
0301?_ 

"CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE KMBRANAS ENZIMATICAS PARA LA 

DETERMINACION DE DISACARIDOS. t-EDIANTE UN ANALIZADOR ENZIMATICO" 

TESIS QUE PARA OBTENER EL ORADO DE MAESTRO EN BloTECNOLOOIA 

PRESENTA: 

~AN LEODEOARIO GARCIA Ro.JAS 

11-\·\-r 0. Í~l\o-\"e. C.Y'O \o;'.)( ()..J 

j \JO."" h ~o c.\ ~jo,_ r t O (9 C>.. ~c.. (e,... '°R a~ "-.S 

CoLEOIO DE CIENCIAS V liuMANDAOES, lJNDAD AcADEl1CA 
DE LOS Cia..OS PROFESIONAL V DE POSORADO; PRoVECTO 
ACADEMICO DE [SPECIALIZACION. MAESTRIA V DocTORADO 
EN BloTECNOLOOIA I UNAM 

TESIS CON 
FAL~A DE ORIGEN 

CUERNAVACA, MoREL.os .kJNlo DE 1990. 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



0301~ 

•cONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE t€teRANAS ENZIMATICAS PARA LA 

DETERMINACION DE DISACARIOOS. K:DIANTE lM ANALIZADOR ENZIMATICO" 

TESIS QUE PARA OBTENER EL ORADO DE MAESTRO EN BloTECNOLOOIA 

PRESENTA: 

JuAN LEODEOARIO GARCIA Ro.JAS 

,1--\-\-ro. \?i\o-\e.c.,.,.0\0~(0...-
jvo.<1 \.-~oc\~jo...rlo 0o.n_(ü-- "Ra~"-.S 

Cot..EOIO DE CIENCIAS V HuMANl>ADES, lJt«>AD ACADEMICA 
DE LOS ClcL.os PROFESIONAL V DE POSORADO; PROVECTO 
ACADEMICO DE [SPECIALIZACION. MAE:STRIA V 0ocTORADO 
EN BloTECNOLOOIA I UNAM 

TfSlS CON 
FALLA DE ORIGEN 

ClJERNAVACA. MoREl.OS .AINlo DE 1990. 



Capit.ulo 

Present.ación 

Resumen 

1. Int.roducción 

2. Ant.ec&dent.es 

2.1 Biosensores 

INDICE 

2.2 Disposit.ivos elect.roqu1rnicos 

2.2.1. Sensores pot.enciomét.ricos 

2.2.2. Sensores amparom•t.ricos 

2.2.3. Disposit.ivos no elect.roqu1micos 

2.3 Elect.rodos enzimAt.icos 

2.3.1. Generalidades 

2.3.2. Vent.ajas del uso de elect.rodos enzimAt.icos 

2.3.3. Requisit.os para const.ruir un 

enzi~t.ico 

2.3.4. Técnicas de inmovilización 

2.3.5. Selección de soport.es 

2.4 ).'..embranas enzimAt.icas 

2.5 Oxidore!tduct.asas para elect.rodos 

el etet.r odo 

snzi m!t.i cos 

2.e Elect.rodo de peróxido de hidr6geno 

2.7 Determinación de lactosa y sacarosa 

3 Objetivos 

4 Materiales y Métodos 

4.1 ).'.ateriales 

4.1.1. React.ivos 

4.1. 2. Equipo 

4.1. 3. Enzimas 

4.1. 4. Membranas 

4.2 Métodos 

4.2.1. Técnicas analiticas 

4.2.1.1Determinación de lactosa y sacarosa 

pag. 

1 

2 

3 

5 

5 

7 

7 

7 

8 

10 

10 

10 

11 

12 

15 

15 

18 

18 

20 

22 

23 

23 

23 

24 

24 

24 

25 

25 

(métodos convencionales). 25 

4. 3 Procedimientos experimentales 28 

4.3.1. Sistema de medición 28 

4.3.2. Selección del adhesivo 27 

4. 3. 3. Selección de membranas 31 

4.3.4. Técnica de fabricación de membrana interna 32 

Inmovilización de enzimas 

4.4.1. Membrana enzimatica para lactosa 

32 

32 



4.4.2. Membrana enzimilica para sacarosa 38 

4.e Operación del sislema del electrodo 

enzimitico 38 

4. 5.1. Curvas de respuesta 40 

5 Resullados y discusión 42 

5.1 Det.ermi naci 6n de l act.osa 4.2 

!5.1.1. Selección de soportes para inmovilización 42 

5.2 Inmovilización 53 

!5. 3 Estabilidad operaci,onal 6e 

5.4 ~joramient.o en la metodologia de 

construcción de membranas e9 

5. !5 Eval uaci6n comparativa 74 

e 09terminac16n de sacarosa 77 

e.1 Selecc~ón de soportes para inmovilización 77 

e.2 Inmovilización y estabilidad operacional 7Q 

e.3 Evaluación comparativa 82 

7 Conclusiones 90 



PRESENTACI OH 

Este trabajo fu6 llevado a cabo en •l Centro de Investigación 

sobre I ngeni er 1 a Getn6ti ca y Bi otecnol ogi a C CEI NGEBI) de la UMIJI. Su 

desarrollo estuvo apoyado parcialmente por el CONACYT mediante el 

donativo PVQ/Clf'/NAL/85/2744. 

La asesoria académica para la reali:zaci6n de este trabajo 

estuvo a cargo d•l Or. Enriqu• Gal indo F. Invesli gador del CEINGEBI, 

UNAN. 



RESUMEN 

En este trabajo se presenta la eonstrueeión y ea.racteri zaeión 

de membranas enzi"~tieas para la detección de los disacAridos la.et.osa. 

y sacarosa mediante un analizador anzimAtico. 

El dispositivo final esti basado en la detección de peróxido de 

hidrógeno CH
1
0

1
), producto de la acción de las enzimas ~-datactosidasa, 

invertasa, 1111.ltarotasa y 6t'Ucosa oxidasa. La construcción de las 

membranas enzimAticas se realizó empleando como soportes membranas de 

acetato de celulosa y eelofin. Se establecieron las metodologias tanto 

para la fabricación como para la inmovilización de la.s enzimas. 

Para la determinación de lactosa se emple6 una metodolog1a por 

atrapa.miento fisico de las enzimas ~-datactosida.sa y dtucosa oxida.sa. 

Estas membranas presentan un rango lineal de 0-400 mg/dL real izando 

recalibraciones cada 30 determinaciones. Cuando se recalibran eada !5 

determinaciones se obtuvo un rango lineal de 0-900 mg/dL. La 

estabilidad operacional de las membranas enzillliticas para la.et.osa fu6 

de 600 anilisis. Por ot.ra part.e, para la determinación de sacarosa 

empleando las enzimas invertasa, m'lltarotasa y 6tucosa oxidasa con una 

técnica de atrapa.miento fisico, se obtuvieron rangos lineales de 

detección de o-eoo mg/dL, la estabilidad de estas membranas es de 200 

anilisis sin p4-rdida considerable de sensibilidad.· Usando una 

metodologia de co-inmovilizaci6n por enlace covalente empleando 

glutaraldehido como agente qulmico, se obtuvo un rango lineal de 

0-1000 mg/dL y una estabilidad de 500 a.nilisis. 
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CAPITll.O 1 
NTROOUCCION 

Una de las necesidades mAs important.s para la interpretación 

del compor tami en to de los sistemas vi vos o aquellos que ernpl ean un 

elem@nto biológico, es la det.ecci6n y cuant.ificaci6n de sustancias 

orgAnicas especificas. O. la pr&eisión y rapidez con que se lleve a 

cabo la. determinación dependen desde la producción ópt.ima de un 

antibiótico en un proceso fermentativo, hasta el diagnóst.ico adecuado 

de cierta enfermedad en un organismo. En la actualidad, los 

laboratorios, ya sea que se trate de investigación bAsica, industrial o 

cl1nica, requieren de ~lodos confiables de cuant.ificación y detección 

de sustancias. 

La investigación clinica, analitica y biológica ha estado 

directament.e involucrada en el desarrollo de métodos, técnicas e 

instrumentos capaces de det.erminar la ident.idad y concentración de 

sustancias quinúcas que afectan o alteran el est.ado arl!IÓnico de un 

sist.ema. De los logros mi>s import.ant.es en esta bósqueda ha sido la 

reciente aparición de los biosensores, peque~os dispositivos port.Atiles 

o desechables capaces de ser usados para detectar sustancias orgAnicas 

tanto in vivo como ín vítro. Los biosensores o electrodos biológicos en· 

general, requieren de un elemento biológico inmovilizado en la 

superficie de un trarisductor el•ctrico. Este instrumento convierte una. 

se"al qu1mica, producto de la acción del elemento biológico, en Ul'la 

sa"al el~trica que puede ser cuantificada digitalmente. 

Un biosensor adquiere diferentes nombres de acuerdo a la 

sustancia biol&,;ica inmovilizada en su superficie. As1, se han definido 

los electrodos microbianos (células), inrnunosensores Cant1genos o 

anticuerpos), electrodos enzi~ticos Cenzimas o en tejidos vegetales o 

anima.les), etc. Los biosensores con mayor ~xito como métodos anal1ticos 

han sido los eleoc:trodos enzirnlticos. Estos han despertado un gran 

interés comercial debido a las mOltiples ventajas que representa su 

utilización en comparación con los métodos ópticos y a su alto 

potencial de comercialización. Estos dispositivos han tenido un 

desarrollo importante en gran parte gracias al desarrollo de las 

t6cnicas de inmovilización de enzimas. 
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En este trabajo se describe el dise"º• construcción y 

caracterización de un sensor enzilllÁtico para la cuantificación de 

lactosa y saca.rosa de importancia en la industria l.lct.ea y azucarera, 

respec:tivarNJnte. El trabajo hace especial •nfasis en la construcción de 

las membranas enzim.ltica~ que se requieren para la determinación 

especifica de est.os azúcares. El dispositivo final Ccon dos y tres 

en:zirnas), esta basado en la dat.cción de peróxido de hidrógeno CH
1

0
1
), 

producto de la acción de las enzimas ~-galactosidasa y glucosa oxidasa, 

en el ca.so de lactosa y de la acción de invert.a.sa., mutarot.asa y glucosa 

oxidas&, en el caso de la sacarosa. 

El trabajo fu6 dividido an varias et.apas, la primera fu6 la 

selección del soporte para la inmovilización. La etapa siguiente 

consistió en la selección del pegamento ad&euado para las condicionas 

en que debia usarse el soporte. La et.apa post.arior fué la adquisición 

comercial del sensor de plat.ino¡ durante est.a etapa se realizaron 

experimentos para garantizar que el soporte usado tuviera un espesor 

adecuado para el control de la difusión tant.o de los product.cs de 

int.arés como de las rnolkulas que pudieran interferir la le-ct.ura del 

sensor. 

Establ.cidas las condiciones de ce-inmovilización de los 

sist.emas enzimát.icos para lactosa y sacarosa en sus respectivas 

membranas Cusadas como soporte), se construyó el elttetrodo en:ziÑt.ico 

colocando las membranas en:zim.lt.icas en contacto con el transductor 

amperométrico sensible a peróxido de hidrógeno. La etapa final 

consistió en la caracterización del electrodo enziÑtico en cuanto a 

rangos lineales de det9Cci6n, estabilidad operacional, evaluación 

comparativa con los mét.oclos tradicionales para medición de lactosa y 

sacarosa y su uso en pruebas de campo con muest.ras problerna que 

contienen est.os disac.lridos. 
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2.1 BIOSEHSORES 

CAPITll..O 2 
ANTECEDENTES 

La tecnología biológica incorporada a la instrumentación 

analitica, quimica y clinica se ha desarrollado importanternente en los 

pasados veinte aP'ios. Producto de este desarrollo lo constituyen los 

denominados biosensores o electrodos biológicos CRussell y Rawson, 

1986). 

En la literatura, para nombrar estos dispositivos se han usado, 

entre otros términos, las palabras biosensores, electrodos biológicos y 

bioelectrodos. El término original los define como electrodos con 

membranas biocataliticas o sensores bioelectroquimicos CGronow, 1994). 

El dise!"ío conceptual b6.sico de un biosensor es realmente simple: un 

sistema biológico acoplado a un transductor electrónico en el cual se 

convierten las se!'íales quimicas en se!'íales eléctricas. El componente 

biológico es normalm.nte una enzima o un anticuerpo, asi como tejidos o 

células. El componente electrónico puede medir voltaje 

Cpotenciómetrico), corriente Camperométrico), luz, sonido, temperatura 

o masa. En la figura 1 se ilustra la configuración b•sica de un sensor 

biológico. Estos sistemas han creado gran interés en el desarrollo de 

dispositivos para la detección cuantificación y monitoreo de sustancias 

biológicas CLowe, 1984,1995, Watson et al, 1997/89). Actualmente, a 

través de biosensores es posible la determinación de sustratos, 

productos, inhibidores cataliticos y aún la actividad de las mismas 

enzimas CGalindo, 1995; Moore, 1987; Carr y Bower, 1990; Czaban, 1995). 

Se reconoce que los dispositivos que aplican este principio de 

operación y que ya estan disponibles comercialmente son barat.os y 

confiables para el monitoreo de met.abolit.os, gases o iones en las ireas 

de diagnóstico, cirugia, e incluso en el hogar. En laboratorios 

centrales son de gran utilidad para llevar a cabo un cuidado adecuado 

de pacientes hospitalizados CTurner y Pickup, 1995, Watson, 1987/88). 

Las enzimas son los elementos biológicos que se han empleado en mayor 

proporción para el dise!'ío y construcción de biosensores, ya sea en 

forma inmovilizada o soluble. Le siguen en importancia los 

microorgani~mo~ con una actividad metabólica o enzi~t.ica determinada, 

anticuerpos, tejidos animales o vegetales, organelos o bien 
5 
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Figura t. Conf'iguraci6n basica de un sensor biol6gico. 
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combinaciones de dos o mis de eslos element..os biológicos CGalindo, 

1986¡ Garcia, 1985). 

