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RESUMEN

En este trabajoc se presenta la construcceidn y caracterizaciédn
de membranas enzimiticas para la deteccidn de les disacaridos lactosa

y sacarcsa mediante un analizador enzimhtico.

El dispositive final esti basado en la detecciédn de perdxido de
hidr&geno CH'O!). producto de la acciédn de las enzimas f3-galactosidasa,
tnvertasa, mutarotasa y glucosa oxtdasa. La construceiédn de las
membranas enzimiticas se realizé empleando como soportes membranas de
acetato de celulosa y celofan. Se establecieron las metodologfas tanto
para la fabricacién como para la inmovilizacién de las enzimas,

Para la determinacidn de lactosa se empled una metodologia por
atrapamiento fisico de las enzimas fi-galactosidasa y glucosa oxidasa.
Estas membranas presentan un range lineal de 0-400 mg/dL realizando
recalibraciones cada 30 determinacicnes. Cuando se recalibran cada S
determinaciones se obtuvo un range lineal de 0-900 mg-.dL. La
estabilidad operacional de las membranas enzimaticas para lactosa fué
de 600 anadlisis. Por otra parte, para la determinacidn de sacarosa
empleands las enzimas itnvertasa, mularotasa y glucesa oxidasa con una
técnica de atrapamiento fisico, se obtuvieron rangos lineales de
deteccidén de 0-600 mg/dl, la estabilidad de estas membranas es de 200
analisis sin pérdida considerable de sensibilidad.: Usando  una
metodologia de co-inmovilizaciédn por enlace covalente empleando
glutaraldehido como agente quimico, se obtuvo un rango lineal de -
0-1000 mg-/dL y una estabilidad de S00 analisis,



CAPITULO 1
INTRODUCCION

Una de las necesidades mas importantes para la interpretacién
del comportamiento de los sistemas vivos o aguellos que emplean un
elemento bioldgico, es la deteccidn y cuantificacidén de sustancias
organicas especificas. De la precisidn y rapidez con que se lleve a
cabo la determinaciédn dependen desde la produccién éptima de un
antibidtico en un proceso fermentativo, hasta el diagﬁésuco adecuado
de cilerta qnftrudad en un organismc. En la actualidad, los
laboratoriocs, ya sea que se trate de investigacidn bisica, industrial o
clinica, requieren de mélodos confiables de cuantificacidén y deteccidn
de sustancias.

La investigacidén clinica, analftica y bioldgica ha estado
directamente involucrada en el desarrollo de métodos, técnicas e
instrumentos capaces de determinar la identidad y concentracién de
sustanclas quimicas que afectan o alteran el estado arménico de un
sistema. De los logros més importantes en esta busqueda ha sido la
reciente aparicién de los bicsensores, pequefos dispositivos portatiles
o desechables capaces de ser usados para detectar sustancias orginicas
tanto in vive come In vitro. Los biosensores o electrodos biolédgicos en
general, requieren de un elemento biolégico inmovilizade en la
superficie de un transductor iléct.ricc. Este instrumento convierte una
sefial quimica, producto de la accién del elemento biolédgico, en. una
seffal eléctrica que puede ser cuantificada digitalmente.

Un biosensor adquiere diferentes nombres de acuerdo a la
sustancia biolégica {nmovilizada en su superficie. Asi, se han definido
los electrodos microbliancs (células), inmunosensores Cantigenos o
anticuerpos), electrodes enzimiticos (enzimas ¢ en tejidos vegetales o
animales), etc. Los biosensores con mayor éxito como métodos analiticos
han sido los electrodos enzimdticos. Estos han despertado un gran
interés comercial debide a las miltiples ventajas que representa su
utilizacidén en comparacién con los métodos oEpticos y a su altoe
potencial de comercializacién. Estos dispositives han tenido un
desarrollo importante en gran parte graclas al desarrollo de las
‘técnicas de inmevilizacidén de enzimas.
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" En  este Lrabajﬁ se describe el diseNo, construceidédn y
caracterizacién de un sensor enzimatico para la cuantificacién de
lactesa y sacarosa de importancia en la industria lactea y azucarera,
respectivamente. El trabajo hace especial énfasis en la construccién de
las membranas enzimiticas que se requieren para la determinaciédn
espacifica de estos aztcares. El dispositivo final (con deos y tres
enzimas), esta basade en la detececidn de perédxido de hidrégeno (H‘o.).
producto de la accidn de las enzimas f3-galactosidasa y glucosa oxidasa,
en el caso de lactosa y de la accién de invertasa, mutarotasa y glucosa

oxidasa, en el caso de la sacarosa.

El trabajo fué dividido en wvarias etapas, la primera fué la
selecciédn del soporte para la inmovilizacién, La etapa siguiente
consistié en la seleccién del pegamento adecuado para las condiciones
en que debia usarse el soporte. La etapa posterior fué la adquisicidn
comercial del sensor de platino; durante esta etapa se realizaron
exparimantos para garantizar que el scoportie usade tuviera un espesor
adecuado para el control de la difusién tanto de los ‘productos de
interés como de las moléculas que pudieran interferir la lectura del

sensor.

Establecidas las condiciones de co-inmovilizacién de los
sistemas enzimaticos para lactosa y sacarcsa en sus respectivas
membranas Cusadas come soporte), se construyd el electrodoc enzimitico
colocando las membranas enziméticas en contacte con el transductor
ampsrométrico sensible a perdxido de hidrédgeno. La etapa final
consistid en la caracterizacién del electrodo enzimitico en cuanto a
ranges. lineales de deteccidn, estabilidad operacional, evaluacién
comparativa con los métodos tradicionales para mediciédn de lactosa y
Sacarosa y sU usc en pruebas de campc coh muestras problema que

contienen estos disacéridos.



CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 BIOSENSORES

La tecnologia bioldgica incorporada a la instrumentacidén
analitica, quimica y clinica se ha desarrollado importantemente en los
pasados veinte affos. Producte de este desarrollo lo constituyen los
denomi nados biocsensores o electrodos biolédgicos (Russell y Rawson,
1986).

En la literatura, para nombrar estos dispositivos se han usado,
entre otros términos, las palabras biosensores, electrodos biclégicos y
bioelectrodes. El1 términe original los define comec electrodos con
membranas biocataliticas o sensores biocelectroquimicos (Gronow, 1884),
"El disefio conceptual bisico de un biosensor es realmente simple: un
sistema biclégico acoplado a un transductor electrénico en el cual se
convierten las selales quimicas en seflales eléctricas. El componente
biolédgico es normalmente una enzima o un anticuerpo, asf como tejidos o
células. El componente electrénico puede medir voltaje
Cpotencidmetricod, corriente Camperométriced, luz, sonido, temperatura
o masa. En la .figura 1 se {lustira la configuraciédn basica de un sensor
biolégico. Estos sistemas han creado gran interés en el desarrollo de
dispositivos para la deteccidn cuantificaciédn y monitoreo de sustancias
biolédgicas (Lowe, 1984,1985, Watson et al, 1887-88). Actualmente, a
través de biosensores es posible la determinacidn de sustratoes,
productos, inhibidores catalitices y atn la actividad de las mismas
enzimas (Galindo, 1685; Mocre, 1887; Carr y Bower, 1980; Czaban, 188%5).

