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Introduccion.

Las aminas biégenas (AB) son bases organicas con
actividad bioldgica, su andlisis es importante debido a su
toxicidad y su uso como indicadores de calidad en
alimentos (1). Los métodos cromatograficos son los més
utilizados para la determinacion de AB, sin embargo
requieren instrumentacion costosa y consumen tiempo de
operacion. Por lo que se han buscado alternativas, como
la aplicacion de biosensores, los cuales son dispositivos
que contienen un elemento de reconocimiento especifico
(enzimas), normalmente inmovilizado, integrado a un
transductor de sefial, el cual convierte la sefial bioquimica
en una sefial electronica u 6ptica (2). La construcciéon de
biosensores requiere de técnicas espectroscopicas y
microscopicas para caracterizar el correcto ensamblado
de los componentes, con lo cual se busca observar la
modificacidon quimica y topogréfica generada en cada uno
de los pasos del proceso de inmovilizacion.

El objetivo del trabajo es caracterizar el ensamblado de los
componentes de un biosensor disefiado para determinar
AB, en el cual se implementa un soporte de cuarzo
funcionalizado con 3-Aminopropil-trietoxisilano (APTES) y
1', 3'-dihidro-8-metoxi-1', 3', 3', trimetil-6-nitroespiro [2H-1-
benzopirano-2, 2'-(2H)-indol] 3 acido carboxilico (SPIRO),
con diamino oxidasa (DAO) como elemento de
reconocimiento.

Metodologia. El ensamblado de APTES se llevé a cabo
por incubacién de 1 hora en una disolucion de tolueno-
APTES al 1% de acuerdo a Howarter, 2006 (3). Para el
ensamblado de SPIRO se llevd a cabo la activacion del
grupo carboxilo (Eel espiro por medio de 0,5 mol/g de EDC
(1 etil 3-3 dimetilaminopropil carbodiimida) y 0,005 g de
NHS (N-hidroxisuccinimida) durante 15 min a un pH 4,
después el pH de la solucion se llevé hasta 7 y se incubo
por dos horas de acuerdo a la metodologia propuesta por
Derek, 2006 (4). Para el ensamblado de la enzima DAO
se implemento una solucion Buffer de fosfato 0,1M a pH 8
y se adicionaron 3U de DAO y se dejo reaccionar por 4
horas. El andlisis FT-IR se llevd a cabo en el modo de
reflexion total atenuada. El andlisis morfolégico fue
realizado mediante un microscopio de fuerza atémica
(AFM) en modo Tapping, el area de escaneo fuede 1,5y
10 um?2.

Resultados. En la Figura 1 se muestra la respuesta
espectral de cada una de las etapas de ensamblado del
biosensor, donde mediante el nUmero de onda 680 cm-!

(Si-C de estiramiento), fue posible demostrar la presencia
del APTES; los picos de absorcidon presentes en las
bandas de la region aromética (670-1225 cm-1), Amida | y
[l contribuyeron a constatar la inmovilizacién del SPIRO.
La inmovilizacion de la DAO se constatd mediante la
presencia de los picos de absorcion en las bandas de la
Amida I, II, y 1l (1200-1680 cm-1).
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Fig. 1. Espectro FT-IR del biosensor, en la regiéon de (1200-1750 cm-1).

En la Figura 2 se observan las micrografias para el
ensamble de SPIRO (izquierda) y DAO (derecha)
respectivamente, donde se disciernen las capas
uniformes, homogéneas y altamente densas de
biomoléculas cuando los sustratos han experimentado un
proceso de inmovilizacion.
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Fig. 2. Micrografias de AFM en tres dimensiones para la
funcionalizacién con SPIRO y DAO.

Conclusiones. Los resultados FT-IR y las micrografias
proporcionaron informacion complementaria, con la que
se logré demostrar el ensamblado de cada uno de los
componentes del biosensor.
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