2.2 DISPOSITIVOS ELECTROQUIMICOS 

Los element..os elect..roquimicos que pueden ser empleados en la 

conslrucción de biosensores se clasif'1can en dos cat..egorias¡ sensores 

amperomét.ricos y sensores pot.enciomét.ricos. 

2.2.1. SENSORES POTENCIOMETRICOS 

Los elect.rodos de pH, COz, NH•, Na+ y K+ son ejemplos de los 

eleclrodos potenciomét..ricos. La superf'icie selecliva se comporla como 

una bat.eria generando una diferencia de potencial. Est.a diferencia de 

pot.encial es una función logaritmica de la concentración del compuest.o 

analizado y se mide en relación al pot.encial de un elect.rodo de 

referencia inerte como lo es el de Calomel o el de plata-cloruro de 

plata. En est.os sensores, las det.erminaciones se realizan en el 

equilibrio¡ esto es, cuando no existe flujo de corriente. Est.a 

caracteristica se debe principalment..e al hecho de que las membranas 

sensibles que utilizan son muy poco conduct..oras de corrient.e. 

2. 2. 2. SENSORES AMPEROMETRI COS 

A nivel comercial se encuent.ran disponibles de cuatro t.ipos de 

disposit.ivos amperomét.ricos¡ los que detectan cationes, aniones, gases 

y los de platino que miden la generación de corriente provocada por 

sustancias electroactivas, como el H
2

0
1

. El ejemplo 11\As conocido lo 

const.ituye el elect.rodo de Clark para detención de p0
1

. En est.os 

dispositivos se aplica un volt.aje ent.re el electrodo de t.rabajo y el 

elect.rodo de referencia. Con ello se provocan reacciones de 

transferencia de electrones CRedox). Las reacciones de óxido-reducción 

producen un flujo net.o de corrienle, cuya magnit.ud es proporcional a la 

concentración del material eleclroact.ivo present.e en la solución 

problema CBorman, 1987). 

Una de la• 1116.s rec:ient.ea novedades ha sido el uso de los 

sensores amperomét.ricos; combinados con ferrocenos. Est.os compuest.os 
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actuan como medidores en la transferencia de electrones de las enzimas 

reducidas. El disef'lo permite la generación electroqu1mica de iones 

ferrocianuro CFeCN) que actuan como oxidantes para las •nzimas 

inmovilizadas. El i6n ferrocianuro que ha sido reducido pued• volver a 

un estado oxidado con 1-a ayuda de la polaridad del electrodo, 

permitiendo as1 el flujo de corriente. 

2. 2. 3. DISPOSITIVOS NO ELECTROQUIMICOS USADOS COMO SENSORES 

Entre los sensores que no son propiamente electrodos y que 

pueden ser usados para la fabricación de sensores biológicos se 

encuentran los ópticos y los termométricos. En el primer caso, la 

interacción •ntre el biocatalizador y el sustrato o producto 

desconocido produce cambios en las propi•dades ópticas del sistema. 

Dependiendo del dispositivo usado y de la reacción producida, el cambio 

de las propiedades ópticas puede ser medido por absorbancia, refracción 

o luminiscencia. 

Recientemente se han reportado los sensores ópticos que usan 

anticuerpos inmovilizados con su respectivo ant1geno. Los cambios 

ópticos producidos por esta interacción son medidos.por la absorbancia 

de luz en el sistema. 

Algunos inmunoensayos que emplean fluorescencia pueden ser 

convertidos en biosensores continuos, colocando los bioreactivos en un 

compartimiento miniaturizado que consiste en una fibra de dialisis 

hueca CSutherland et at, 1984). 

Los sensores ópticos presentan algunas ventajas. No son 

_susceptibles a interferencias eléctricas y no requier•n el uso de 

electrodos de referencia. Sin embargo, su principal desventaja es que, 

dependiendo del disef'lo, pueden ser susceptibles a interferencias por la 

luz ambiental. 

Los sensor•s t•rlllicos se basan en la t.eoria que afirma qu• 

todas las reacciones qu1micas pueden s•r registradas indirectament• 

midi•ndo el calor gen•rado por •stas. Estos biosensores utilizan un 

termistor y pueden aplicarse eficientemente con enzimas, c•lulas o 
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Ot.ra importante irea en la cual se ha puesto gran inter•s, es 

la explotación de la tecnologia de los semiconductores. Los 

semiconductores que se han empleado son los transistores de erectos de 

campo CFET.> y su principal atractivo es su potencialidad para ser 

núniaturizados e integrados a microcircuitos electrónicos CCaras, •t 

al, 1Q80; Watson •t al, 1Q97/88; Janata, 198!5; Eddowes, 19871'98; 

Sibbald, 1986; Janata y Moss, 1Q7e; Caras y Janata, 1980; Gronow, 1984; 

Higgins et al, 1Q85; Shultz y Meyerhoff, 1Q87; Van Brunt, 1987, Van Oer 

Shoot, 1Q77/88; Aston y Turner, 1984; Corcoran y Rechnitz, 1QBSJ. 
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2. 3 ELECTRODOS ENZUCATICOS 

2. 3.1 GENERALIDADES 

La idea que revolucionó el •rea de an•lisis fu6 la de acoplar 

un electrodo comón con una enzima inmovilizada. Esta idea fu6 descrita 

en 1Qe2 por Clark y Lyons y hasta cinco aPlos despun, en 1Cle7, Updike y 

Hicks se encargan de int.roducir el t6rmino "electrodo enzimitico", 

desarrollando un sensor para detección de glucosa. 

Los electrodos enzimiticos constituyen el mejor ejemplo de los 

electrodos biológicos. Est.os sensores aprovechan las caracter1sticas de 

las enzimas, permit.iendo el disePlo de dispositivos con gran actividad 

catal1tica y altamente espec1ficos para el an•lisis de un sustrato en 

particular . 

En la construcción de electrodos enzimiticos se emplean 

transduct.ores t.ant.o amperonétricos como pot.enciométricos. Se han 

desarrollado electrodos para la detección de un gran número de analit.os 

CGuilbault., 1Q82). 

2.3.2 VENTAJAS DEL USO DE ELECTRODOS ENZIMATICOS 

El empleo de un electrodo enzimitico y en general de un 

electrodo biológico represent.a múlt.iples ventajas en relación a los 

m6todos convencionales de an•lisis de sustancias. 

pueden mencionar las siguientes: 

Entre ellas se 

a) Simplicidad de operación. Puesto que la preparación de las 

muestras y su manipulación se reducen al minimo. 

b) Altamente especificos. Esto se debe principalmente al uso de 

enzimas que únicamente reconocen un sustrato. 

c:> Uso minimo de reactivos. Solo son requeridos para la 

calibración y el mantenimient.o de las condiciones ópt.imas del sistema. 

d) Medición r•pida. Por tratarse de una medición directa basada en 

una sePlal el6ctrica. 

e) Medición independiente del color. 

f) La enzima o cualquier part.e biológica inmovilizada en la 

superficie de un soporte puede ser usada repetidas veces. 

10 



g:> Medi ci On en 11 nea. Est.c es que se pueden realizar 

det.erminaciones ccnt.inuas cuando se requiere el regist.rc cont.inuo o la 

aut.omat.ización de ciert.os proceses. 

Tocias est.as vent.ajas pueden ser at.ribuidas a los electrodos 

enzimAticos, prineipal-nt.e porque combinan la sensibilidad y 

selectividad de un m'6todo enzimAtico, con la alta velocidad de 

respuesta de los transductores el6ctricos. Todo esto en conjunto trae 

come consecuencia una reducción de los costos por muestra analizada 

CGalindo, 199e, Garc1a, 1gee). 

2. 3. 3 REQUISITOS PARA CONSTRUIR UN ELECTRODO ENZIMATICO 

Para construir un electrodo enzimAtico es necesario tomar en 

cuenta cuatro aspectos importantes: 

a) Selección del soporte 

b) Fuente enzilÚ.tica 

c) Inmovilización de la enzima 

d) Montaje de la enzima en el transductor apropiado. 

De los puntos anteriores se ha considerado como de mayor 

importancia el que se refiere a la inmovilización de la enzima. Esta 

consideración se basa en que, de la estabilidad de la enzima 

inmovilizada depende en gran parte su reutilización. l...a enzima elegida 

preferentemente debe tener suficittnte actividad ca tal 1 t.ica y un al to 

grado de pureza para no permitir la interferencia de sustancias 

ext.raPlas a la que se requiere analizar CGuilbault, 1Q7e, Bautista, 

1tiil83, Garc1a, 1g&e). 

De forma general, las enzimas catalizan una reacción que sigue 

una secuencia co1DC la siguiente: 

+ B _e .. n'-'=z ... i,.,ma,,,__.> e + D 

El electrodo enziiú.t.ico requiere de un sensor que responda a 

cualquiera de los reactantes A o B o bien a los productos C o D. Los 

sensores electroqu1111icos que se requieren para la construcción de 

electrodos enziiú.ticos algunas veces son el único factor limitante por 

au capacidad para amplificar la reacción. Ot.ros aspectos que se 
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incluyen en la construcción de electrodos enzi""-t.icos son: el Upo y 

caracter1sticas de los componentes electrónicos y el disel'lo a.e.6.nico 

para que estos resulten f•ciles de mantener y de operar. 

Existen algunas formas b.6.sicas de construcción de los 

electrodos enzilll.6.ticos, las cuales se esquematizan en la figura 2. Si 

se dispone de membranas planas, el electrodo sensor debe tener 

preferentemente la punt.a plana, ade""-s de requerir de dispositivos 

meclnicos para fijarlos. En el caso de no ser plano, la membrana debe 

ser lo suficient.ement.e flexible para ser adaptada con anillos de hule 

e "O" rings). 

2. 3. 4 TECNICAS DE INMOVILIZACION 

Un m6todo o proeedimient.o de inmovilización es aquel por medio 

del cual se limit.a a las enzimas en una región de un espacio 

determinado. Las diferentes formas en las cuales se puede inmovilizar, 

tant.o a enzimas como anticuerpos, incluyen m6todos f1sicos y qu1micos. 

Un resumen esquem'-t.ico se presenta en la Figura 3. El m6todo a usar 

depende de las caracter1sticas del soporte y de lo que se requiere 

inmovilizar en •l. Para c•lulas y organelos se recomienda el 

atrapamient.o f1sico en matrices polim6ricas. En cambio, las enzimas y 

anticuerpos se enlazan o entrecruzan covalentemente con reactivos 

bi funcional es o mul ti funcional es C Susulci 

1 g'7'5, 1 Q82, Har t.emei er , 1 lil85, Tr amper , 

Zaborslcy, 1Q'7'7). 

y Karube, 1g7g, Guilbault, 

1985, Jerlcer y Rolf, 1Q7e, 

La inmovilización de enzimas se puede realizar por diversos 

m6todos. Entre ellos destacan la copolimerización, el atrapamiento 

entre membranas o en geles y el enlace covalente a un soporte o matriz 

sólida. La difusividad de sustratos y productos, as1 como las 

dimension.s de la membrana son de primordial importancia puesto que 

influyen en las caracter1sticas de respuesta del electrodo. 

El at.rapamiento entre dos membranas sin el uso de reactivos 

bifuncionales o multifuncionales, algunas veces es adecuado y es 

función de que tales membranas no dejen escapar a la enzima. Es 

necesario que el m6todo de inmovilización de las enzimas no altere 

negat.i vament.e el 
poeibil idad de 

funcionamient.o d• est.as, ya que siempre exist.e la 

que 11e produzcan cambios que conduzcan ~ un 
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Biocatalizodor 

A 

Ca mora 
con enzima 

2 

Membrana 

Membranas dt 
diailsls 

Membrana "o" Rln; 
dt 

dlali1l1 

o 

Figura 2. For111as basicas para construcción de electrodos 
biológicos. 
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Figura 3. Rn:un.n de las 
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comport.amient.o diferente al observado cuando se encuentran en for­

sol uble. 

Los ~todos de enlace covalente y copolimerización de enzimas 

en soportes solidos, algunas v.ces implican que el soporte mismo sea un 

componente del detector electroqu1mico. Este es el caso de la membrana 

de teflón de los electrodos de oxigeno o el bulbo de vidrio de los 

electrodos de pH. Los m6todos de inmovilización fisicos en geles, 

filtros o membranas son menos costosos y mAs simples que los de enlace 

covalente. En este último caso, es esperable que la enzima pueda 

sufrir perdida de actividad en mucho mayor proporción que en el caso de 

los m6t.odos de atrapamient.o. 

2.3.5. SELECCION DE SOPORTES 

Una de las consideraciones bisicas para la inmovilización de 

una enzima es la selección del soporte adecuado. En este proceso se 

deben tomar en cuenta los siguientes factores: 

a) Propiedades mec•nicas como son su rigidez y durabilidad para 

soportar agitación mec•nica y compresión en caso de que el sistema lo 

requiera. 

b) Forma fisica o su presentación¡ pudiendo ser grinulos, esferas, 

tubos, mallas, membranas, et.e. 

e) Resistencia al ataque quimico y microbiano. 

d) Alt.a hidrofilicidad. 

e) La per-abilidad o capacidad del soporte para permitir la 

difusión de sustratos y productos a trav6s del mismo. 

f) Precio y disponibilidad. 

2. ~ MEMBRANAS ENZIMATICAS. 

El dise~o del primer electrodo enzimit.ico CClark y Lyons,1Qe2), 

se basó en el anllisis electroqu1mico de sustancias por medio de 

enzimas atrapadas ent.re dos membranas. En este sistema, al -nos una 

de ellas fu6 per-able a la sustancia que se requiere medir. La 

enzima o enzimas en contacto con su sustrato, producian o consumian una 

sustancia electroactiva que pod1a ser medida por medio de un electrodo 

polarogr•fico, potenciom6trico o amperomtrico CGrooms et al, 1Q80). 

15 



A partir de .st.e diseno. se ha descubierto que las membrahas 

t.1enen una gran importancia en el diseno de electrodos enzimlticos y en 

general de electrodos biológicos. Algunas de las dificultades que se 

pueden presentar en el diseP'lo de un electrodo enzi!Mtic:o pueden ser 

atenuadas con la utilización de una membrana con las earacterist.icas 

que resulten adecuadas en cuanto a material, espesor y tamaP'lo de poro. 