Se reconoce que los dispositivos que aplican este principio de
operacién y que ya estan disponibles comercialmente son baratoes y
confiables para el monitorec de metabolitos, gases o iones en las &reas
de diagnéstiico, cirugia, e incluso en el hogar. En  laboratorios
centrales son de gran utilidad para llevar a cabo un cuidado adecuado
de pacientes hospitalizados (Turner y Pickup, 1985, Watson, 1987/.88).
Las enzimas son los elementos bioldgicos que se han empleado en mayor
proporcién para el diseffio y construccién de biosensores, ya sea en
forma dinmovilizada o soluble. Le siguen en importancia los
microorganismos con una actividad metabédlica o enzimatica determinada,

anticuerpos, tejidos animales o vegetales, organel os o bien
5
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combinaciones de dos o mis de estos elementos bicldégices (Galinde,
1686; Garcia, 189885).

2.2 DISPOSITIVOS ELECTROQUIMICOS

Los elementos electroquimicos que pueden ser empleados en la
construccisdn de biocsenscres se clasifican en dos categorias; senscores

amperométricos y sensores potenciométricos.
2.2.1. SENSORES POTENCIOMETRICOS

Los electrodos de pH, CO2, NHe, Na‘ y K"’ son ejemplos de los
electrodos potenciométricos. La superficie selectiva se comporta como
una bateria generando una diferencia de potencial. Esta diferencia de
potencial es una funcidn logaritmica de la concentracidn del compuesto
analizado y se mide en relacién al potencial de un electrodo de
referencia inerte come lo es el de Calomel o el de plata-cloruro de
plata. En estos senscres, las determinaciones se realizan en el
equilibrio; este es, cuando no existe flujo de corriente. Esta
caracteristica se debe principalmente al hecho de que las membranas

sensibles que utilizan son muy poco conductoras de corriente.
2.2.2. SENSORES AMPEROMETRICOS

A nivel comercial se encuentran disponibles de cuatro tipos de
dispositivos amperométricos; los que detectan cationes, aniones, gases
k y los de platino que miden la generacién de corriente provocada por
sustancias electrcactivas, como el Hzoa. El ejemplc mis conocido lo
constituye el electrodo de Clark para detenciédn de poz. En estos
dispositivos se aplica un veltaje entre el electrode de trabajo y el
electrode de referencia. Con elle se provocan reacciones de
transferencia de electrones (Redox). Las reacciocnes de éxido-reduccidn
producen un flujo neto de corriente, cuya magnitud es proporcicnal a la
concentraciédn del material electroactivo presente en la solucidén

problema (Borman, 1887).

) Una de las mas recientes novedades ha side el usoe ‘de los
sensores amperométricos combinados con ferrocenocs. Estos compuestos
i



actuan como medidores en la transferencia de electrones de las enzimas
reducidas. El disefio permite la generaciédn electroquimica de iones
ferroclanuro (FeCND que actuan como oxidantes para las enzimas
inmovilizadas. El ién ferrocianuro que ha sido reducido puede volver a
un estado oxidado con la ayuda de la polaridad del electrodo,
permitiendo asi 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 fabricaciédn de senscres bioldgicos se
encuentran los oépticos y los termométricos. En el primer caso, la
interaccién entre el biocatalizador y el sustrato o producto
desconocido produce cambios en las propiedades dpticas del sistema.
Dependiendc del dispositivo usado y de la reaccidédn producida, el cambio
de las propiedades épticas puede ser medido por absorbancia, refraccién

o luminiscencia.

Recientemente se han reportado los sensores opticos que usan '
anticuerpos inmovilizados con su respective antigeno. Los cambios
épticos producidos por esta interaccién son medidos por la absorbancia

de luz en el sistema.

Alguncs {nmuncensayos que emplean fluorescencia pueden ser
convertidos en biosensores continuos, colocando los bioreactivos en un
compartimiente miniaturizado que consiste en una fibra de dialisis
hueca (Sutherland et al, 1884D.

Los sensores épticos presentan algunas ventajas.  No son
.susceptibles a interferencias eléctricas y no requieren el usc de
electrodos de referencia. Sin embargo, su principal desventaja es que,
dependiendo del diseffo, pueden ser susceptibles a interferencias por la
luz ambiental.

Los sensores térmicos se basan en la teoria que afirma que
todas las reacciones quimicas pueden ser registradas indirectamente
midiendo el caler generado por éstas. Estos biosensores utilizan un

. termistor y pueden aplicarse eficientemente con enzimas, células o

Ltejidos (Gronow, 1084). g



Otra importante drea en la cual se ha puesto gran' :I.ntorbs; es
la explotacién de la tecnologia de los. semiconductores. Los
semiconductores que se han empleado son los transistores de efectos de
campo (FET) y su principal atractivo es su potencialidad para ser
miniaturizados e integrados a microcircuitos electrénicos (Caras, et
al, 1980; VWatson et al, 1887/88; Janata, 168%5; Eddowes, 1887.88;
Sibbald, 18868; Janata y Moss, 16878; Caras y Janata, 1880; CGronow, 1984,
Higgins et al, 1885; Shultz y Meyerhoff, 1887; Van Brunt, 1887, Van Der
Shoot, 1977/88; Aston y Turner, 1984; Corcoran y Rechnitz, 188%5).



2.3 ELECTRODOS ENZIMATICOS
2. 3.1 GENERALIDADES

La idea que revoluciond el Area de andlisis fué la de acoplar
un electrodo comdn con una enzima inmovilizada. Esta idea fué descrita
en 1082 por Clark y Lyons y hasta cinco aNos después, en 1087, Updike y
Hicks se encargan de introducir el términc “electrodo enzimitico",

desarrollando un sensor para deteccién de glucosa.

Los electrodos enzimiticos constituyen el mq_jor ejemplo de los
electrodos bioldgicos. Estos sons.orcs aprovechan las caracteristicas de
las enzimas, permitiendo el disefio de dispositivos con gran actividad
catalitica y altamente especificos para el andlisis de un sustrato en

particular.

En la construcecién de electrodos enzimiticos se emplean
transductores tanto ampercmétricos como potenciométricos. Se han
desarrollado electrodos para la detecciédn de un gran numero de analitoes
CBuilbault, 1082).

