotas de solucion enzimadtica estuviera comprendido
en el intervalo de 9 a 9,5 mg desde el inicio de la
produccion y cada 10 PET dispensados.

Estas comprobaciones evitaron los posibles errores en
el volumen dispensado provocados por:

* Presencia de aire u obstrucciones en las mangueras
* Mal estado de la aguja
* Liquido remanente en la punta de la aguja.

Estos aspectos fueron chequeados periodicamente
por el operador durante todo el proceso, por lo que se
considera que el volumen de la solucién enzimatica
dispensada es un factor controlable; no siendo asi,
sin embargo, su preparacion, la que estd sujeta a
errores en el cumplimiento de las buenas practicas de
laboratorio visualmente no detectables y que pueden
alterar la composicion de esta solucidon y provocar un
comportamiento erratico del proceso.

Existen otras variables asociadas a la preparacion de
la solucion enzimatica que pueden ser controladas
desde esta etapa, relacionadas especificamente con la
concentracion de la enzima, el mediador eléctrico y la
conductividad del agua ultrapura (11).

En la Tabla 2 se muestran los resultados alcanzados
durante las ocho corridas experimentales y
los porcentajes de exactitud relativa obtenidos
analiticamente.

Los datos fueron introducidos en el programa
Statgraphics Centurion XV, analizandose primero
las interacciones de los factores con respecto a la

Tabla 2. Parametros de proceso de las corridas y porcentajes de exactitud relativa.

Lote X, - X, - X, - vV,
mg/mL Codigo mg/mL Codigo uS/cm Codigo

1 6 -1 100 1 0,5 -1 14,5
2 8 1 100 1 0,5 -1 8
3 8 1 100 1 1,5 1 12
4 8 1 80 -1 0,5 -1 5,5
5 6 -1 80 -1 1,5 1 16
6 6 -1 100 1 1,5 1 17,5
7 6 -1 80 -1 0,5 -1 13,5
8 8 1 80 -1 1,5 1 9,5

V,.: Variable respuesta (Porcentaje de exactitud relativa)
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variable respuesta mediante un analisis de varianza y
se obtuvieron los siguientes resultados:

Analisis de regresion multiple

Pardmetr Error Estadistico |
etros estandar T p-valor
X, X, 0,3125 0,0625 0,1257
X, X, -0,3125 0,0625 0,1257
X, X, -0,0625 0,06125 0,5000
Analisis de varianza
Fuente Suma de GL Cuadr.ado
cuadrados medio
Modelo 119,188 6 19,8646
Residuo 0,03125 1 0,03125
Total 119,21925 7

R-cuadrado =99,97%
R-cuadrado (ajustado para GL) = 99,81%
Estadistico Durbin-Watson = 1,5

Los p-valores obtenidos de las interacciones entre las
tres variables son mayores que 0,05, por lo tanto se
acepta la hipétesis nula, la cual plantea que no hay
una relacion significativa entre las interacciones de los
factores y la variable respuesta. Estas interacciones
fueron eliminadas y se construy6 un nuevo modelo de
regresion con los factores independientes, obteniéndose
los siguientes resultados:

Analisis de regresion multiple

Parimetros Error Estadistico alor
estandar T p-valo
X, 0,225347 -14,6996 0,0001
X, 0,225347 4,16025 0,0141
X, 0,225347 -7,48845 0,0017
Analisis de varianza
Fuente Suma de GL Cuadr.ado
cuadrados medio
Modelo 117,59 3 39,19
Residuo 1,62 4 0,40
Total 119,21 7

R-cuadrado = 98,637%
R-cuadrado (ajustado para GL) = 97,61%
Estadistico Durbin-Watson = 2,75
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En este andlisis los p-valores obtenidos fueron
menores que 0,05, lo cual explica que estas variables
independientes son estadisticamente significativas
en el modelo para un nivel de confianza del 95%,
aceptandose por tanto la hipotesis alternativa. El
coeficiente de determinacion R-cuadrado fue superior
a 90%, por lo que el ajuste del modelo se considera
bueno y logra explicar el 98,64% de la variacion entre
los valores de porcentaje de exactitud y la media.