Entre las principales funciones de las membranas usadas en la 

construcción de electrodos se pueden listar las siguientes, CClarlc, 
1g7e>: 

a) Perllliten que el electrodo este lilllitado por difusión 

b) EUlllinan o dislllinuyen el efecto de la agitación. 

c) Sirven para excluir sustancias que interfieren la lectura. 

d) Elilllinar el efecto de sustancias de alto peso molecular. 

e> Permiten la formación de una capa de reacción 

electroquímica, geo!Mtricament.e conocida o al menos fija y 

repr oduci ble. 

t> Eliminan el efecto de sustancias oxidables o reducibles que 
pudieran interf'erir en la lectura. 

g) Controlan la cantidad de sustrato consumido por el 
electrodo. 

h> Controlan la velocidad de respuesta y linealidad del electrodo. 
i) Proporcionan un soporte o sustrato especifico para la 

inmovilización de enzimas o c:ofaetores. 
j) Perllliten atrapar a una enzima o enzimas en virtud del peso 

molecular de estas. 
k) Proporcionan un exceso de actividad enzimitica en una zona de 

reacción bien definida. 

Empleando dos 1119mbranas entre las cuales se inmoviliza o atrapa 

una enzima o enzimas se construyen las membrana.s enzimlticas que puttden 

ponerse en contacto intimo con un sensor para la detección de 

sustancias especificas. 

Entre los 111&teriales !Ms usados para la fabricación de las 

membranas para inmovilizar 6 at.rapar enzimas se encuentran los 
derivados de celulosa. 
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El acetato de celulosa es un derivado de la celulosa. La 

celulosa tiene uniones glicosidicas que pueden romperse por la acción 

de los •cidos. Este tipo de rompi!'l1entos son los que permiten modificar 

sus propiedades y .•si obtener un po11mero como el acetato de celulosa, 

el cual es barato y f•cil de manipular CNorrison y Boyd, 1G73:>. Este 

polimero Cacetato de celulosa:>, es de gran importancia en m(Jltiples 

•reas industriales y ade~s es ampliamente usado en la construcción de 

membranas enziúticas para electrodos biológicos. 

El celof•n es otro de los materiales importantes que se pueden 

emplear en la construcción de membranas enziúticas. Este material a 

pesar de que se describe como "celulosa regenerada", est• constituido 

por cadenas mucho ús cortas que las de la celulosa. Esto se debe a una 

degradación de la celulosa por tratamiento alcalino. Su obtención es 

similar a cuando un alcohol es tratado con disulfuro de carbono e 

hidróxido de sodio, esta reacción forma un compuesto conocido como 

x.antato: 

H+ 
RON a + S=C•S ---> RO-C-SNa ---> ROH + CS 

s 

De igual manera, la celulosa sufre una reacción que forma un 

x.antato de celulosa soluble en •lcali para finalmente dar una 

dispersion coloidal "viscosa" que precisamente recibe ese nombre. Al 

forzar esta solución a tra~s de un filtro poroso a un bafto •cido, se 

regenera la celulosa en forma de finos filamentos que dan un 111aterial 

conocido como rayón. Si en lugar del bafto •cido se hace pasar a 

"vi se osa" por una ranura estrecha, 

laminas delgadas que al tratarse con 

celof•n CMorrison y Boyd, 11173:>. 

se regenera la celulosa en 

glicerol dan como resul lado el 

El acetato de celulosa y el celof•n han sido dos materiales que 

se han perfeccionado y modificado para fabricar membranas que puedan 

cumplir los requerimentos en electrodos polarogr•ficos y han sido 

patentados para estos fines. 
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2. 5 OXIDOREDUCT~ PARA ELECTRODOS ENZIMATICOS. 

La import.ancia que act.ualment.e represent.an las enzimas 

oxidoreduct.asas en bioanal1t.ica se debe principalment.e a que generan 

una sust.ancia, el peróxido de hidrógeno, el cual puede ser madido 

elect.roc¡uimicament.e. Al lllismo t.iempo, est.as enzimas requieren el 

consumo de oxigeno como acept.or de los hidrógenos donados por el 

sust.rat.o. El oxigeno t.ambi•n puede ser medido elect.roquimicament.e 

CClark, 1Q'7e::>. 

Como consecuencia de la formación ó consumo de una especie 

elect.roact.iva debido a la reacción enzi~t.ica, est.e t.ipo de enzimas han 

ayudado a que se simplifiquen los m6t.odos eleet.roanalit.icos, aún cuando 

no t.odas las enzimas se han probado para elect.rodos enzimit.icos; un 

resumen de las oxidasas que t.ienen uso pot.encial en elect.rodos 

polarográ.ficos se present.a en la t.abla 1. Las enzimas oxidoreduct.asas 

1116.s empleadas para const.rucción de elect.rodos son: glucosa oxidas& CEC 

1.1. 3 . .&::>, para det.erminac16n de glucosa; galact.osa oxidasa CEC 

1.1.3.Q), para det.erminación de galactosa y lact.osa; alcohol oxidas& 

CEC 1.1.3.13::>, para determinación de alcohol; urat.o oxidasa CEC 

1. 7. 3. 3::>, para det.ermi nación de 6.cido Orico y colesterol oxi dasa C EC 

1.1.3.e:>, para det.erlllinación de colest.erol. Las enzimas que no se han 

probado han sido por su limitación en relación a que requieren el uso 

de algOn cofactor, lo cual las conviert.e en enzimas muy costosas. 

2. IS ELECTRODO DE PEROXIDO DE HIDROGENO, 

La primera medición de peróxido de hidrógeno en solución usando 

un el9Ct.rodo con Anodo polarogrAfico fu• report.ada por Chance, en 1Q.&7. 

A est.e electrodo se le dió poca import.ancia para le det.erminación de 

peróxido hast.a que su ut.ilidad para la medición de los sust.rat.os de las 

enzimas oxi dor educt.asas fu4' pues t. a en ev1 denci a e Cl ar k , 1 Qea). Alln 

cuando para la determinación de peróxido de hidrógeno exist.en ot.ros 

electrodos Cde carbono y de oro, por ejemplo), el elect.rodo de plat.ino 

CPt::> es el mis comunmente usado. 
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Tabla 1. Oxidasas de uso potencial en electrodos enzi111aticos 

SUstrato 

Lactato 
Malato 
f'-D-CUucosa 
f'-Nattil-carbanil 
L-Galactonolactona 
D•Xilosa 
O-Glucosa 
Pirido:llina 
f'•Nattil carbinol 
D-Xiloplranosa 
N-Metllnicotlna.Uda 
Hipoxantina 
Oxalato 
GUoxUato 
L-,,!5 Dlhidroorotato 
Latosterol 
D-Gluta-to 
L•Aalnoacldos 
D•Aalnoacidos 
Benzllaaina 
Fosfato de plrldoxamina 
Tlramna 
D•Gluta-to 
Etanolalli.na 
Sperialdlna 
Sarcosina 
N-.. til•L•aialnoacidos 
N-.. til-L-llsina 
D•hldroxil•L•nicotina 
D-hldroxil•D-nlcotina 
Nltroallfaticos 
N•acetl Undol 
Hidroxlla.tna 
SUltito 
2-Aalnofenol 
3-Hldroxiantranilato 
Anlon superoxldo 

Clart, 1978. 
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El inodo. de plat.ino en presencia de una especie elect.roact.iva 

permite un flujo cercano a 1 V Ccontra un electrodo de referencia 

Ag/AgCl). El inodo funciona como un aceptor de electrones y ademA.s, en 

contraste con el cltodo, constituye un electrodo de oxidación. La 

ecuación para la oxidación del peróxido de hidrógeno es la siguiente: 

H O--> 2e-+ 2H• ----------> 2H O z z z 
Aón cuando puede usarse un lnodo de platino grande, el flujo de 

corriente es dependiente de la velocidad con la que el liquido se mueve 

sobre la superficie del platino. Esto se conoce como el efecto de 

agitación que puede ser reducido ó eliminado haciendo mucho mis peque"ª 

el 6.rea de exposición. Sin embargo, conviene mis eliminarlo usando 

membranas, debido a que normal mente 1 as soluciones U enen que ser 

agitadas para garantizar la homogeneidad de la reacción y esto provoca 

el "efecto de agitación" CClark, 1Q'76). 

Una limitación para la medición de H
2

0
2 

es la desaparición del 

mismo por reacciones no enzi!Mticas. Estas reacciones afectan la 

sensibilidad y la reprodueibilidad del m6todo. Por otra parte; la 

catalasa, enzima que es un contaminante comón en preparaciones de 

oxidasas, también es fuente de error, aón en cantidades muy peque"as, 

No obstante; los electrodos enzimlticos basados en peróxido de 

hidrógeno son muy comunes y todos los analizadores en el -rcado 

Americano utilizan estos electrodos CKeyes et at, 1g7g), 

2. 7 DETERMINACION DE LACTOSA Y SACAROSA 

El anllisis cuantitativo de lactosa y sacarosa es muy 

importante a nivel industrial y tiene aplicaciones a nivel cUnico. A 

nivel industrial, se trata de disaclridos ampliamente usados como 

constituyentes en las formulaciones de una gran cantidad de productos 

alimenticios. Ademls, son usados como sustratos en fermentaciones para 

la producción de metabolitos importantes en el lrea alimentaria y 

farmae6utica. Por otra parte, se ha encontrado que el 80~ de pacientes 

con enfermedades relacionadas con tumores gastrointestinales 

malignos, excretan cantidades excesivas de al menos uno de estos dos 

disaclridos CSatoh et al, 1976; Xu et al, 1QQO). 

El anllisis de estos azócares se ha llevado a cabo comunmente 
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con m6t.odos colori•t.ricos. Est.os m6t.odos. en g•neral. son realizados 

por calentamiento en solución acuosa del disac•rido con un 6.cido 

tuert•. convirt.i,.ndose en turtural o •n un derivado de furtural. El 

color desarrollado es producido por adición de un compu•st.o org6.nico 

como el indol, orcinol. ditenilamina o carbazol. No es objeto de este 

t.rabajo describir cada t."cnica convencional para medición de lactosa y 

sacarosa. Bast.e conocer qu• existen t"cnicas como la del carbazol 

C Gur in y Hood. 1 Q3Q) , basada en la reacción de Di sche, el •todo de 

cisteina-H
2
S0

4 
reportado originalmente por Oische 1g,g, reacción de 

ant.rona report.ada por Dreywood en 1Q,e, el m6todo del arsenomolibdat.o o 

de Nelson CKlein y Weissman. 1QS3), •todo del ferricianuro de Park y 

Johnson. 1Q''· 8"'todo del ONS C6.cido dinit.rosalis111co:>. reportado por 

Summer y Howell. 1Q36. 

No obstante la existencia de est.os 111'6>todos, el an'11sis de 

lactosa y sacarosa en muestras complejas pr•senta problemas. ya sea en 

la ident..1.ticación especifica del azocar o bien cuando se encuentran en 

bajas concentraciones. Estos problemas han mantenido latente la 

necesidad d• desarrollar -jores m6todos y t•cnicas capaces de i.dir 

lactosa y sacarosa. En est.e trabajo se pretende la construcción de un 

electrodo enziiút.ico como m6t.odo para determinación de lactosa y 

sacarosa. por las mol tiples ventajas que representa •l uso de estos 

dispositivos. Para el desarrollo de est.• trabajo se plantearon los 

siguientes objetivos: 
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OBJETIVO GENERAL 

CAPITU..O 3 
OBJETIVOS 

Construcción y caracterización de un electrodo enzilllitico 

para determinación de los disac•ridos lactosa y sacarosa. 

Objetivos particulares 

Desarrollo de laCs::> nwtodolog1aCs::> de inmovilización y/o 

coinmovilización de enzimas para la det.erminación 9Spec1fica de los 

disacAridos lact.osa y sacarosa. 

Evaluación del principio funcional del sistema electroenzilllitico 

empleando un sensor electroqu1mico sensible a H
1
0

1
. 

Estudiar las caracteristicas de respuesta de electrodo enzilllitico para 

cada uno de los disac•ridos en estudio. 

Analizar la eficiencia del electrodo enzilllit.ico en relación con los 

m6todos convencionales para medición de estos disac•ridos. 
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CAPITULO 4 
MATERIALES Y METODOS 

'· t MÁTERI Al.ES 

'· t • t REACTIVOS 

Durante el desarrollo de la part.e'experiJMontal se emplearon los 

reactivos que se listan a continuación: 

~ c:omerc:i al 

Acetato de celulosa 

Acetona 

Ac:ido dinitrosalic111c:o 

Adhesivos: 

Ac:ryf'ix 

Cacrilic:o polimerizable sin 

solventes) 

Apoxibond 

JCola loca 

Per mabond 101 

Ceianoac:rilatos) 

Per mabond 104 

Ceianoaerilatos) 

Permabond 7'7 

Ceianoaerilatos) 

Resilikon 

Csellador de silicón) 

Resist.ol !5000 

Superglue 

Tangit. 

Cpegamento especial para 

tubos de PVC) 

An~llos de hule 

C"O" rings) 

Ferricianuro de potasio 

Ferrocianuro de potasio 

Fosfato de potasio monob•sico 

Fosfato de potasio dibisieo 

Hidr6>cido de •odio 

Nellbraft&• de celot'Ah 
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Pr oePdenc:i a 

Fluka, A.G., Suiza 

J.T. Baker 

Kodak, S.A. 

St.abilit 

Grupo PEGA, S. A. 

Grupo CIANOMEX, S. A. 

Grupo PEGA, S. A. 

Grupo PEGA, S. A. 

Grupo PEGA, S. A. 

Industrias Resist.ol 

Industrias Resistol 

Loctite Corporation 

Henkel , S. A. 

El ec:t.ro-Norel os 

J. T. Baker 

J.T. Balcer 

J. T. Balcer 

J.T. Baker 
J.T. Baker 
Internat.i onal 



Membranas de di•lisis 

Ccorte 8000, espesor 9 µm:> 
Membranas de di•lisis 

benzoiladas Ccorte 2000) 

Lactosa 

2-propanol 

Sacarosa 

Tartrato de sodio y potasio 

.&.1. 2. EQUIPO 

Spectrapor 

Sigma Chernical Co. 