2.3.2 VENTAJAS DEL USO DE ELECTRODOS ENZIMATICOS

El emplec de un electrodc enzimstico y en general de un
electrodo bioldégico representa miltiples ventajas en relacién a los
métodos convencionales de anidlisis de sustancias. Entre ellas se

pueden mencionar las siguientes:

a) Simplicidad de operacién. Puesto que la preparacién de las
muestras y su manipulacién se reducen al minimo.

b) Altamente especificos. Esto se debe principalmente al uso de
enzimas que Unicamente reconocen un sustrato,

¢) Uso minimo de reactivos. Solo son requeridos para la
calibracién y el mantenimiento de las condiciones éptimas del sistema,

dd Medicién répida. Por tratarse de una medicién directa basada en
una seffal eléctrica.

@) Nedicién independiente del color.

") La enzima o cualquier parte biolégica inmovilizada en la
superficie de un soporte puede ser usada repetidas veces. '

10 -



g2 Medicién en linea. Estoc es que se pueden realizar
determinaciones continuas cuando se requiere el registro continuo ¢ la
automatizacién de ciertos procesos.

Todas estas ventajas pueden ser atribuidas a los electrodos
enzimaticos., principalmente porque combinan la sensibilidad y
selectividad de un método enzimatice, con la alta velocidad de
respuesta de los transductores eléctricos. Todo esto en conjunto trae
como consecuencia una reduccién de los costos por muestra analizada
CGalindo, 16688, Garci{a, 1088%).

2.3.3 REQUISITOS PARA CONSTRUIR UN ELECTRODO ENZIMATICO

Para construir un electrodo enzimitico es necesarioc tomar en

cuenta cuatro aspectos importantes:

ad) Seleccién del soporte

b> Fuente enzimitica

¢ Inmovilizacidn de la enzima

dd) Montaje de la enzima en el transductor apropiado.

De los puntos antericres se ha considerado como de mayor
impertancia el que se refiere a la inmovilizacién de la enzima. Esta
consideracién se basa en que, de la estabilidad de 1la enzima
inmovilizada depende en gran parte su reutilizacién. La enzima elegida
preferentemente debe tener suficiente actividad catalitica y un alto
grado de pureza para no permitir la interferencia de sustancias
extraas a la que se requiere analizar CGuilbault, 1878, Bautista,
1083, Garc{a, 1088,

De forma general, las enzimas catalizan una reaccién que sigue-

una secuencia como la siguiente:

A + B enzima > c + D

El electrodo enzimatico requiere de un sensor que responda a
cualquiera de los reactantes A o B o bien a los productes C o D. Los
senscores electroquimicos que se requieren para la construcciédn de
electrodos enzimiticos algunas veces son el udnico factor limitante por
su capacidad para amplificar la reaccién. Otros aspectos que se

11



incluyen en la construccién de electrodos enzimiticos son: el tipo y
caracteristicas de los conmponentes electrénicos y el diseffo mechnico
_ para que estos resulten faciles de mantener y de operar.

Existen algunas formas basicas de construccién de los
electrodos enziméticos, las cuales se esquematizan en la figura 2. St
se dispone de membranas planas, el electrodo sensor debe tener
preferentemente la punta plana, ‘ademas de requerir de dispositivos
mecdnicos para fijarlos. En el caso de no ser plano, la membrana debe
ser lo suficientemente flexible para ser adaptada con anillos de hule
C"O" ringsd.

2. 3.4 TECNICAS DE INMOVILIZACION

Un método o procedimientc de inmovilizacién es aquel por medio
del cual se limita a lac enzimas en una regidn de un espacio
determinade. Las diferentes formas en las cuales se puede inmovilizar,
tanto a enzimagc como anticuerpos, ineluyen métodos fisicos y quimicos.
Un resumen esquembtico se presenta en la Figura 3. El método a usar
depende de las caracteristicas del soporte y de lo que se requiere
inmovilizar en &}, Para células y organelos se recomienda el
atrapamiento fisico en matrices poliméricas. En cambio, las enzimas y
anticuerpos se enlazan ¢ entrecruzan covnlohtemento con reactivos
bifuncionales o multifuncionales (Susuki y Karube, 1870, Guilbault,
1976, 1982, Hartemeier, 1G85, Tramper, 1985, Jerker y Rolf, 1078,
Zaborsky, 1Q77).

La inmovilizacién de enzimas se puede realizar por diversos
métodos. Entre ellos destacan la copolimerizacién, el atrapamiento
entre membranas © en geles y el enlace covalente a un soporte o matriz
sélida. La difusividad de sustratos y productos, asi come las
diimnslones de la membrana son de primordial importancia puesto que
influyen en las caracteristicas de respuesta del electrodo.

El atrapamiento entre dos membranas sin el usc de reactivos
bifunciocnales o multifuncionales, algunas veces es adecuado y es
funcién de que tales membranas no dejen escapar a la enzima, Es
necesario que el método de inmovilizacién de las enzimas no altere
negativamente el funcionamiento de estas, ya que siempre existe la
posibilidad de que wse produzcan cambiocs que conduzcan & un

12
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comportamiento diferente al observado cuando se encuentran en forma
soluble,

Los métodos de enlace covalente y copolimerizacién de enzimas
en soportes solidos, algunas veces implican que el soporte mismo sea un
componente del detector electroquimico. Este es el caso de la membrana
de teflén de los electrodos de oxigeno © el bulbo de vidrio de los
electredos de pH. Los métodos de inmovilizacién fisicos en geles,
filtros o membranas son menos costosos y mis simples que los de enlace
covalente. En este ultimo caso, es esperable que la enzima pueda
sufrir perdida de actividad en mucho mayor proporcién que en el caso de
los métodos de atrapamiento.

2.3.5. SELECCION DE SOPORTES

Una de las consideraciones bisicas para la inmovilizacién de
una enzima es la seleccién del soporte adecuado. En este proceso se

deben tomar en cuenta los siguientes factores:

a) Propiedades mecanicas como son su rigidez y durabilidad para
soportar agitacién mecénica y compresiédn en caso de que el sistema lo
requiera.

b) Forma fisica o su presentacién; pudiendo ser granulos, esferas,
tubos, mallas, membranas, etc.

c) Resistencia al ataque quimico y microbiano.

d> Alta hidrofilicidad.

@) La permeabilidad o capacidad del soporte para permitir 1la
difusién de sustratos y productos a través del mismo.

f) Precio y disponibilidad.

2. 4 MEMBRANAS ENZIMATICAS.

El disefo del primer electrodo enzimitico (Clark y Lyons,1i962),
se basé en el andlisis electroquimico de sustancias por medio de
enzimas atrapadas entre dos membranas. En este sistema, al mencs una
de ellas fué permeable a la sustancia que se requiere medir. La
enzima o enzimas en contacto con su sustrato, producian o consumian una
sustancia electroactiva que podia ser medida por medio de un electrodo
polarografico, potenciométrico o amperomdtrico (Grooms et al, 1G80).
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A partir de este disefio, se ha descubierto que las memdbranas
tienen una gran importancia en el diseffo de elecirodos enzimiticos y en
',gonornl de electrodos bioclédgicos. Algunas de las dificultades que se
pueden presentar en el disefio de un electrode enzimitico pueden ser
atenuadas con la utilizacién de una membrana con las caracteristicas
que resulten adecuadas en cuanto a material, espesor y tamafio de poro.