En el anélisis de los residuos, se obtuvo que el
estadistico Durbin-Watson muestra un p-valor superior
a 0,05 por tanto no hay indicio de autocorrelacion
serial en los residuos (Fig. 1).

La ecuacion que describe el modelo es la siguiente:
V,=12.0625-3.3125x X, +0.9375 x X +1.6875 x X

El factor “concentracion de enzima” codificado como
X, tiene pendiente negativa, lo cual expresa que a
mayor concentracion de este reactivo menor porcentaje
de exactitud se obtendrda en la evaluacion analitica.
Los factores X, y X, codificados como “concentracion
de mediador eléctrico y conductividad del agua”
respectivamente, tienen pendiente positiva por lo que
a menores valores de estos parametros, se obtendra
menor porcentaje de exactitud.

Los resultados obtenidos se corresponden con lo
reportado sobre los sistemas de monitoreo de glucosa
in vitro que emplean métodos enzimaticos para la
cuantificacion de glucosa en sangre, en los cuales las
enzimas usadas se encuentran en exceso para evitar la
subestimacion en las lecturas de corriente (11).

Por otra parte los mediadores eléctricos son capaces
de acoplarse entre el centro activo de la enzima y la
superficie del electrodo, mejorando la transferencia
electronica entre ambas partes y una cantidad adecuada
del mismo permitird una correcta reaccidén enzimatica
y por consiguiente una evaluacion analitica eficaz (12).

En el caso de la conductividad del agua se ha reportado
en la literatura que los valores superiores a 1,5 uS/cm,
pudieran incrementar la conductividad eléctrica en el
area de interaccion del electrodo con el compuesto
enzima/mediador, provocando una sobrestimacion en
la lectura del biosensor debido a que mientras menor
sea la concentracion de electrolitos, mayor es la
resistencia del medio a la transmision de una corriente
eléctrica (13), lo cual se corresponde con lo obtenido
en el presente trabajo.
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Fig. 1. Residuos con respecto a los valores reportados segiin el modelo obtenido.

Teniendo en cuenta los niveles seleccionados en el
experimento y los resultados derivados del mismo,
se demuestra que los parametros de proceso que
permitiran obtener mejores porcentajes de exactitud
que los que establece la norma, son: preparando la
solucion enzimatica con 8 mg/mL de concentracion
de enzima, concentracién de hexaciano ferrato III de
potasio en 80 mg/mL y utilizando el agua ultrapura con
una conductividad de 0,5 uS/cm.

Como conclusion, se puede decir que el analisis
realizado ha permitido establecer condiciones de
produccidon que elevan la calidad de los biosensores
de glucosa y evitan altos niveles de productos no
conformes, incrementando de esta forma la eficiencia
del proceso productivo.
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Establishment of more efficient conditions for the production of glucose biosensors
Abstract

Biosensors are mobile devices that allow rapid and easy detection of metabolic diseases and viral infections of
veterinary and clinical interest, such as rotavirus and hepatitis B and C. The objective of this work was to determine
the significant variables of the production process of the glucose biosensors manufactured in the Inmunoassay Center
(Havana, Cuba). Eight experimental runs were carried out taking into account the normative operating procedures
of the biosensor production plant. Accuracy tests were carried out to release produced batches. The experiments
provided information about which factors should be carefully controlled during the manufacture procedure in order
to avoid high levels of faulty products or the erratic behavior of the process. The factors selected for the study
were those related with the preparation of the enzymatic solution. A multiple regression analysis was carried out to
determine the statistically significant factors of the model. The coefficient of determination was higher than 90%, and
the 98.637% of the variation between the values of percentage of accuracy and the mean value could be explained.
The significant factors were the concentration of the glucose oxidase enzyme, the electric mediator concentration,
and the ultrapure water conductivity (95% confidence level). The analysis carried out showed satisfactory results. In
the present study, it was demonstrated that varying parameters of the production process it is possible to decrease the
accuracy percentage values.

Keywords: Biosensors, glucose, glucose oxidase.
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