Sigma Cherni cal Co. 

J.T. Baker 

Merck, S. A. 

J.T. Baker 

El equipo utilizado en este trabajo consistió principalmente en 

lo siguiente: 

~ 

Agitador magn6tico 

Analizador enzi~tico 

Balanza analitica 

Colorimetro 

Gr af i cador mOl t.1 ple 

Sensor electroquimico CPt) 

Medidor de pH potenciómetro 

.&.1. 3, ENZIMAS. 

EseecificacióQ 

Corning Stirrer PC-3!53 

YSI, modelo ~-A 

Bosh, s-2000 

Spectronic 20, Baush 

& Lomb Co. 

U nsei s, TYP 70415 

YSI, para detección de H
8

0
8 

Corning, Co. modelo 125 

Para la determinación especifica de los sustratos lactosa y 

sacarosa se emplearon las enzimas listadas a continuación: 

iDllml. 
(1-galactosidasa 

Glucosa oxidas& 

Galactosa oxidasa 

Invertasa 

Mutarotasa 

Sol?Ort.t 

Membranas de di•lisis benzoiladas 

Membranas de di•lisis 
Membranas YSI 
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Sigma Chemical Co.CG 2513) 

Sigma Chemical Co. CG 813!5) 

Sigma Chemical Co. CG 338!5) 

Sigma Chemical Co.CI 47"3) 

Sigma Chemical Co. CM !552e) 

Procedencia 

Sigma Chemical Co. 

Spectrapor 

YSI 



Membranas fabricadas en el labora­

torio a partir de: 

Acetato de celulosa 

4.2 METOOOS 
4. 2.1 TECNICAS ANALITICAS 

Fluka,A.G., Suiza 

4. 2. S. i. DETERMINACION DE LACTOSA Y SACAROSA. 

Clll6todo convencional), 

El !Mtodo analitico convencional para la determinación de 

lactosa y sacarosa que fu6 usado para llevar a cabo el an•lisis 

comparativo con el electrodo fu6 el JM.todo del DNS <•cido 

dinitrosalic1lico). Est• basado en la reducción del •cido 

dinitrosalic1lico por los azócares reductores presentes en una solución 

acuosa. Esta reducción genera un compuesto nitroam1nado el cual 

presenta color. El color desarrollado es amarillo y puede ser 

cuantificado en un espect.rofotOmet.ro, donde la absorbancia es 
directamente proporcional a la concentración de grupos reductores. 

PROCEDIMIENTO C~r y Howell, SQ35), 

El reactivo DNS requiere ser preparado de acuerdo al 

procedimiento siguiente; se pesan 10 g del ONS, US g de NaOH y 300 g de 

tartrato de sodio y potasio. En un matraz aforado de un lit.ro se 

agregan 500 ml aproximadamente de agua destilada y se disuelven los 

reactivos anteriores en el siguiente orden: hidróxido de sodio, 

tartrato de sodio y potasio y al final agregindose lentamente, el DNS. 

Una vez agregado todo el DNS se afora a un lit.ro con agua destilada y 

se calienta ligeramente para alcanzar la disolución total. El reactivo 

preparado se debe guardar en frasco •mbar en refrigeración a 4°C. Bajo 

6stas condiciones el reactivo tiene una vida media de 30 d1as. 

El procesamiento de muestras con lactosa y sacarosa se llev6 a 

cabo de acuerdo al procedimiento siguiente: 

1. - En tubos de ensa)l9 de 10 x 115 111111. se preparan diluc1on- de 

las muestras problema C1"20). 

2. - O. las muestras problema diluidas se toma un mililitro y se 

transfiere a nuevos tubos de ensay. de 10 x 15 111111. y en los cuales se 
agreea un 11\ilili~ro del DNS. 
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3.- Los tubos de ensaye con la mezcla del DNS y muestra problema 

se llevan a ebullición durante e min. Los tubos requieren ser tapados 

para evitar la evaporación de la muest.ra o la ent.rada del agua d• 

ebullición. 

4.- Una vez transcurridos los e minut.os en ebullición los tubos se 

sacan del bafto y se les agrega 10 m1 de agua dest.ilada, • mezclan y se 

dejan reposar durant.e 15 lllinut.os. 

5.- En cada procedimient.o se requiere la const.rucción de una curva 

pat.rón ya sea con las soluciones de lact.osa o con sacarosa. Para la 

curva pat.rón se prepara una solución con 2 mg/ml. Ce est.a solución se 

t.oman alicuot.as con tubos d• ensa)'9 para generar una curva patrón que 

incluya las concent.raciones de, 0.2, 0.4, o.e, o.e. 1.2 y 2 ing/ml. Es 

necesario tener un blanco de react.ivos con 1 ml de agua destilada y 1 

1111 de DNS. 

e.- Una vez agregados los 10 1111 de agua destilada y reposados por 

15 lllinut.os, los t.ubos se l .. n a EUO nm en el espec:t.rofot.ómet.ro cont.ra 

el blanco de react.ivos. 

4. 3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

Para est.ablec:er los procedilllientos experiment.ales de est.e 

trabajo fu6 necesario un anllisis previo de las principales 

caracterist.icas que debian satisfacerse en el disefto y construcción del 

elect.rodo enzimlt.ico. Se consideraron dos elementos importantes: las 

caracteristicas del sistema electrónico de transducción-medición y la 

inmovilización de las enzimas. 

'· 3.1. SISTEMA DE MEDICION 

El sist.ema de medición o det.ección de la seftal quilllica define 

en gran medida desde el mecanismo o forma de inmovilización, debido a 

que la forma del sensor y sus principales aditament.os determinan 

algunas veces, incluso los materiales que pueden ser usados en el 

proceso. El sistema sensor consistió de un electrodo de platino CPt), 

el cual es sensible al peróxido de hidrógeno CH
1
0

1
) generado en la 

reacción enzi~t.ica: 

enzima 

> HaOi + Producto 

El sensor, junt.o con su sist.ema de ajuste y despliegue de la 
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lectura fu• uno comercial, el analizador YSI f!:7-A CYellow Springs 

Instruments), •l cual d•spli9Qa las lecturas despu•s d• inyectar las 

muestras problema •n su c~a d• inyección Cv.r figura ''· O. acuerdo 

a las caract.eristicas d•l YSI f!:7- A, fu• n•cesario adecuar t.r•s 

parimetros: 1) membranas a usar para la inmovilización, 2) anillos d• 

hule y 3) adhesivo a emplear. 

Con r•sP9CtO a los anillos de hul• y membranas, •stos no 

r•presentaron gran probl•ma. Sin embargo, •n el caso del 

adhnivo,fueron n•cesarias muchas pruebas preliminares para la 

selección final del mismo. El adhni vo tenia que cubrir •l requisito 

principal d• manten•r unidas las membranas entre s1, as1 como de •stas 

con •l anillo de hul •, toc:lo ello en condiciones de al ta humedad. El 

anillo d• hul• n un elemento importante para garantizar que las 

membranas •nzilllit.icas se ajust•n perfectamente a la superfici• del 

s•nsor de platino Cver figura !5). 

4. 3. 2 SELECCION DEL ADHESI YO 

La selección d•l adh•sivo para •l P9Qado d• membranas y anillo 

de hule tu• ll•vado a cabo mediant• la pru•ba d• algunos de los lllis 

conocidos co1119rciallll9nt.• Cv.r tabla 2). 

Fi nal mente, se encontró que 1 os pegalll9nt.os adhesi vos 

cont•ni•ndo •st.er•s d• cianoacrilatos fueron los mis adecuadoS para •l 

pegado •nt.re membranas y de •st.as con •l anillo d• hul•. Los 

principal•s adhnivos fabricados •n base d• cianoacrilatos qu• se 

probaron fueron "P•r-bond 7'7", "P•r-bond 207" y "P•r-bond 102 ". 

Cab9 -ncionar qu• •stos pegamentos no se •ncuentran •n •l -rcado 

público. El que se usó finalment.• fu• •l "P•r-bond 201" debido a su 

rapid•z de secado C20 s•gundos) y a que no pi•rd• su caract.er1st.ica d• 

adhesivo aún bajo condiciones drist.icas de agitación •n medios acuosos. 
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Figura '· Caracter1sticas del sensor y auxiliares en la 
construcci6n del electrodo enzimó\tico. 
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Electrodos •---­plata 

Figura !5. Diagrama de componentes del sensor y 
adaptacion de las m.mbral'\CtS' enzimat icas en su respectl vo 
anillo de hule usado colllO soporte. 
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Tabla 2. Adtwsivos probados durante la construcción de las 
-mranas enziáticas. 

Nombre del adhesivo 

Apoxibond 

ResiUkon 

Acrytrix 

ICola Loka 

Resistol 5000 

tangit 

Obser vac:i ónes Carac:ter1stic:as en la 
c:onstruc:c:ión de 

membranas enzimitic:as 

De tacil hidratacion 
perdida de dureza. 

Poco resistente; sellado 
no hoa:>geneo y lentoJ -..y 

Malo 

tacU de ro111per Malo 

Fraguado lento y tacil de 
hidratar Malo 

Disuelv. las -•ranas Malo 

Pegado heterogeneo y facil 
de hidratar Malo 

Sujeta .. s que pega y tacil 
de hidratar Malo 

Pegado lento Regular 

Bueno pero pegado lento Regular 

Bueno Bueno 
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4. 3. 3 SELECCION DE MEMBRANAS 

En este sistema se requieren dos membranas; una que funciona 

como membrana interna, en contacto intimo con el sensor y otra como 

membrana externa, en contacto con la solución de medición. 

Por esta razón, la selección de las membranas fut un proceso 

que requirió garantizar que las membranas a usar fuesen adecuadas para 

controlar la respuesta del electrodo por limitación difusional. Adem.ls 

de lo anterior, estas membranas deb1an ser lo suficientemente 

selectivas para eliminar la interferencia de algunas sustancias como el 

6cido ascórbico, el •cido W-ico, el ferrocianuro de potasio y otros. 

Adicionalmente, est.as membranas deb1an ser adecuadas para mantener 

atrapadas o inmovilizadas las enzimas. 

El criterio de selección de las membranas se basó inicial111ente 

en pruebas con arreglos de las membranas sin enzimas, montadas en la 

superficie del sensor. Estos arreglos fueron evaluados en base a su 

espesor y a su capacidad de eliminar el paso de algunas sustancias 

que alteran la lectura del sensor. 

Para seleccionar la membrana externa fueron probadas 

diferentes membranas de varios espesores: membranas de di6lisis 

Cspectrapor) SPC 1 con 18. e±o. 7 µm de espesor, tubos de di.t.lisis 

benzoilados con 27±0.Q um de espesor, celof•n 20.4± 0.7 µm de espesor, 

YSI Cmembrana usada en el bloque de temperatura del YSI 27-A::J con 

28. 2±0. e µm de .Spesor, polietileno con 3Q, '5±1. Q µm de espesor. El 

espesor de estas membranas y los fabricados en el laboratorio fu6 

determinado mediante el m6todo de comparación de patrones en el 

Depart.amento de Met.rolog1a del Cent.ro de Instrun.ntos CUNAN:>. Cada una 

de estas fut probada para garantizar un control de la respuesta del 

elect.rodo por limit.ación de la difusión de los sustratos y productos. 

En el caso de la membrana interna requiere tener un espesor de 

entre a y e µm. Sin embargo, en el mercado dif1cilmente se encuentran 

membranas de acetato de celulosa con un espesor menor a 10 µm. Por est.a 

razón, fu6 necesario fabricarla en el laboratorio debido a que 

requer1a un t.amafto de poro que garantizara que difundiria a t.rav6s de 

ella solo pequeftos mol6culas cuyo tamafto fuese comparable al peróxido 
de hidrógeno CTaylor et ol., 1Q'77). 
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'· 3. 4 TECNICA DE FABRICACION DE LA MEMBRANA INTERNA 

La t•cnica ut.iUzada para fabricar la membrana de acetat.o de 

celulosa es una incclificación de la tknica reporlada por Taylor et al., 

C1977:>. La tknica es muy similar y sólo exislen diferencias en los 

solventes requeridos para la fabricación de estas membranas. 

Para la construcción de membranas de acetato de celulosa fué 

preparada una solución conteniendo aproximadamente 4% de acetato de 
celulosa CFluJca, A. G.. SUiza:> en ciclohexanona-ac:etona C1: 1 v/v) y 

dejada en agitación C200 rpm:> durante 12 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente, de ésta soluci6n se tomaron alicuotas de eoo µL y se 

depositaron cuidadosamente en recipientes cuyo di•ID9tro es 9.8 

cm, conteniendo agua deslilada y dejadas en reposo durante 15 minutos 

con el fin de permitir la evaporación de los solvenles. Una vez 

evaporados completamente los solventes Ccurado), las membranas formadas 

en la superficie del agua, se recuperan mediante el uso de una limina 

de polietileno y se secan al aire C2 horas:> en un medio libre de polvo 
Cfigura e>. Eslas -mbranas presentan un espesor de 3. 8%0. S µ111 y se 

usan como -mbrana interna. 

Tant.o para la const.rucción de las membranas enzimAticas para 

determinar lactosa como para determinación de sacarosa se emplean 

procesos de inmovilización muy similares. Sin embargo, existen algunos 

aspectos importantes para la adecuada construcción de cada una de 
estas. 

4. • .& INNOVILIZACION DE ENZDCAS 

4.. .&.1 MEMBRANA ENZIMATICA PARA LACTOSA 

Para la construcción de la membrana enzimAtica para 

determinación de lactosa se emplean las siguientes enzimas: 

Galactosa oxidasa t.ipo LV, de Dactylium dendroid- C E. C. 