Entre las principales funciones de las membranas usadas en la
construceién de electrodeos se pueden listar las siguientes, (Clark,
1978):

a) Permiten que el electrodo este limitado por difusién

b) Eliminan o disminuyen el efecto de la agitacién.

¢) Sirven para excluir sustanclias que interfieren la lectura.

d) Eliminar el efecto de sustancias de altc peso molecular.

@) Permiten la formacién de una capa de reaccidén
electiroquimica, geométricamente conocida o al menos fija y
reproducible.

£3 Eliminan el efecto de sustancias oxidables o reducibles que
pudieran interferir en la lectura. }

o Controlan l1la cantidad de sustrato consumide por el
electrodo.

hD Controlan la velocidad de respuesta y linealidad del electrcodo.

13 Proporcionan un soporte o sustrato especifico para la
inmovilizacién de enzimas o cofactores.

JO Permiten atrapar a una enzima o enzimas en virtud del peso
molecular de estas.

k> Proporcionan un exceso de actividad enzimstica en una zona de
reaccidn bien definida.

Empleando dos membranas entre las cuales se inmoviliza o atrapa
una enzima o enzimas se construyen las membranas enzimiAticas que pueden
ponerse en contacto intimo con un sensor para la detecciédn de

sustancias especificas.

Entre los materiasles mis usados para la fabricacién de las
menbranas para inmovilizar & atrapar 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 accién
de los acidos. Este tipo de romplgniontos son los que permiten modificar
sus propiedades y asi obtener un polimeroc comc el acetato de celulosa.
el cual es barato y facil de manipular (Morrison y Boyd, 1673). Este
polimerc Cacetato de celulosad, es de gran importancia en miltiples
dreas industriales y ademis es ampliamente usade en la construceidn de

membranas enzimiticas para electrodos biolégicos.

El celof&n es otro de los materiales importantes que se pueden
emplear en la construcecién de membranas enzimiticas. Este material a
pesar de que se describe comoc "celulosa regenerada’, ests constituido
por cadenas mucho mis cortas que las de la celulosa. Esto se debe a una
d.gradacién de la celulosa por tratamiento alcalino. Su cobtencidén es
similar a cuando un alcchol es tratado con disulfuro de carbono e
hidréxido de sodio, esta reaceidn forma un compuesto conocido como

xantato:

H+

> RO-C-SNa > ROH + CS

s

RONa + S=C=8

De igual manera, la celulosa sufre una reacclédn que forma un
xantato de celulosa soluble en 4lcalli para finalmente dar una
‘dispersion coloidal "viscosa®™ que precisamente recibe ese nombre. Al
forzar esta solucién a travées de un filtro poroso a un baffo &cido, se
regenera la celulosa en forma de finos filamentos que dan un material
conocido como rayédn. Si en lugar del baflo acido se hace pasar a
“viscosa" por una ranura estrecha, se regenera la celulosa en
laminas delgadas que al tratarse con glicerol dan como resultado el
celof4n CMorrison y Boyd, 1973).

El acetato de celulosa y el celofén han sido dos materiales que
se han perfecciocnadc y modificado para fabricar membranas que puedan
cumplir los requerimentos en electrodos polarograficos y han sido

patentados para estos fines.
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2.5 OXIDOREDUCTASAS PARA ELECTRODOS ENZIMATICOS.

La importancia que actualmente representan las enzimas
oxidoreductasas en bicanalitica se debe principalmente a que generan
una sustancia, el perédxido de hidrégeno, el cual puede ser mcd;do
electroquimicamente. Al mismo tiempo, estas enzimas requieren el
consumo de oxigeno come aceptor de los hidrédgenos donados por el
sustrato. El oxigeno también puede ser medido electroquimicamente
CClark, 1Q76).

Como consecuencia de la formacién & consumo de una especie
electroactiva debido a 1a reaccidn enzimitica, este tipo de enzimas han
ayudado a que se simplifiquen los métodos electroanaliticos, autn cuando
no todas las enzimas se han probado para electrodos onz'uniuccs; un
resumen de las oxidasas que tienen uso potencial en electrodos
polarograficos se presenta en la tabla 1. Las enzimas oxidoreductasas
mis empleadas para construccién de electrodos son: glucosa oxidasa CEC
1.1.3. 40, para determinacién de glucosa; galactosa oxidasa CEC
1.1.3.0), para determinacién de galactosa y lactosa;, alcohol oxidasa
CEC 1.1.3.13), para determinacién de alcochol; urato oxidasa CEC
1.7.3.3), para determinacién de &cido drico y colesterol oxidasa CEC
1.1.3.8), para determinacién de colesterol. Las enzimas que no se han
probade han sido por su limitacién en relacidén a que requieren el uso
de algin cofactor, lo cual las convierte en enzimas muy costosas.

2.6 ELECTRODO DE PEROXIDO DE HIDROGENO.

La primera medicién de peréxido de hidrégenc en solucién usando
un electrodo con anodo polarogrifico fué reportada por Chance, en 1047,
"A este electrodo se le dié poca importancia para le determinacién de
perédxido hasta que su utilidad para la medicién de lcs sustratos de las
enzimas oxidoreductasas fué puesta en evidencia C(Clark, 1982). AuUn
cuando para la determinacién de perdxido de hidrégeno existen otros
electrodos (de carbono y de oro, por ejemplc), el electrodo de platino
CPL) es el mis comunmente usado.
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Tabla 1. Oxidasas de uso potencial en electrodos enzimaticos
Sustrato Enzima

Lactato E.C.1.1.3.2.
Malato E.C.1.1.3.3.
-D=-Glucosa E.C.1.1.3.5.
A-Naftil-carbonil E.C.%1.1.3.7.
L-Galactonolactona E.C.%.1.3.8,
D=Xilosa E.C.1.1.3.10.
D~Glucosa E.C.1.1.3.11.,
Piridoxina E.C.1.1.3.12.
ﬂ‘"‘f‘«‘l carbinol E.C.1.1.3, -~
D~Xilopiranosa E.C.1.1.3, ==,
N-Metilnicotinamida E.C.1.1.3.1.
Hipoxantina E.C.1.2.3.2.
Oxalato E.C.1.2.3. 4.
Glioxilato E.C.1.2.3.8.
L-4,5 Dihidroorotato E.C.1.3.3.1,
Latosterol E.C.1.3.3.2.
D-Glutamato E.C.1.4.3.1,
L=Aninoacidos E.C.1.4.3.2.
D-Ami noacidos E.C.1.4.3.3.
Benzilamina E£.C.1.4.3. 4.
Fosfato de piridoxamina E.C.1.4.3.5.
Tiramina E.C.1.4.3.6.
D-Glutamato E.C.1.4.3.7.
Etanolamina E.C.1.4.3.8.
Spermidina E.C.1.4.3.2a
Sarcosina E.C.1.5.3.1.
N-metil-L-aminoacidos E.C.1.5.3. 2.
Nemstil-L-lisina E.C.1.5.3. 4.
6~-hidroxil-L-nicotina £.C.1.5.3. 5.
G~hidroxil -D-nicotina E.C.1.5.3.6,
Nitroalifaticos £.C.1.7.3.1.
N-acetilindol EeCe1.7.3.2.
Hidroxilamina E.C.1.7.3. 4.
Sulfito E.C.1.9.3.1.,
2=Ani nof enol E.C.1.10.3. 4.
3-Hidroxiantranilato E.C.1,10.3.5.
Anion superoxido E.C.1.15.4%.1%