1.1.3.;, 450U ), ~-galactosidasa, glucosa oxidasa. 
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Acetato de celulosa 

4% 

Ciclohexanona-Isoproponol 
12h T.amb. 200rpm 

500pl 

~ 10-151 ~ 
~~ 

~~ 
~ 

Membrana llrttrno 
(oct'°'° de celulosa) 

1-3pm 

Figura 6. Método de fabricación de .. Jllbranas de 
acetato de celulosa usadas co111D rn.mbrancz interna en las 
.. lllbranas enzillliticas para detección de lactosa. 
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1. 

l.,; 

El principio de medición de lactosa esU fundamentado en la 

hidrólisis de esta, la cual puede llevarse a cabo a travn de dos 

mecanismos: 

a). -LACTOSA +· o 
1 

b).-1..ACTOSA + 0
1 

+ 

+ 

+ aldehido 

galactosa 
oxidasa 

H
1 
O > gal &et.osa 

¡1-gal act.osi dasa 

+ ¡1-D-glucosa 

galactosa + /1-D-gl ucosa -----> + Al:.. glucónico 

glucosa 
oxidasa 

CD 

El proceso de inmovilización de las enzimas se llevó a cabo 

siguiendo las etapas sigui entes: 

a).- P9gado de "O" rings a la membrana externa 

b). - Inmovilización de la capa enzimit.ica 

e). - P9gado de la membrana il'lt.erna. 

QI. - Pll:OADO DS ·o·· IUNC18 IANll.1.0• DI: HUUI, A ... MSIO•ANA IEXTll:aNA. 

La membrana ext.erl'la •stA constituida por una membral'la de 

celofAl'I de ao.-' :!: O. 7 µm de •spesor. El proceso de pegado de los 

anillos de hule a la superficie de la membrana se realiza 111&nteniendo 

inmóvil el al'lillo por medio d• jeringas hipod•rlllicas el'I cuyas agujas se 

sujeta. En estas condiciol'les, el anillo se puede -nejar fAcilmente y 

de -t.a manera se moja su superficie en el adh9Sivo Cpr•viamente 

colocado en una superficie lisa y Ubre de polvo). El anillo con •l 

adh-ivo es llevado 1nmediatament.• despu•s al celof6n en donde se 

coloca •jerciel'ldo lig•ra presión con las ausmas agujas sujetadoras. 

Previamente, el celofAn debe ser sometido a un proceso de"estiralllient.o 

en Mía.do", con el cual se •vi t.a la f'or111&ci6l'I de pli9gues o "arrugas" 

en su superf'ieie. Este proceso fu• llevado a cabo con un dispositivo 

construido especialmente para este propósito Cver secuencia en la 

f'igura 7). 

bl. - INMOVILU:ACION DI: &.A CAPA IENZIMATICA. 

Las enziaas que se utilizaron para la det.erlllinación de lactosa 

f'ueron inmovilizadas por at.rapal'llient.o f'1sieo, es decir, sin la 
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OisposltillO para el 
estiramiento del 
celofdn 

JtrlnQOt 
hipod4rmlcaa 

Anillo de hule 

Adhesivo 

~------Es-~o lW >--
/ Adhesivo 

Inmersión del onlllo 
en el adhesivo 

Pegado del anillo 
sobre lo superficie 
del celofdn 

Figura 1. Procedillliento para el pegado de anillos de 
hule sobre la superficie de la membrana ext•rna 
Ccelof•n>. 
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' participación de agentes quiaücos. Inicialmente se probaron en forma 

liofilizada, sin embargo presentaron problemas de baja solubilidad y de 

la presencia de burbujas en la -mbrana enzimit.ica. Final-nte, el 

procedimiento de inmovilización de las enzimas (f-galactosidasa 

.- CE. C. 3. 2.1. 23) de EscMrích.ta col i y glucosa oxidasa CE. C. 1.1. 3. ' ' 

de A•P91'6illus ní6•r se llevó a cabo si~plemenle coloc•ndolas en forma 

soluble. 

Ambas enzi111&s fueron pesadas y solubilizadas en un mismo vial 

¡ : con 100 µL de un amortiguador de fosfatos O. 2M pH e. Q. De la sol uci6n 

enzimltica C(f- galactosidasa, y glucosa oxidasa), se toman con una 

núcropipeta, diferentes volOmenes C2,,,e,8 y 10 µL). Estos se colocan 
'1 

en la superficie del celor•n previamente pegado en un anillo de hule. 

Estas condiciones se mantienen duranle 2 horas aproximadamente a 

temperalura ambiente C25°C> hasta que se evapore el amorliguador. 

el. - Pll:OADO DI: LA Mll:ll••ANA IHTll:aNA. 

Una vez que se ha evaporado el ~rtiguador, se sujeta el 

anillo de hule Ccon pinzas de cirug1a>, para depositar una ligera capa 

de adhesivo en la orilla que corresponde con el anillo. Inmediatamente 

despun, se coloca la -mbrana interna de acetato de celulosa. El 

pegado de esta membrana requiere el uso de un dispositivo fabricado 

especial-nte para evitar que la membrana presente arrugas y ademAs 

evilar que el pegamanto se escurra sobre las enzi111&s Cver secuencia en 

la figura 7). 

De esta forma queda lista la membrana enzimitica que para el 

caso de lactosa est.A constiluida por una -mbrana externa CcelofAn) 

20.,±0.7 µm de espesor y una membrana interna Cacetato de celulosa), 

3. e µm de espesor) enlre las cuales se encuentran alrapadas las 

enzimas. La membrana externa quedar• en cont.aclo con la solución 

problema y la membrana interna en cont.aclo con el sensor de peróxido de 

hidrógeno Cver figura 8). 
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Anillo de 
hule 11

0
11 rlno 

v:----Enzlmos 

e:::;:>-- Celofdn 

! 
/ \--Punto de plástico 

~ lcd.--Adhesivo 
~\¡i;ii;¡ijii, ... , .... 

1 
~o 

mbrona 

Aceto to 
llodehule 

de celulosa 

J Enzimas 
MembrÓno 
1nzimótíca 

MembrOllO 

Figura 8. Secuencia seguida en el pegado de la membrana 
interna. 
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4 • .t.!. MEMBRANA ENZIJQTICA PARA SACARQ5A 

En est.e caso, las enzimas que se emplearon fueron: invert.asa. 

mut.arct.asa y glucosa oxidas&. El mi6t.odo de fabricación de est.a membrana 

con tres enzimas requirió, al igual que el de la lact.osa, de una 

membrana externa de celor•n la cual fu6 pegada al anillo de hule con el 

mismo procedimiento descrit..o para •1 caso de lactosa. 

El principio de inedición de est.as membranas enzim.lticas se basa 

en la medición de la reacción final de t.res enzimas, catalizando su 

conv.rsión hasta H
1
0

1
, de acuerdo a la secuencia siguiente: 

invert..asa 

mutarotasa 

¡1-0-:Gl.UCOSA >H
1
0

1 
+ •c. gluc6nico 

glucosa oxi dasa 

En este caso la membrana interna no fu6 de acetato de celulosa. 

debido a que las pruebas con este material indicaron que el sist.ema 

parec1a est..ar cent.rolado por la reacción enzimAt.ica. Debido a esto, se 

probó un sistema celor•n-celof•n que fu6 el que dió 111ejores resultados. 

L.as enzimas fueron pesadas por separado y solubilizadas en un 

amortiguador de acet.atos. pH e, 0.1 N. El proceso de atrapallliento se 

llevó a cabo depositando cada enzima por separado y dejando evaporar el 

amortiguador antes de colocar la enzima siguiente. Ambas 11embranas 

enzimit.icas, tant.o para determinación de lactosa como de sacarosa, 

fueron al111&cenadas. en viales de pl•st.ico y en refrigeración hasta su 

ut.i 1 i zaci ón. 

4. !5 OPER.t\CIOH DEL SISTEMA DEL ELECTRODO ENZIMATICO 

El ensamblaje final del sist•- se lleva a cabo colocando las 

membranas enzimit.icas en contacto con el transduct..or de plat.ino 

sensible a peróxido de hidrógeno. 

En la figura O se observa como el transductor Csensor) con la 

-mbrana enzim.lt..ica previament.e adapt..ada, se conecta al sist..ema de 
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Figura 9, Colocación de la membrana fl'nzimat ica y 
adaptación al sistema YSI 27 A. 
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r99ist.ro C YSI 27-1(), •l cual proporciona una lectura en mg/dL. Debido 

a que las enzimas requieren de una t.emperat.ura adecuada para su 

tuncionalllient.o, es nt1e-ario un sistema de cont.rol d• t.emperat.ura, el 

cud esta int99rado en el anal.l.zador Yellow Spring y proporciona una 

temperatura de 37°C, pudiendo ser empleado a 27°C para algunas 

det.erlllinaciones que asi lo requi•ren. 

El sist•ma cuenta con una c.t.mara de a.dición qu• t.ien• un 

volumen aproximado de 3!IO µl. En -ta c6mara y por medio d• un pu•rt.o 

de in)f9cción, se administ.ran 2!5 µL de la solución problema CV9r figura 

10). La agitación se proporciona por medio de una .,.mbrana de silicón 

per-able al oxigeno, la cual es movida a.cAnicaJMnte a un pulso por 

segundo -diant• una bomba de aire tipo pecera. Est.a misma bomba es la 

que garantiza la eliminación del amort.iguador usado, llevAndolo a un 

recipiente d• desecho y tomando amortiguador limpio de un recipiente 

alimentador. 

El sistema cuenta con un 1 ndi c:ador 1 umi noso en el despliegue, 

para seftalar la operación que se encuentra realizando el usuario. Anexe 

a la pantalla de despliegue, el dispositivo cuenta con dos 

pot.enc:iómet.ros, uno para el ajuste a cero y que adem.t.s indica cuando el 

sistema est• listo para recibir la iny.c:ción de las muestras y otro 

para calibrar la -mbrana, de acuerdo a una solución patrón de 

calibración. El t.iempo de an.t.lisis es de un minut.o por muest.ra y de 40 

segundos en el lavado. 

¿,5,1 CURVAS DE RESPUESTA 

Las curvas de respuest.a se obtienen t.anto para la lactosa como 

para sacarosa al in)'9Ct.ar en el analizador Cen cuyo sensor se ha 

colocado una -lllbrana enzilllit.ica especifica para uno u ot.ro de est.os 

sustrat.os), una s•rie de concentraciones en un rango de o-goo mg/dL y 

de 0-1000 mg/dL, respect.ivasnent.e. El perfil observado es la generación 

de peróxido de hidrógeno por la reacción enzim.t.t.ica, los perfiles de 

las curvas de respuesta son obtenidos gr.t.fic:ament.e por adaptación a un 

sistema graficador. 
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Figura 10. Vista frontal del analizador y su puerto de 
inyección de la muestra. 
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CAPITll..O 5 
RESULTADOS Y DISC:USION 

5.1 DETERMIHACION DE LACTOSA 

5.1. l SELECCION DE SOPORTES PARA INMOVILIZACION 

El principio de medición de lactosa est• basado en la medición 

del HaOa producido en alguna de las reacciones empleando galactosa 

oxidasa o bien ~-galactosidasa y glucosa oxidasa. 

El prill9r objetivo tu6 la selección de los soportes a utilizar 

para la inmovilización de las enzill\as. Los principales par•-tros 

considerados para la selección del soporte fueron; en primer lugar, que 

el soporte fuese per1Mable al sustrato Clactosa:> o bien al principal 

producto que se requiere cuantificar despu•s de la reacción, el 

peróxido de hidrógeno. Como segundo requisito importante que debia de 

cubrir el soporte, es que fuese adecuado tanto para limitar 

difusionalmente la respuesta del electrodo enzimAtico, como para evitar 

el paso de sustancias polarogr•ficamente oxidables que interfieren en 

la lectura del sensor. Una consideración previa a la selección del 

soporte, fu6 la presentación tisica en que debla ser usado para lograr 

un buen acoplamiento con el sensor de Pt. , una v.z que se hubiesen 

inmovilizado las enzimas. El sistema comercial CYellow Spring 

Instruments 27-A), emplea un arreglo de membranas que consiste de una 

membrana interna de acetato de celulosa y una membrana externa de 

policarbonato. Entre estas membranas se encuentran inmovilizadas las 

enzimas especificas para el sustrato. ColllO resulta obvio, el fabricante 

no especifica ni el espesor de cada una de las -mbranas, ni el •todo 

de in1110vilizac::ión y mucho menos la cantidad de enzima empleada. Por 

estas razones se llevaron a cabo pruebas con algunos materiales que 

podrian ser usados como soporte, en base a que presentaban distintos 

espesores para la difusión libre de sustratos y productos CTabla 3:>. 

Los -t.eriales seleccionados fueron: tubos de di•lisis benzoilados, 

-mbranas de di•lisis "Spec:trapor", y celofin del que se emplea en 

trabajos de odont.ologia. Para definir cual de est.os materiales pocUa 

emplearse en la construcción de las membranas enzimit.icas y debido a 

que no se midio el tamaf'lo de poro, se planteó una estrategia que 

perlllit.16, ademis de establecer su funcionalidad como soporte 
enzilllAt.ieo, d•~•rlllinar su capacidad para lilllitar la difusión de 
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Tabla 3. Espesor de las -•ranas seleccionadas para ser usadas 
com soport.e. 

TIPO DE MEMBRANA Valor -dio Incertidullbre 
Cµm> Cµm> 

Tubos de diAlisis 27 t 0.9 

Spect.rapor 18.8 t 0.7 

Odontolog1a 20 • .f. t 0.7 

PoUet.11eno 39.e t t.9 

CelotAn 2 21.e t o.7 

YSI 28.2 t o.e 

Acet.at.o de celulosa 
Claborat.orto> 3.8 t 0.3 
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mol6culas o sustancias que alteran la lectura del sensor. 

La estrategia mostrada en la figura 11, consistió en las 

pruebas Cpara uso como membrana externa) de cada membrana 

individualmente y en combinación con acetato de .celulosa Cmambrana 

interna). Antes de la inmovilización de las enzimas se utilizó una 

proteina testigo sin actividad Calbl'.lmina) atrapada entre las dos 

membranas. Cada una de estas combinaciones se montaron en el sensor y 

se probaron, ferricianuro de potasio y ferrocianuro de potasio en 

concentr.aciones de 1,2,• y 8 mg/dl.. y icido urico en concentraciones de 

1. 25, 2. !S, !5 y 10 mg/dl... En lodos los casos el dispositivo fu• 

calibrado con agua destilada ajustando la sensibilidad a un valor de 

cero y as1 evaluar los efectos de cada sustancia. Algunos autores como, 

Aldons Farrance, C1e81), Sostman C1981) reportan estas sustancias como 

las que iús interfieren la lectura del sensor de H
2

0
1

• El rango de 

concentración probado para cada una de ellas considera, dos 

concentraciones por debajo de la concentración normal que se puede 

encontrar en una muestra problema y una concentración al ta. En la 

figura 12 se presentan los perfiles obtenidos con cada una de las 

membranas montadas en el sensor. Cada membrana se montó por separado, 

estando el analizador en programa autoiútico; es decir, con tiempo de 

respuesta limitado a 1 minuto. Las lecturas significan la concentración 

desplegada en •l analizador al inyectar cada concentración de 

ferricianuro de potasio. 