Clark, 19786.
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El &nodo de platinoc en presencia de una especie electroactiva
permite un flujo cercanc a 1 V (contra un electrodsc de referencia
AgsAgCl). El &ncodo funciona como un aceptor de electrones y ademas, en
contraste con el catodo, constituye un electrodo de oxidacién. La
ecuacidén para la oxidacién del perédxido de hidrégeno es la siguiente:

H,0,--> 20"+ 2H" -----cmoee > 2H 0
Adn cuando puede usarse un &nodo de platine grande, el flujo de
corriente es dependiente de la velocidad con la que el liquido se mueve
sobre la superficie del platino. Esto se concce como el efecto de
agitacion que puede ser reducido ¢ eliminado haciendo mucho mis pequefia
el 4rea de exposicién. Sin embargo, conviene mis eliminarlo usando
membranas, debido a que normalmente las soluciches tienen que ser
agitadas para garantizar la homogeneidad de la reaccién y esto provoca
el “efecto de agitacién' C(Clark, 1Q76).

Una limitacién para la medicién de Haoz es la desapariciédn del
mismo por reacciones no enzimiticas. Estas reacciones afectan la
sensibilidad y la reproducibilidad del método. Por otra parte; la
catalasa, enzima que e un contaminante comin en preparaciones de
. oxidasas, también es fuente de error, aun en cantidades muy pequeNas,
No obstante; los electrodozs enzimiticos basados en peréxido de
hidrégeno son muy comunes y todos los analizadores en el mercado
Americano utilizan estos electrodos (Keyes et al, 197@.

2.7 DETERMINACION DE LACTOSA ¥ SACAROSA

El anAlisis cuantitativo de lactosa y sacarosa es nuy
importante a nivel industrial y tiene aplicacicnes a nivel clinico. A
nivel industrial, se trata de disacaridos ampliamente usados como
constituyentes en las formulaciones de una gran cantidad de productoes
alimenticlios. Ademis, son usados como sustratos en fermentaciocnes para
la produccién de metabolitos importantes en el 4rea alimentaria y
farmacéutica. Por otra parte, se ha encontrado que el B80% de pacientes
con enfermedades relacionadas con tumcres gastrointestinales
malignos, excretan cantidades excesivas de al menos uno de estos dos
disacédridos (Satoh et al, 1876; Xu et al, 186807,

' El analisis de estos azdcares se ha llevado a cabo comunmente
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con métodos colorimétricos. Estos métodos, en general, son realizados
por calentamiento en soluciédn acuocsa del disacérido con un  dcido
fuerte, convirti¢éndose en furfural o en un derivado de furfural. El
color desarrclladc es producide por adicién de un compuesto orginico
como el indol, orcinol, difenilamina o carbazol. No es objeto de este
trabajo describir cada técnica convencional para medicidn de lactosa y
sacarosa. Baste conocer que existen técnicas como la del carbazol
CGurin y Hood, 1038), basada en la reaccitdn de Dische, el método de
cistoina—H’SO‘ reportado originalmente por Dische 1848, reaccién de
antrona reportada por Dreywood en 1848, el método del arsenomolibdato o
de Nelson CKlein y Weissman, 1053, método del ferricianuro de Park y
Johnson, 1844, método del DNS Cécido dinitrosalistlico), reportado por
Summer y Howell, 1035,

No obstante la existencia de estos métodos, el andlisis de
lactosa y sacarosa en muestras complejas presenta problemas, ya sea en
la identificacién especifica del azucar o bien cuando se encusentran en
bajas concentraciones. Estos problemas han mantenido latente la
necesidad de desarrollar mejores métodos y técnicas capaces de medir
lactosa y sacarosa. En este trabajo se pretende la construccién de un'
electrode enzimético como método para determinacién de lactosa y
sacarosa, por las maltiples ventajas que representa el uso de estos
dispoé.lt.;vos. Para el desarrollc de este trabajo se plantearon los
siguientes objetivos:
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CAPITULO 3
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Construccién y caracterizacison de un electrodo enzimatico
para determinacién de los disaciridos lactosa y sacarcsa.

Objetivos particulares
Desarrolle de laCs) metodologf alsd de inmovilizacién y/o
colinmovilizacién de enzimas para la determinacién especifica de los

disacéridos lactosa y sacarosa.

Evaluacién del principio funcional del sistema electroenzimstico

empleando un sensor electroquimico sensible a H.O'.

Estudiar las caracteristicas de respuesta de electrodo pnzimﬁtico para

cada uno de los disacéridos en estudio.

Analizar la eficiencia del electrodoc enzimitico en relacién con los
‘métodos convencionales para medicidn de estos disacaridos.

22



CAPITWLO 4
MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES
4.1.1 REACTIVOS

Durante el desarrollo de la parte experimental se emplearon los

reactivos que se listan a continuacidn:

Nombre comercial Procedencia
Acetato de celulosa Fluka, A.G., Suiza
Acetona J.T. Baker
Acido dinitrosalicilico Kodak, S.A.
Adhesivos:
Acryfix
Cacrilico polimerizable sin

sol ventes) Stabilit
Apoxi bond Grupo PEGA, S.A.
Kola loca Grupo CIANOMEX, S.A.
Permabond 101 _
Cciancacrilatos) Grupo PEGA, S.A.
Permabond 104 '
Cciancacrilatos) Grupo PEGA, S.A.
Per mabond 747 ) )
Cciancacrilatos) Grupo PEGA, S.A.
Resilikon
Csellador de silicénd Industrias Resistol
Resistol S000 Industrias Resistol
Superglue Loctite Corporation
Tangit
Cpegamento especial para
tubos de PVO Henkel, S. A,
Anillos de hule
CY'O" ringsd Electro-Norelos
Ferricianurc de potasio . J.T. Baker
Ferrocianuroc de potasio J.T. Baker
Fosfato de potasio monobésico J.T. Baker
Fosfato de potasio dibisico J.T. Baker
Hidréxido de sodio J.T. Baker

Merbranas de celofén . International
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Membranas de dislisis

Ccorte 8000, espesor 9 umd Spectrapor
Membranas de dislisis

benzoiladas Ccorte 20000 Sigma Chemical Co.
Lactosa Sigma Chemical Co.
2-propanol J.T. Baker
Sacarosa Merck, S.A.
Tartrato de sodioc y potasio J.T. Baker

4.1.2. EQUIPO
El equipo utilizado en este trabajo consistid principalmente en

lo siguiente:

Equipo Especificacién
Agitador magnético Corning Stirrer PC-353
Analizador enzimitico ¥SI, modelo 27-A
Balanza analitica Bosh, S-2000
Colorimetro Spectronie 20, Baush
& Lomb Co.
Graficador mdltiple Linseis, TYP 7045
Sensor electroquimico (PLD YSI, para deteccién de H’O’
Nedidor de pH potenciémetro Corning, Co. modelo 125

4.1.3. ENZINAS.
Para la determinacién especifica de los sustratos lactosa y

sacarosa se emplearon las enzimas listadas a continuacién:

Enzima Procedencis
fi-galactosidasa Sigma Chemical Co.C(G 28513
Glucosa oxidasa Sigma Chemical Co. (G 813%
Galactosa oxidasa Sigma Chemical Co. (G 3385
Invertasa Sigma Chemical Co.(CI 4753)
Mutarotasa : -Sigma Chemical Co.CM 5528

4.1.4. MEMBRANAS

Scporte Brecedencia
Membranas de didlisis benzojiladas Sigma Chemical Co.
Membranas de dislisis Spectrapor
Nembr anas YSI Ys1
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Nembranas fabricadas en el labora-
torio a partir de:
Acetato de celulosa Fluka,A.G., Suiza

4.2 METODOS

4.2.1 TECNICAS ANALITICAS

4.2.1.1. DETERMINACION DE LACTOSA Y SACAROSA.
(método convencional).

El método analitico convencional para la determinacién de
lactosa y sacarosa que fué usado para llevar a cabo el andlisis
comparative con el electrodo fué el métode del DNS (acido
dinitrosalicilicod. Esta basado en la reduccién del &cido
dinitrosalicilico por los azGcares reductores presentes en una solucién
acuosa. Esta reduccién genera un compuesto nitroaminado el cual
presenta color. El color desarrollado es amarillo y puede ser
cuantificado en un espectrofotémetro, donde 1la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracién de grupos reductores.

PROCEDIMIENTO (Summer y Howell, 1035).

El reactivo DNS requiere ser preparade de acuerdo al
proctdimicn(o siguiente; se pesan 10 g del DNS, 16 g de NaOH y 300 g de
tartrato de sodio y potasioc. En un matraz aforado de un litro se
agregan 500 ml aproximadamente de agua destilada y se disuelven los
reactivos anteriores en el siguiente orden: hidréxido de sodio,
tartrato de sodio y potasio y al final agregindose lentamente, el DNS.
Una vez agregado todc el DNS se afora a un litro con agua destilada y
se calienta ligeramente para alcanzar la disolucién total. El reactivo
preparadc se debe guardar en frasco &mbar en refrigeracién a 4°cC. Bajo
éstas condiciones el reactivo tiene una vida media de 30 dias,

El procesamiento de muestiras con laclosa y sacarosa se llevd a

cabc de acuerdo al procedimiento siguiente:

1.~ En tubos de ensaye de 10 x 15 mm. se preparan diluciones de

las muestras problema C1.-20).
2. - De las muestras problema diluidas se toma un mililitro y se

transfiere a nuevos tubos de ensaye de 10 x 15 mm. y en los cuales se
agrega un mililitro del DNS.
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3.~ Los tubos de ensaye con la mezcla del DNS y muestra problema
se llevan a ebullicién durante 5 min. Los tubos requieren ser tapados
para evitar la evaporacién de la muestra o la entrada del agua de
ebullicidn,

4.- Una vez transcurridos los 8 minutos en ebullicién los tubos se
sacan del bafico y se les agrega 10 ml de agua destilada, e mezclan y se
dejan repcosar durante 15 minutos.

5.~ En cada procedimiento se requiere la construccién de una curva
patrén ya sea con las soluciones de lactosa o con sacarosa. Para la
curva patrén se prepara una solucién con 2 mg/ml. De esta solucién se
toman alicuctas con tubos de ensaye para generar una curva patrén que
incluya las concentraciones de, 0.2, 0.4, 0.8, 0.8, 1.2 y 2 mg/ml. Es
necesario tener un blanco de reactivos con 1 ml de agua destilada y 1
ml de DNS.

8. - Una vez agregados los 10 ml de agua destilada y reposados por
18 minutos, los tubos se leen a 540 nm en el espectirofotédmetro contra

el blanco de reactivos.
4.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Para establecer los procedimientos experimentales de este
trabajo fué necesario un andlisis previo de las principales
caracteristicas que debian satisfacerse en el diselNo y construccién del
electrodo enzimiatico. Se considerarcn dos elementos importantes: las
caracteristicas del sistema electrénico de transduccién-medicién y la
inmovilizacién de las enzimas.

4.3.1. SISTENMA DE MEDICION

El sistema de medicidn o deteccidn de la seffal quimica define
en gran medida desde el mecanismo o forma de inmovilizacién, debido a
que la forma del sensor y sus principales aditamentos determinan
algunas veces, incluso los materiales que pueden ser usados en el
proceso. El sistema sensor consistiéd de un electrodo de platino CPL),
el cual es sensible al perédxido de hidrégeno (H'O’D generado en la
reaccién enzimhtica:

enzima
Sustrato + O.z + H.‘O —_—— ﬂ,ot + Producto

El sensor, Jjunto con su sistema de ajuste y despliegue de la
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lectura fué uno comercial, el analizador YSI 27-A (Yellow Springs
Instruments), el cual despliega las lecturas después de inyectar las
nuestras problema en su camara de inyeccién Cver figura 42. De acuerdo
a las caracteristicas del Y¥YSI 27- A, fué necesarioc adecuar tres
pardmetros: 1) membranas a usar para la inmovilizacién, 2) anillos de
hule y 3) adhesivo a emplear.

Con respecto a los anillos de hule y membranas, estos no
representaron gran problema. Sin embargo, en el caso del
adhesivo,fueron necesarias muchas pruebas preliminares para la
seleccidédn final del mismo. El adhesivo tenfia que cubrir el requisito
principal de mantener unidas las membranas entre si, as{ como de ésStas
con el anillo de hule, todo ello en condicicnes de alta humedad. El
anillo de hule es un elemento importante para garantizar que las
membranas enzimiticas se ajusten perfectamente a la superficie del

sensor de platino Cver figura %,
4. 3.2 SELECCION DEL ADHESI VO

La seleccidén del adhesivo para el pegadoe de membranas y anillo
de hule fué llevado a cabo mediante la prueba de algunos de los mis
conocidos comercialmente Cver tabla 2).