Se definen dos grupos de membranas; JU Las que limitan 

adecuadamente el efecto del ferrocianuro, sobre el sensor "Spec:trapor 

1 ", "Speclrapor" 2 y los tubos de diilisis benzoilados y 8) aquellas 

que no son adecuadas para lilllitar el efecto de la difusión de esta 

mol6cula sobre el sensor: celofin y acetato de celulosa. En vista de 

estos resultados y por las caracter1slicas de las membranas del grupo 

A, es evidente que el espesor presenta una influencia importante en su 

capacidad para limitar el efecto de las sustancias que interfieren en 

las lecturas del sensor. En las membranas del grupo B, el celofin que 

tiene un espesor de 20 ! 0.7 ~m, se esperaba que se comportara como las 

membranas del grupo A. En este caso se asume que el diimetro de poro, 

tambi•n es un parimetro importante para limitar los efectos de estas 

mol6culas sobre el sensor. En la figura 13 se observan los perfiles de 

r-pu-ta a ferrocianuro de potasio de cada membrana. Aquellas del 
grupo A •• pr•••nt.an ain cambio• notables, es decir, cont.in(aan 
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Celofan Tubos de dl61i1l1 
blnzollados. 

SPC 1 SPC 2 

Montaje directo al 11nsor 

Fabricación de 
membrana inter­
na acetato de 
celulosa. 

Combinación con 
membrana Inter­
na. 

Proteína testigo lrvnovllizada 
(albúmina) 

Prueba con sustancias 
electrooctivas 

Selecclon 

Ferricianuro di potasio 
Ferrocianuro de potasio 
Acido ascórbico 
Acido drico 

Figura 11. Estrategia para la selección de JU"lllbranas 
tnt•rnas y •xt•rnas en la construcción de JU"lllbranas 
enzimáticas. 
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presenlando el comporlamienlo observado en el caso de la inyección de 

ferricianuro. Sin embargo, en las membranas del grupo B, el acet.at.o de 

celulosa result.6 mejor que el celofln, observlndose que el efecto del 

ferrocianuro es mls reducido por el acetato de celulosa. 

Las otras dos sustancias que interfieren de manera importante 

en la lectura del sensor son el leido Orico y el leido ascórbico. En la 

figura 14 se pueden observar los perfiles que presentaron las 

diferentes membranas al inyectar leido Orico. Tanto la membrana de 

celofln como la de acetato de celulosa presentaron el mismo 

comportamiento observado en el caso de las pruebas con ferrocianuro. 

Por otro lado, las membranas "Spect.rapor 1" y "Spect.rapor 2" aparecen 

como adecuadas para limitar el efecto del leido Orico en el sensor. Los 

tubos de dillisis benzoilados limitan completamente el efecto de esta 

mol•cula sobre el sensor. Los resul lados de las pruebas con el .t.cido 

ascórbico se presentan en la figura 15. Este leido Uene mayor 

interferencia en el sensor, si se compara con las pruebas realizadas 

con leido Orico y ferricianuro de potasio. Al igual que en las 

anteriores pruebas, las -mbranas "Spec:t.rapor 1 ", "Spectrapor 2" y los 

tubos de di.t.lisis benzoilados resultaron eficientes para limitar la 

difusión del .t.cido ascórbico y por t.ant.o para limitar su efect.o sobre 

el sensor. Por ot.ro lado, el celofln y el acetato de celulosa mostraron 

ser ineficientes para ese propósito. La conclusión principal f'u• que 

las membranas que mostraron alta ineficiencia para limitar el efecto de 

interferencias de la mayorla de las sustancias evaluadas sobre el 

sensor, podian ser probadas como membranas externas y aquellas que 

limitan el paso de estas molkulas hacia el .t.rea sensible del sensor, 

podlan ser usadas como -mbrana interna. La primera selección fu• 

considerar las -mbranas "Spectrapor 1" y "Spectrapor 2" como una sola, 

debido a que aunque difieren 5 ¡.rm en espesor, de acuerdo a los 

resultados, esta diferencia no presenta ventaja. 

A continuación, se procedio a las pruebas de las diferentes 

combinaciones entre -mbranas, esto es, arreglos de dos -mbranas en 

donde una de ellas funciona co1110 -mbrana externa Cla que .. t.t. en 

cont.act.o con la muestra problema) y ot.ra colllO -mbrana interna Cen 

contacto directo con el sensor). Se probaron los arreglos 

celofln-acet.ato de celulosa, Spect.rapor-acetat.o de celulosa y t.ubos de 

dillisis benzoilados-acetat.o de celulosa. Los resultados se presentan 

en las figuras 1e y 17. El -Jor arreglo para disminuir el efect.o sobre 
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el sensor de las sustancias inter.:ferentes resultó ser la combinación 

celo:fin-acetato de celulosa. Los otros arreglos probados logran 

disminuir su efecto; aunque en -nor medida. En la figura 17 se observa 

que el arreglo celo:f.,,-acetato de celulosa permite una limitación del 

efecto inter:ferente sobre el sensor, tanto del ferrocianuro como del 

:ferricianuro de potasio. Al igual que cuando se evaluaron las membranas 

individualmente, el ferrocianuro tiene mayor efecto sobre el sensor que 

el ferricianuro. Este :fenómeno, que se esperaba muy similar a las 

pruebas con los ferrocianuros, no se repitió en el caso de las pruebas 

con leido ascórbico y leido Orico. En la figura 17 se puede observar 

como el icido ascórbico Cque hab1a mostrado mayor influencia que el 

leido Orico en el sensor), se ve mayormente retenido al evaluarse con 

el sistema celofin-acetato de celulosa. 

Partiendo de los resultados anteriores, se tomó la decisión de 

inmovilizar la enzima siguiendo el proceso mostrado en la figura 18. 

Los resultados se muestran en la tabla .&. En todos los casos, la 

cali br ación del di sposi t.i vo no :fu6 posible. Cuando se i ny.ctaba una 

concentración patrón de eoo mg/dL el miximo valor que se alcanzaba con 

el potenciómetro de ajuste de sensibilidad fu6 de !50!.& mg/dL, es decir, 

las 111elllbranas enzillliticas obtenidas ten1an una sensibilidad un orden de 

magnitud por debajo de la requerida para las determinaciones. Los 

resultados evidentemente no fueron satisfactorios para ninguno de los 

sistemas, debido muy probablemente a que las 1111tmbranas no pocl1an ser 

construidas en :forma homogenea. Esto tu• consecuencia de que la 

cantidad de enzima galactosa oxidas& inmovilizada resultaba ser una 

barrera di:fusional considerable, pues no siempre pociia ser disuelta 

completamente entre · 1as membranas donde se atrapó. Sin embargo, a 

pesar de lo anterior, el sistema de membranas que aparentemente 

mostraba mayores posibilidades seguia siendo el del celofln-acetato de 

celulosa. Debe considerarse que durante esta primera etapa no tu• 

posible determinar sus perfiles ya que no se contaba con el dispositivo 

graficador. Ademis, en esta etapa la inmovilización se efectuaba 

empleando la enzima galactosa oxidasa en forma liofilizada C2 mg). 

5. 2 INMOVILIZACION 

Ha•t.• aqui, la concluai6n principal fu6 que el sistema de 
membranas con posibilidades Cusando galactosa oxidasa para la 
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Pegodo de •o• rlngs 
(Descrito en lo metodología 

Membrono externo 

Spectrapor 

Inmovilización 
2 mg enzima (liofilizado) 
10 ~L amortiguador 

Pegado de membrana interna 

Acetato de celulosa 

Montaje en ti sensor 

Pruebas 

Tubos de dlólisis benzollodos 

Figura 18. Estrategia inicial de inlllDvilización •111Pleada 
en la construcción de -lllbranas enziúticas. 
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Tabla 4. Resultados obtenidos al inmvilizar la enzi .. ~atactosa 
oxidasa en forma. liofilizada para la detección de lactosa. 

Jlellbranas 
usadas 

Celotin -
Acetato de 
celulosa 

Spect.rapor -
Acetato de 
celulosa 

Tubos de 
d1AUs1s-
Acetato de 
celulosa 

Lactosa 
Inyección 

Cm¡¡,..dL> 

200 

!500 

2000 

2000 

200 

900 

2000 
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Lactosa 
Lectura 
(miiJ .... dL> 

178 t 7 

237 t 3 

237 t 3 

S1 :!: Q 

50 t 3 

71 t !S 

198 t u 



det.erminaciOn de lactosa), fu6 el constituido por celoftn-acetato de 

celulosa. Por otra parte, se observó que ninguna de las -mbranas 

usadas individualmente para cubrir el electrodo, resultó suficient.e 

para elilllinar el efecto de los compuest.os que int.erfieren la medición. 

AdicionalJDent.e, se observó que de las sustancias evaluadas, el 

ferrocianuro de potasio y· el icido ascórbico son las. sust.ancias con 

mayor int.erferencia en el sensor. AOn cuando result.ó posible la 

det.erminación de lactosa. se t.uvieron problemas con las -mbranas 

enzim6.t.icas, debido principal-nt.e al exceso de enzima utilizada en su 

construcción. A raiz de lo ant.erior se disminuyó considerablemente la 

concentración de enzima usada en el at.rapamiento. 

Una vez seleccionado el sistema celofin-acet.at.o de celulosa y 

de acuerdo a la figura 18, se inmovilizó la lact.osa oxidasa en una 

cantidad mis baja C1 mg). Para evaluar el perfil de respuesta, se mont.ó 

sobre el sensor una membrana comercial. El perfil de respuesta t.ipico 

de esta membrana se muestra en la figura 1Q. Aquel obtenido con el 

sistema celofin- acetato de celulosa y con 1 mg de galactosa oxidasa se 

muestra en la figura 20. 

Los resultados iniciales de las membranas construidas en el 

laborat.orio no fueron satisfact.orios. SI.Is perfiles indican un alto 

grado de inest.abilidad de las lect.uras, lo que es provocado Ccomo 

después se demost.ró) por la elevada cant.idad de enzima utilizada. 

Debido a que est.e primer sist.ema no presentó result.ados . 

satisfact.orios, se procedió a la coin1110vilizaci6n de las enzi-s 

,,_galact.osidasa y galact.osa oxidas& C1 mg de c/u). En este sistema se 

pretendia aprovechar la acción de la galact.osa oxidas& sobre galact.osa, 

una vez que la (1-galact.osidasa hidroliza lactosa rindiendo glucosa y 

galact.osa. Los resultados obtenidos con este nuevo sistema se muestran 

en la figura 22. Los perfiles son toclavia irregulares y aunque no son 

representativos de la concentración inyectada, demost.raron que el 

sistema con (1-galactosidasa poclr1a ser funcional. La irregularidad en 

los perfiles fu6 la consecuencia de que a~n con 1 mg de cada enzima, 

esta se encontraba en exceso, const.i luyendo membranas enzimit.icas no 

homog6neas e incluso con enzima que no es posible solubilizar. En este 

siste111& se in)f9Ctaron concentraciones conocidas de galactosa Cver 

figura 23) y debido a la enzima empleada, la respuesta fu6 mucho -Jor 

56 



200 200 

-...J 
~ 1!50 r 

100 ...... 
e 
:::J -u 
~ 

234 5 6 7 891011 
Tiempo (minutos) 

Figura 19. Perfil de respuesta t.ipico de la -lllbrana 
enzillliUca com&rcial CYSI>, 100, 150 y 200 11gl'dL. 

200 

-...J 
~ 
OI 
E -e 100 .... 
:::J ,._ 
o 
Q) 

...J 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Tiempo (minutos) 

Figia-a 20. Perfil de respuesta obtenida con el arreglo 
acetato de celulosa-celot•n y 1 111g de •at<U:to•a oxidase 
in11:>vilizada en for- liofilizada, 25, 50, 100 y 2Q0 
111gl'dL. 

57 



1 
1 
1 
1 

!~ 
1 
J 

B 

111111111 tu 1 o ru,rn11111n mm11on1011Drrr111111ja1111J11110111mo Hirifül IDhlhml llfil 1(111114 ~ 

·\ \1 \ ~g 1 ~\~ ~ f I 1 í 1 !r;:::-· \ c;¡,\'íf 1._. .-. 1 

Figura 21. Estrategias seguidas en la construcción de 
-llbranas •nzimt1cas para deterllinación de lactosa. 

58 



200 --..J 
"C ...... 
o 
E 

e 100 
:11 

~ 

2 34 56 78 9 
Tiempo (minutos) 

Figura 22. Perfil de respuesta observado con el arreglo 
acetato de celulosa-celof•n y ~-6alactosidasa-6alactosa 
oxidasa en concentraci6nes de 1 11119,.dL de cada una e 
inmovilizadas en far .. liofilizada. 200 y 500 -iJ"'dL de 
lactosa. 

200 

200 

2 10 

Figura 23. Perfil de respuesta observado con el arreglo 
acetato de celulosa-celot•n y ~-6alactosidasa-6alactosa 
oxidasa •n conc•ntraci6n•s de 1 llll"'dL de cada una e 
inmovilizadas en for .. liofilizada • !50.100 y 200 11g,.dL 
de galactosa. · 

59 



que al iny.etar lactosa. En este molll9nto del trabajo y aón cuando no 

constituia parte de los objetives, se hab1a logrado fabricar .-mbranas 

enzimlttc:as para la detección especifica de galactosa. Est.e fenómeno 

resulta natural debido a que. la enzima usada para intentar la 

determinación d• lactosa Cgalactosa oxidasa), es mucho mls espEc1fica 

para galactosa que para lactosa. 