Finalmente, se encontroé que los pegamentos adhesi vos
conteniendo ésteres de cianocacrilatos fueron los mis adecuados para el
pegado entre membranas y de éstas con el anillo de hule. Los
principales adhesives fabricados en base de ciancacrilatos que se
probaron fueron "Permabond 747', ‘'Permabond 107" y "“Permabond 101".
Cabe mencionar que estos pegamentos no se encuentran en el mercado
publico. El que se usd finalmente fué el "Permabond 101" debido a su
rapidez de secado (20 segundos) y a que no pierde su caracteristica de
adhesivo aun bajo condiciones drasticas de agitacidén en medios acuosos.
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Figura 4. Caracteristicas del sensor y auxiliares en 1la
construcciédn del electrodo enzimitico.
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Electrodos de Membrana
sntimética

-

Anitlo de hyle

Figura 5. Diagrama de componentes del sensor y .
adaptacion de las membranas enzimaticas en Su respectivo
anillo de hule usado como soporte.
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Tabla 2. Adhesivos
membranas enzimiticas.

probados durante la construccién de las

Nombre del adhesivo

Obser vaci énes Caracteristicas en la
construccién de
membranas enzimiticas

Apoxibond

Resilikon

Acryfrix

Kola Loka

Resistol 5000

. tangit

Permabond 747
Permabond 107

Permabond 101

De facil hidratacion
perdida de dureza. Malo

Poco resistente; sellado
no homogeneo y lento; muy

facil de romper Malo
Fraguado lento y facil de

hidratar Malo
Disuslve las membranas Malo

Pegado heterogeneo y facil

de hidratar Malo
Sujeta mas que pega y facil

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 soluciédn de medicidn.

Por esta razén, la seleccién de las membranas fué un proceso
que requiridé garantizar que las membranas a usar fuesen adecuadas para
controlar la respuesta del electrodo por limitacidn difusional. Ademis
de lo anterior, estas membranas debian ser 1lo suficientemente
selectivas para eliminar la interferencia de algunas sustancias como el
fcido ascérbico, el 4acido Grico, el ferrocianurc de potasio y otros.
Adicionalmente, estas membranas debian ser adecuadas para mantener
atrapadas o inmovilizadas las enzimas.

El criterioc de seleccién de las membranac se basd inicialmente
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 selecciocnar 1la membrana externa fueron probadas
diferentes membranas de varios espesores: membranas de dislisis
Cspectrapor) SPC 1 con 18.610.7 um de espesor, tubos de diilisis
benzoiladeos con 2710.9 um de espesor, celof&n 20.4% 0.7 um de espesor,
YSI Cmembrana usada en el bloque de temperatura del YSI 27-A) con
28.2130.6 um de espesor, polietileno con 39.6%1.9 um de espesor. El
espesor de estas membranas y los fabricados en el laboratorio fué
determinade mediante el método de comparaciédn de patrones en el
Departamento de Metrologia del Centro de Instrumentos CUNAD. Cada una
de estas fué probada para garantizar un control de la respuesta del

electrodo por limitacién de la difusién de los sustratos y productos.

En el caso de la membrana interna requiere tener un espesor de
entre 2 y 6 um. Sin embargo, en el mercado difficilmente se encuentran
membranas de acetato de celulosa con un espesor menor a 10 um. Por esta
razén, fué necesario fabricarla en el laboratorio debide a que
requeria un tamafio de poro que garantizara que difundiria a traveées de
ella smolo pequefios moléculas cuyo tamafo fuese comparable al peréxido
de hidrégenc CTaylor et al., 1977).
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4.3. 4 TECNICA DE FABRICACION DE LA MEMBRANA INTERNA

La técnica utilizada para fabricar la menbrana de acetato de
celulosa es una modificacidn de la técnica reportada por Tayior et al..,
C1977). La técnica es muy similar y sélo existen diferencias en los
solventes requeridos para la fabricacién de estas membranas.

Para la construccion de membranas de acetato de celulosa fué
preparada una solucidén conteniendo aproximadamente 4% de acetato de
celulosa (Fluka, A.G., Suiza) en ciclochexanona-acetona (1:1 wv/v) y
dejada en agitacidn (200 rpmd durante 12 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, de esta solucién se tomaron alfcuctas de 500 il y se
depositaron cuidadosamente en recipientes cuyo dismetro es €. 8
em, conteniendo agua destilada y dejadas en reposo durante 18 minutos
con el fin de permitir la evaporacién de los solventes. Una vez
evaporados completamente los solventes Ccuradoed, las membranas formadas
en la superficie del agua, se recuperan mediante el uso de una limina
de polietilenc y se secan al aire €2 horasd en un medioc libre de polve
(figura &), Estas membranas presentan un espesor de 3.06£0.5 um y se

usan come membrana interna.

Tanto para la construccién de las membranas enzimiticas para
determinar lactosa como para determinacidn de sacarosa se emplean
procescos de inmovilizacidn muy similares. Sin embargo, existen algunos
aspactos importantes para la adecuada construccién de cada una de

estas.

4.4 INNOVILIZACION DE ENZINAS
4.4.1 MENBRANA ENZIMATICA PARA LACTOSA

‘ Para la construccidén de 1la membrana enzimitica para
determinacidén de lactosa se emplean las siguientes enzimas:

Galactosa oxidasa tipo LV, de Dactylium dendroides ¢ k E.C.
1.1.3.0, 450V ), fi~galactosidasa, glucosa oxidasa.
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Acetato de celuloso
4%

Ciclohexanona—1sopropanol
12h  T.omb. 200rpm

> |

500y\

Polietileno &s‘;,‘l’m \ V

Membrana interna
(acetoto de cetulosa)

1-3um

Figura 6. Método de fabricacién de membranas de -
acetato de celulosa usadas como membrana interna en las
membranas enzimiticas para deteccién de lactosa.
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El principio de medicién de lactosa ests fundamentadc en la
hidrélisis de esta, la cual puede llevarse a cabo a traves de dos

mecani smos:

a). -LACTOSA +° o' + Hzo ——— H’o’ + aldehido 1)
galactosa
oxidasa

b). ~-LACTOSA + O' + H:O ———) galactosa + (3-D-gluccsa
fi-galactosidasa

galactesa + f-D-glucosa > I'I’Ol + Ac. glucénico

glucosa
oxidasa

El proceso de inmovilizacidén de las enzimas se llevé a cabo

siguiendo las etapas siguientes:

ad. - Pegado de "O" rings a la membrana externa
b). - Inmovilizacién de la capa enzimatica
¢). - Pegado de la membrana interna.

@. - PEGADO DE “O" RINGS (ANILLOS DE HULD, A LA MEMBRANA ENTERNA.
La membrana externa ests constituida por una membrana de
celofsn de 20.4 * 0.7 um de espesor. El proceso de ptgido de los
anillos de hule a la superficie de la membrana se realiza manteniendo
inmévil el anillo por medic de jeringas hipodérmicas en cuyas agujas se
sujeta. En estas condicicnes, el anillo se pusde manejar ficilmente y
de esta manera xe moja su superficie en el adhesive (previamente
colocado en una superficie lisa y libre de pol\io). El anillo con el
adhesivo e llevado inmediatamente después al celofan en donde se
coloca ejerciendo ligera presidén con las mismas agujas sujstadoras.
Previamente, el celofin debe ser sometido a un proceso de"estiramiento
en humedo", con el cual se evita la formacién de plisgues o "arrugas"
en su superficie. Este proceso fué llevado a cabe con un dxsposlt.ﬁro
construide especialmente para este propésito Cver secuencia en la
figura 7).