Para evitar que las -mbranas enzimlticas presentaran •l 

problema de heterogeneidad provocada por •l exceso de enzima, s• redujo 

la cantidad hasta O. e mg. Ademls, en las pruebas iniciales en este 

sistema, se utilizó la segunda opción Cver figura 21> que consistió en 

la co-inmovilización de /1-galac:tosidasa y glucosa oxidas&. Desde las 

primeras pruebas con membranas de un espesor de 18.e µm, los perfiles 

mostraron una alta reproducibilidad Cfiguras 24 a y b). Estos perfiles 

indicaron que el sistema ¡J-galactosidasa-glucosa o>Cidasa podr1a ser 

mls adecuado para la detección de lactosa. Al igual que en los casos 

anteriores, los perfiles toclavia mostraron discontinuidad, aunque en 

menor grado. Las deformaciones naturales ocurridas en las membranas 

externas al ser colocadas en medios acuosos y la cantidad Ctodavia 

elevada, de enzima usada) no permit1an un perfil de respuesta bien 

definido, ocasionado principalmente por problemas de transporte. Para 

resolver estos problemas se cambio la forma de inmovilización y se 

disminuyó considerablemente la cantidad de las enzimas, de acuerdo al 

esquema mostrado en la figura 25. En este caso se preparó una solución 

que contenia la mezcla de las enzimas dilui.das en 100 µL de un 

amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH e.Q. Esto implicó un cambio 

importante en la inmovilización, que consitió en depositar la mezcla de 

enzi111as en solución, en vez de hacerlo en forma liofilizada. Ademll.s, 

con esta mezcla se manten!& una relación de unidades entre la glucosa 

oxidas& y la tJ-galactosidasa de 1:4.!S, respect.iva-nte. De -ta inezcla 

de enzimas se tomaron alicuotas de 2,4,e y 10 µL lo cual representaba 

40 veces menos unidades Cde cada una de las enzimas) respecto a las 

usadas previamente para construir las membranas enzimiticas Cver tabla 
'5). 

Los resultados de las pruebas indicaron un niv.l adecuado de 

det.ecc:16n de lactosa con el arreglo de -mbranas celof•n-ac:et.ato de 

celulosa. Con -t.• par de membranas •• lograron obtener los perfiles 
qu• •• M"9et.ran el\ la t'J.9ura ae, loe cual•• resultaron auc:ho -jor 
definido• y con 111ucho -yor exactitud C:t !5'0 en la lectura de las 
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Figura 25. Segunda estrategia de in1110vilizaci6n •11Pl•ada 
en la const.rucci6n de -lllbranas enziuticas. 
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Tabla e. Unidades de enzi- y vol~nes equivalentes e111ple•dos 
pmra l• constrw:ción de -•r•nas enzilliticas par• deteratnar 
lactos•. 

Volumen UN I DADES Peso de c•da 
e µl. ) -------------------------------- enziina 

fl-•alactosida9a Glucosa oxi:im.a Cµ;> 

2 D.5 1., 10 

' u.o 2.D 20 

D SD.9 '935 30 

10 32.9 7.2 90 
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soluciones de lactosa inyectadas. 

Una comparación de los perfiles de respuesta de las .. mbranas 

comerciales y las desarrolladas en este t.rabajo se muest.ra en la figura 

Z7. Los perfiles son dist.int.os, aunque hay que considerar que se t.rat.a 

de dos sist.emas enzilllit.icos diferent.es. En el comercial se usa la 

enzima galactosa oxidasa y en la membrana construida en el laboratorio 

se emplearon la (1-galactosidasa y la glucosa oxidasa. En estas 

membranas continOa presentindose el problema de la inmogeneidad, 

provocada muy probablemente por variaciones importantes en el espesor 

de las membranas enzi•t.icas. Una prueba indirecta de est.e fenómeno lo 

constit.uye el hecho de que al evaluarse con cada una de las alicuot.as 

usadas para la construcción de las membranas Cver figura 28), se 

generen diferentes perfiles para una sola concentración de lactosa. 

En la figura 28 se presentan los perfiles para 2, '· e y 10 µL 

de alicuotas t.omadas para la preparación de las membranas y que 

corresponden a las unidades de enzima mostradas en la tabla e. Se 

observaron variaciones en función de la alicuota usada. Este fenómeno 

no se esperaba debido a que previamente se .stableció que el proceso de 

lectura del sensor enzim.lt.ico esti controlado por ditusi6n 0 por lo 

tanto, la cantidad de enzima no deberla alterar la respuesta. Los 

resultados se pueden explicar en función de pliegues o defor-ciones 

que se dan en la membrana enzimit.ica, principalmente en el celof6n al 

momento de hidratarse. Este sistema tiene problemas de transporte en el 

electrodo enzimi.tico por no contar con un espesor unifor- en la 

membrana enzim6.tica. 

!S. 3 ESTABIUDAD OPERACIONAL 

Aón con las liJllitaciones de la falta de homogeneidad en el 

espesor de las membranas, la determinación de su estabilidad 

operacional se realizó con una -mbrana construida con e µL de la 

solución conteniendo la a.zcla de enzimas. Para ello, se llevaron a 

cabo mediciones sucesivas durante una semana. En estas condiciones y 

como se observa en la figura 2Q las membranas enzillliticas presentaron 

una estabilidad operacional de al menos 8 dlas, con rangos lineales de 

detección de 0-400 ing/dL y t.iempos de r-puesta de un lllinut.o. Hast.a 

••t.• mo-nt.o, todas las determinaciones se hablan realizado sin 
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recalibraci6n del analizador. As1 se hicieron cerca de 30 

determinaciones sucesivas con una calibración inicial del dispositivo. 

Este hecho, - importante resalt.arlo puesto que con las -lllbranas 
comerciales es necesario recalibrar el analizador al -nos cada dos 

determinaciones. Esto significa que el rango lineal alcanzado en las 

primeras pruebas C'OO mg/dl.) podria ser pot.encialmente incrementado si 
se realizaban calibraciones mAs frecuentes Cver figura 30). 

Los resultados de las pruebas con las 1119mbranas enzim6.ticas 
const.ruidas con e µL de la solución conteniendo la mezcla de enzimas y 

llevando a cabo calibraciones cada cinco mediciones se muestran en la 

figura 33. Fu6 posible incrementar el rango lineal de la detección de 

la.et.osa por arriba de QOO mg/dL. En la figura 31 se observa la 

evaluación de la estabilidad operacional en función de la 

concentración iny.etada y el margen de error. Es importante destacar 
que cuando se emplea un sensor cuya sensibilidad no es posible ajustar 

el ectróni ca1Mnte, la deter 1111 nación de la estabi 11 dad operacional es 

función Oni ca y excl usi vament.e de la vi da .-di a de las enzimas 

inmovilizadas. Sin embargo, cuando se utiliza el analizador, la 

estabilidad operacional de las membranas Caún cuando t.ambi•n es función 

de la vida media de las enzimas), es calibrada al 100~ de sensibilidad 

con una concent.ración pat.r6n C200 mg/dl.). Por est.a razón, a(m cuando la 

vida media de las enzimas disminuyera, la membrana es ajust.ada como si 

no hubiese p6rdida de actividad y por lo t.ant.o la estabilidad 

operacional tiene que ser evaluada en función del número de anilisis. 

Con esta condición, en la figura 31 se puede observar que las 
membranas pueden ser empleadas para 200 determinaciones sin p6rdida de 

sensibilidad. Nis de 250 det.erlllinaciones, provocan que la sensibilidad 

descienda hasta niveles no recomendables y que significan un error de 

20:!e~. 

!S.' MEJORAMIENTO EN LA METODOLOGU. DE CONSTRUCCION DE MEMBRANAS. 

Aún cuando ya se contaba con membranas reproducibles y 

adecuadas para la detección de lactosa; prevalec1a el problema de la 

alta hidratación del celofin que no permitia la construcción de 

membranas enzilllit.icas homog•neas. Este hecho ocasionaba que la 
eficiencia en la construcción de membranas enzim6.t.icas fuese muy baja. 
En pro-.dio, aolo la lllit.ad d• la• construidas resultaban utilizables. 
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Medh.nte un dispositivo Cdescrito en la sección de materiales y 

dtodos) se llevó a cabo lo que se denolllinó "estiralllient.o en hóa.do" de 

las membranas de celofAn. Con este proceso fu• posible percat.arse que 

•l .lrea de la membrana de eelof.ln au-nta cerca de un 21" despuH de 

hidratarse. Este fenómeno ocasionaba que en las membranas enzim.lt.icas 

se produjera un 1ncrelll9nt.o en su .lrea equivalent.e a 1200 µm 

aprox.tmadament.e. 

Este fenómeno creaba bordes o pliegues que evidentement.e 

generaban problemas para transferencia de masa y de reproducibilidad. 

Sin embargo. con el disposit.ivo para "estirar en h<imedo". el celof.ln 

primerament.e se hidrat.a y se estira. post.eriorment.e se pegan en el los 

anillos de hule. De est.a forma, la membrana una vez seca mant.en1a su 

forma y al hidrat.arse ya no se formaban los bordes. Con est.e 

procedimiento tu• posible lograr membranas enzim.lt.ieas para la 

det.erminación de lact.osa homog•neas y con una eficiencia cercana al 

100~. 

Una vez construidas las membranas en forma homog•nea se 

procedió a realizar pruebas para evaluar la influencia del espesor de 

la capa enzim.lt.ica. Para ello se prepararon membranas con 2, 4 y e µL 

de la solución con la mezcla d• enzimas. El perfil de respuest.a t.1pico 

de est.as membranas se muestra en la figura 32. L.os perfiles que se 

generan para una lllisma concent.ración de lactosa inyectada con las 

diferentes cant.idades de la .. zcla de enzimas, son diferentes. lo cual 

a primera vist.a pudiera sugerir alguna influencia de la capa 

enzilll.lt.ica. Sin embargo, las lect.uras finales en el estado de r~i-n 

permanente son muy reproducibles de acuerdo a la concent.ración 

inyec:t.ada, aOn cuando se trate de concent.raciones de enzima diferent.es. 

Esto elimina el efecto que pudiese t.ener la cantidad de enzima en el 

espesor final de la capa enzilllit.ica y por lo t.anto. en la respuesta d•l 

sensor. De est.a manera, ni la concentración de enzimas usada, ni el 

espesor de la capa enzilllAt.ica Cque se puede considerar despreciable 

comparado con el espesor de las membranas:>, t.ienen efecto sobre la 

respuesta del elect.rodo enzim.lt.ico. El principal determinante es sin 

duda el control difusional que proporciona el sistema de membranas 

empleado. 
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Las membranas tueron evaluadas en t6rlninos de su est.abilidad 
operacional Cver tigura 33) observ6ndose que el nómero de an6lisis pudo 

ser aumentado de 200, hast.a por arriba de eoo por membrana, sin .,.rdida 

apreciable de la sensibilidad y con un margen de error en las lect.uras 

interior al 5"". 

Con los resultados descritos hasta el mo .. nt.o s• cumplia con 

parte de los objet..ivcs planteados en 6ste trabajo. S. •st.ableció una 

11111todologia de inmovilización, por at.rapamiento, de las enzimas 

IJ-galactosidasa y glucosa oxidasa para la const.rucción de 11111mbranas 

enzimiticas que perllliten la d•t.erminación de lactosa. Estas 11111mbranas 

presentan rangos lineales de 0-400 mg/dL. recalibrando cada cinco 

deterlninaciones. El nOniero de an6lisis que pueden etectuarse con estas 

membranas es cercano a eoo lo que garantiza una est.abilidad de al menos 

1 semana realizando en promedio 85 anllisis por dia sin .,.rdida 

apreciable de su sensibilidad. 

9.5 EVALUACION COMPARATIVA 

Ademis de la caracterización del electrodo enzim6t.ico en cuanto 
a estabilidad operacional y de acuerdo a los objetivos del trabajo, se 

.,; realizó un anUisis comparativo entre el m6t.odo del DNS usado para 

determinar lactosa y el Jll6todo del electrodo enzimit.ico. Ello con el 

tin de est.ablecer las probables ventajas o desventajas del uso de •ste 

m6todo. Las pruebas fueron realizadas con muestras complejas. S. 

evaluaron tres diferentes presentaciones colll9rciales de leche y cuatro 

muestras de saborizantes preparados con suero de leche deslactosado 

proporcionadas por la empresa Givaudan, S.A. 

11 

~ 

El convencional para. deter 1111 nación de lactosa 

seleccionado colllO patrón de comparación, fu6 el •t.odo de azi:kcares 

reductores conocido como ONS Cicido dinitrosalisilico) y descrito en la 

selección de materiales y Jll6todos. Los result.ados de est.a evaluación se 

presentan en la tabla e. En general, tant.o las muestras de leche como 

los saborizantes presentaron valores muy por arriba de los valores 

esperados de lactosa. Las muestras de leche, presentaron valores .alt.os 
auy probablemente debido a que este Jll6t.odo cuant.itica el contenido de 
••~o..,._ reduot.oree t.ot.&1- y por ello, 1- valor- cue.nt.itcados de 
lactosa son mayores del rango reportado para estas leches que es del 
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Figura 33. Estabilidad operacional evaluada para la 
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Tabla e. Anilisis COJllParatiYO del método del analizador •nzillltico 
vs método de az(Jcares reductores CDNS>. 

MUESTRA DNS ANALIZADOR ENZIMATICO 
gJL g/L 

Leche 
"Alpura" 53.8 40 

Leche 
"Alpura 2000" 57.2 43 

Leche 
"Mi leche" 68.5 45.6 

Sabor "Mango" 
preparado con 
suero liquido 25 5.8 

Sabor "Mango" 
preparado con 
suero polvo 28.7 6.6 

Sabor "Manzana" 
preparado con 
suero liquido 26.8 4.1 

Sabor "Manzana" 
preparado con 
suero polvo 29.4 7.4 

. . • llu••troa proporci.onadas por 61 vaudan, s. A. 
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4-eY.. El lllltt.odo del analizador enzimlt.ico muest.ra mayor congruencia con 

los result.ados esperados y menor tiempo de anAlisis y sus valores se 

encuent.ran en el rango de concent.racion de lact.osa report.ado para las 

muest.ras de leche probadas. En la evaluación con las muest.ras de 

saborizant.es, el problema que present.o el mtt.odo convencional CDNS> fu6 

lllAs agudo. De acuerdo a la empresa Gi vaudan, est.as muest.ras fueron 

preparadas con sueros de leche deslact.osada. Sin embargo, cuando son 

det.erminadas con el 11116t.odo del DNS, los result.ados indican cont.enidos 

de lact.osa de ent.re un 2. 5 a un 8 "· Finalment.e se encont.ro que los 

dat.os est.ab&n siendo alt.erados por el color de las 111uest.ras. El color 

que presenraban las muest.ras era muy similar al del react.ivo usado en 

la det.erminación de. lactosa CDNS> y por lo t.anto los resultados del 

m6todo para est.e tipo de 111uest.ras no fueron confiables. 

Cuando se uso el analizador enzimlt.ico en la det.erminación de las 

111uest.ras de leche, se obtuvieron resultados de entre un o.e a un 0.8 Y. 

de lactosa. Ello significa que se trat.a de muestras de suero 

pract.icamente deslactosadas. El analizador enzilllitico demostro que el 

color de las muestras no afect.a la determinación, adeús de mostrar 

menor t.iempo de anilisis y mayor especificidad. 

D. DETERMINACION DE SACAROSA 

D. S SELECCION DE SOPORTES 

En la determinación de sacarosa, el principio de medición se 

basa en la acción de t.res enzimas cat.alizando su conversion a HzOa de 

acuerdo a la siguiente secuencia: 

Sacarosa ----------..-,> \.nvert.oeo 
a-O-glucosa 

a-O-glucosa [J-D-glucosa 

[J-D-gl ucosa ---------.> HzOa + A. gl ucónico 

Al igual que en el caso de las membranas para lact.osa, el prilll9r 

objet.ivo fu• la selección de los soport.es para inmovilización de las 

enzimas. Tomando en consideración que un buen arreglo de membranas para 

lact.osa, fu• el celofAn Ccomo membrana ext.erna) y acetat.o de celulosa 

Ccomo 111embrana ext.erna), se realizaron las pruebas inicial- usando 
e•~• combinación. Los result.ados ae aprecian en la figura 34. En est.a 

figura el valor final de lec:t.ura corresponde a 10 det.erminaciones por 
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cada concentración evaluada. Cuando se det.erlllinaban concentraciones por 

debajo de 100 mg/dL de sacarosa, el error de las Jlllldiciones fu• del 2 

al 7 "· Sin embargo, cuando se inyectaron concentraciones por arriba de 
100 mg/dL, el error de la determinación aumentaba por arriba del 35 Yo. 

Pruebas posteriores 1110st.raron resultados similares. Entre los 

par•metros que podian ser los responsables de ellos, se tenia por un 

lado el que el control difusional no fuese el adecuado. La influencia 

del amortiguador se descarto puesto que el electrodo enzi""tico 

cuantificaba concentraciones bajas de sacarosa. Considerando que el 

arreglo de membranas es responsable del control difusional, se probaron 

otros arreglos para la determinación de sacarosa. En consecuencia, se 

probaron los arreglos acetato-acetato y celof6n-celof6n. En las pruebas 

con el arreglo de -mbranas acetato-acetato, no se aprecio ninguna 

respuesta del sistema enzi!Mtico a la presencia de sacarosa. Esto 

puede explicarse debido a que est.as membranas, de acuerdo a la 

literatura CTaylor et al, 1Q77:>, presentan un di.imet.ro de poro muy 

pequefto, en el orden de 1 a 3 Amstrongs. Por esta razón, se penso que 

tanto el sustrato como el producto no podian difundir hasta la zona de 

reacción y detección consecuentelll9nteno se observaba ninguna respuesta. 

Al realizar las pruebas con el arreglo de membranas celof.in-celof•n los 

perfiles de respuesta se definieron como se esperaba. En'las figuras 3!I 

y 3e se observan los perfiles de generación de HaOa en el electrodo 

enzi""tico cuando se inyectaron concentraciones de 100, 200, 300 y eoo 
mg/dL de sacarosa. La sensibilidad evaluada est.adisticament.e presentaba 

un margen de error en las determinaciones de entre 1 y 3 " (cada 

determinación tu• realizada al menos 5 veces:>. Este error bien pudiera 

ser el propio experimental en el se incurre al pesar la sacarosa, al 

hacer las diluciones de la misma o en la inyección de las muestras al 

analizador. Estos resultados demostraron, la importancia del sistema de 

resistencia ditusional usado en la construcción de membranas 

enzim6ticas. 

e. 2 INMOVILIZACION Y ESTABILIDAD OPERACIONAL 

En el an6lisis de estabilidad operacional se observo que los 

resultados en cuanto a sensibilidad y rango lineal de detección son 

adecuados. Sin embargo, el nr:rmero de an6lisis que se podian efectuar 

con una membrana t~ relativamente bajo C180 
la• .. lllbranae co111ercia1 .. que alcanzan haet.a 
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~). Las causas proba.bles de este fenómeno podian ser que alguna de las 

enzimas estuviese perdiendo actividad o bien que el tamafto de poro del 

eelofin fuera lo suficientemente grande para permitir que alguna de las 

enzimas se di fundiera al ext.er i or en vista de que se encuentran 

inmovilizadas por simple atrapamiento fisico. Una Inmovilización por 

enlace covalente podria ayudar a resolver este problema. 

En la iNDOvili:zaeión por enlace eovalente se empleó como agente 

bifuncional al glutaraldehido, de acuerdo con la estrategia mostrada en 

la figura 38. Las membranas enzi~ticas construidas con este proceso se 

montaron en el sensor de HaOa y se probaron muestras de sacarosa en un 

rango de o-eoo mg/dl... En la figura 3Q se muestran los perfiles para 

varias concentraciones de sacarosa. Estos perfiles se encuentran mejor 

definidos en comparación a los perfiles obtenidos para estas mismas 

concentraciones de sacarosa. Estos resultados confirman la importancia 

.del espesor de las membranas Csistema de limitación difusional), que se 

emplean en la construcción de membranas enzimiticas para la 

determinación de sacarosa. Por otra parte, se observó que el 1116todo de 

inmovilización por enlace qu1mico permite incrementar la estabilidad 

operacional. l..os datos de la figura 'º evidenciaron que la estabilidad 

de las membranas se mantiene sin cambio durante un promedio de !500 

anilisis, los cuales son suficientes para que la membrana, si es 

empleada par a 50 anil i sis por di a pueda durar al menos 1 O di as. Las 

membranas comerciales establecen que las membranas para sacarosa tienen 

una vida media de 10 dias, sin estipular el ni:unero de an•Usis que 

puedan efectuar. 

O. 3 EVALU.ACION COMPARATIVA 

Para la evaluación comparativa del 1116todo del analizador 

enzi~tico en la determinación de sacarosa, el analizador fu6 

trasladado a una fabrica de alcohol. El analizador ru• evaluado 

siguiendo el transcurso de una fermentación alcoholica de 3 t.inas de 

fermentación. El Jlll6todo convencional contra el cual fu6 co111parado 

consistio en el tradicional-nte usado por la fabrica, este es el 

J1116todo de la solución de Soxhlet modificado por Fehling. En la figura 

'1 se presen~a la cin6tica de consumo de azocares seguida con el mtodo 

corwenc:ional y c:on el analizador Ccomo sacarosa). En la figura '2 se 

puede observar que entre el -tódo de F•hling y el analizador no 
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exist.en diferencias considerablH. Desde luego el analizador t.iene 

vent.ajas en cuant.o al t.iempo y simplicidad de la det.erminaci6n. El 

m6t.odo de Fehling no podria discriminar ent.re azOcarH reduct.orH no 

ferment.ables. El hecho de que en las t.inas de ferment.aci6n analizadas. 

los valores de azOcarH cuant.ificados por el m6t.odo de Fehling y 

mecliant.e el analizador fueran muy parecidos, sugiere que los azOca~es 

ferment.ables de ese lot.e fueron muy similares a los reduct.or- t.ot.ales. 

Sin embargo, se sabe que est.a sit.uación puede variar import.ant.ement.e 

función del t.iempo de zafra y del t.iempo de almacenamient.o de la 

melaza. 

Es import.ant.e seftalar que, por las caract.er1st.icas del sist.ema 

enzim.lt.ico, est.e present.a la desvent.aja de que no solo det.ermina 

sacarosa. sino que t.ambi6n cuant.ifica como sust.ancias int.erferent.es la 

glucosa y fruct.osa que pueden est.ar present.es en el medio. 
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7. CONCLUSIONES 

En este trabajo se ha desarrollado una metodologia para la 

selección del material a usar en la construcción de membranas 

enzim.iticas. Adem.6.s en este trabajo se establecieron las metodologias 

de inmovilización de las enzimas 1"-6alactosidasa-6h.1cosa oxida.sa y 

mutarota.a. inuerta.a y 6lucosa oxidasa para la determinación 

-pec:ifica de lactosa y sacarosa respectivamente. 

Durante la selección de los soportes para la inmovilización las 

pruebas con ferricianuro de potasio Cfigura 1,), indicaron que existe 

una relación directa entre el espesor que presenta cada membrana y su 

capacidad para retardar la difusión de mol~ulas interferentes a tra~s 

de ella. Las membranas con mayor espesor, tubos de di•lisis benzoilados 

CTOBJ y Spectrapor CSPCJ, con espesor- de~ y 23 µm respectivamente, 

resultaron adecuados para retener el paso de esta mol6cula y no afectar 

en eo segundos la lectura del sensor. 

Las membranas m.6.s delgadas Ccelof•n y acetato de celulosa), con 

20 y 3 µm no fueron adecuadas para limitar el efecto del ferricianuro 

de potasio sobre la lectura del sensor. 

En la evaluación de los soportes usando ferrocianuro de potasio 

Cfigura 15), se observó que esta mol6cula es la que presenta el mayor 

ef'ecto de interferencia sobre las lecturas del electrodo sensor. Al 

igual que usando ferricianuro, las -mbranas SPC y TOB resultaron las 

~s adecuadas para disminuir su efecto sobre el sensor. Por otra parte, 

el celof•n y acetato de celulosa no fueron adecuados para disminuir el 

ef'ecto de esta mol~ula en las lecturas del sensor. 

Cuando se evaluaron individualmente los distintos materiales a 

usar como soporte, en relación a su comportamiento con •cido ascórbico 

y •cido Orico (figura 1'1), se observó que el Acido ascórbico tiene 

mayor efecto que el •cido Orico sobre las lecturas del sensor. Al igual 

que en las pruebas con ferricianuro y ferrocianuro las -mbranas SPC y 

TOB fueron las mejores para limitar la difusión y por tanto inhibir el 

efecto del •cido ascórbico y Acido órico sobre el sensor. 
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Aquellas -mbranas que most.raron las mejores caract.erist.icas 

para la disminución del efect.o de las dist.int.as mol6c:ulas que 

int.erfieren en la lect.ura del sensor, pod1an ser usadas como membrana 

int.erna 1111ent.ras que las que most.raron poca eficiencia para la 

disminución del efect.o de int.erferencia de las mol6c:ulas evaluadas 

deberian ser usadas coll'ICI membrana ext.erna. 

Al realizarse las pruebas con los dist.int.os arreglos de dos 

membranas, el que result.6 Ms eficaz para dislllinuir el efecto de 

interferencia de los compuest.os usados fu6 el arreglo celof•n Cmembrana 

externa), acet.at.o de celulosa Cmembrana interna). Est.e arreglo fu• el 

que se empleó en la construcción de las membranas enzimát.icas para la 

determinación de lactosa. 

En la const.rucción de enzimáticas para la 

determinación de sacarosa, el arreglo celof•n-celof•n presentó mejores 

resultados que el arreglo celof•n-acet.at.o de celulosa en el control de 

la respuesta en el electrodo enzim.itico. 

Se ha est.ablecido una met.odologia de inmovilización por 

atrapamient.o fisico de las enzimas (J-galact.osidasa y glucosa oxidas& 

para la construcción de -mbranas enziiút.icas que perlllit.en la 

determinación especifica de lactosa empleando un electrodo enzilllit.ico. 

Las membranas enzim.lt.icas para determinación de lactosa 

present.aron un rango lineal de 0-400 mg/dL realizando recalibraciones 

cada 30 det.erminaciones. 

Cuando se efect.uaron recalibraciones al menos cada cinco 

det.erminaciones, el rango lineal pudo ser aumentado por arriba de QOO 

mg/dL de lactosa. 

La est.abilidad operacional de las -mbranas enzimát.icas para 

determinación de lactosa - de al •nos eoo an•Usis, sin p6rd1da 

apreciable de la sensibilidad y con un margen de error inferior al ~. 
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Se estableció una metodologia de co-inmovilización por 

atrapamiento fisico de las enzimas: inv.rt.asa, mut.arot.asa y glucosa 

oxidas& para la construcción de membranas enzimit.icas especificas para 

la determinación de sacarosa. 

Empleando las membranas enzimA.ticas con enzimas inmovilizadas 

por at.rapamiento fisieo se obtienen rangos lineales de detección de 

o-eoo mg/dL. 

La evaluación de la estabilidad operacional indicó que con 

estas membranas pueden efectuarse cerca de 200 anilisis sin potrdida 

considerable de sensibilidad. 

S.. estableció una met.odologia de co-inmovilizac16n por enlace 

covalent.e empleando como agente qu1mico el glutaraldehido. 

Las membranas enzilllÁticas construidas con el proceso anterior 

1110Straron rangos lineales de 0-1000 mg/dL. 

La estabilidad operacional indicó que las membranas se 

mantienen sin cambios significativos en la sensibilidad durante un 

promedio de !500 anilisis. 

La evaluación comparativa del 1116todo del analizador enzimitico 
en el caso de sacarosa evidenció que ent.re el 1116t.odo del analizador y 

el -'todo de Fehling no existen diferencias considerables en la 
determinación. El analizador tiene "9nt.ajas respecto al tiempo y 

simplicidad de la determinación. 
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