©). - ENMOVILIZACION DK LA CAPA KENZIMATICA.
Las enzimas que ge utilizaron pars la determinacién de lactoss
fueron inmovilizadas por atrapamiento fisico, es decir,  sin ln‘
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Jeringas
hipodérmicas

Aniiio de hule

Adhesivo
Dispositivo paro el
estiramiento del
celofdn
Espbtulo

(e =

/ Adhesivo

Inmersidn del anitio
en el adhesivo

Pegado de! anillo
sobre la superficie
del celofdn

Figura 7. Procedimiento para el pegado de anlllos- de

hule sobre la superficie de la memdrana  externa
Ccelofarnd.
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participacién de agentes quimicos. Inicialmente so‘ probaron en forma
liofilizada, sin embargo presentaron problemas de baja solubilidad y de
la presencia de burbujas en la membrana enzimitica. Finalmente, el
procedimiento de inmovilizacién de las enzimas fi-galactosidasa
CE.C. 3.2.1.23) de [Escherichia coll y glucosa oxidasa (CE.C. 1.1.3. 4
de Adspergillus niger se llevs a cabo simplemente colocindolas en forma
sojuble.

Ambas enzimas fueron pesadas y solubilizadas en un mismo wvial
con 100 ul. de un amortiguador de fosfatos 0.2M pH €.9. De la solucién
enzimitica (3~ galactosidasa, y glucosa oxidasﬂ. se toman con una
micropipeta, diferentes volimenes (2,4,8,8 y 10 uld. Estos se colocan
en la superficie del celofin previamente pegado en un anillcy de hule.
Estas condicicnes se mantienen durante 2 horas aproxdimadamente a
temperatura ambiente ¢25°C) hasta que se evapore el amortiguador.

€.~ PEGADO DE LA MEMBRANA INTERNA.

Una vez que se ha evaporado el amortiguador, se sujeta el
anillo de hule Ccon pinzas de cirugiad, para depositar una ligera capa
de adhesivo en la orilla que corresponde con el anillo. Inmediatamente
después, se coloca la membrana interna de acetato de celuleosa. El
pegado de esta membrana requiere el uso de un dispositive fabricado
especialmente para evitar que la membrana presente arrugas y ademis
evitar que el pegamento se escurra sobre las enzimas C(ver secuencia en
la figura 7).

De esta forma queda lista la membrana enzimatica que para el
caso de lactosa esth constituida por una membrana externa Ccelofénd
20.410.7 um de espesor y una membrana interna Cacetato de celulosad,
3.6 um de espesor) entre las cuales se encuentran atrapadas las
enzZimas. La membrana  externa quedarid en contacto con la soluciédn
problema y la membrana interna en contacto con el sensor de peréxido de
hidrégeno Cver figura 6.
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Figura 8. Secuencia seguida en el pegado de la membrana
interna.



4.4.2. MEMBRANA ENZIMATICA PARA SACAROSA

En este caso, las enzimas que se emplearon fueron: invertasa,
mutarotasa y glucosa oxidasa. El método de fabricacion de esta membrana
con tres enzimas requirid, al igual que el de la lactosa, de una
membrana sxterna de celofsén la cual fué pegada al anillo de hule con el
mismo procedimiento descrito para el casc de lactosa.

El principic de medicién de estas membranas enzimiticas se basa
on la medicién de la reaccidn final de tres enzimas, catalizando su
conversién hasta H'O'. de acuerdoc a la secuencia siguiente:

SACAROSA s D-glucosa
invertasa
a~-D~-GLUCCSA - fi-D~glucosa
mutarotasa
£A-D~-GLUCOSA > Hzoz + fc. glucénico

glucosa oxidasa

En este caso la membrana interna no fué de acetato de celulosa,
debido a que las pruebas con este material indicaron que el sistema
parecia estar controlado por la reaccidédn enzimdtica. Debido a esto, se
probd® un sistema celofén-celofsén qQue fuéd el que did mejores resultados.

Las enzimas fueron pesadas por separado y solubilizadas en un
amortiguador de acetatos, pH 6, 0.1 M. El procesoc de atrapamiente se
llev® a cabo depositando cada enzima por separado y dejando evaporar el
amortiguador antes de colocar la enzima siguiente. Ambas membranas
enzimbticas, tanto para determinacién de lactosa come de sacarosa,
fuercon almacenadas en viales de plastico y en refrigeracion hasta su

utilizacién,

4.5 OPERACION DEL SISTEMA DEL ELECTRODO ENZIMATICO

El ensamblaje final del sistema se lleva a cabo colocando las
membranas enzimiticas en contacto con el transductor de platino

sensible a perdxido de hidrégeno.

En la figura © se observa comc el transductor (sensord con la

membrana enzimética previamente adaptada, se conecta al sistema de
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Electredo de
Platino

Sensor
enzimStica

Figura 8. Colocacién de la membrana enzimatica y
~adaptacién al sistema YSI 27 A.
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registro CYSI 27-A, el cual properciona una lectura en mgsdl. Debido
a 'q'uo las enzimas requieren de una temperatura adecuada para su
funcionamiento, es necesario un sistemz de control de temperaturs, el
cual esta integrado en el analizador Yellow Spring y proporciona una
temperatura de 37°C, pudiendo ser empleado a 27°%¢ para algunas
determinaciones que asi lo requieren.

El sistema cuenta con una ciémara de medicién que tiene un
volumen aproximado de 3B0 ul. En esta chmara y por medio de un puerto
de inyeccidn, se administran 25 ul de la solucién problema Cver figura
10). La agitacién se proporciona por medio de una membrana de silicén
permeable al oxigeno, la cual es movida mecénicamente a un pulso por
segundo mediante una bomba de aire tipo pecera. Esta misma bomba es la
que garantiza la eliminacién del amortiguador usado, llevandolo a un
recipiente de desecho y tomando amortiguador limpic de un recipiente

alimentador.

El sistema cuenta con un indicador luminosc en el despliegue,
para selNalar la operacién que se encuentra realizando el usuario. Anexo
a la pantalia de despliegue, el dispesitivo cuenta con dos
potenciémetros, uno para ¢l ajuste a cero y que ademss indica cuando el
sistema ests listo para recibir la inyeccién de las muestras y otro
para calibrar la membrana, de acuerdo a una solucién patrén de
calibracién. El tiempo de anslisis es de un minutc por muestira y de 40
segundos en el lavado.

4.5.1 CURVAS DE RESPUESTA

Las curvas de respuesta se oblienen tantc para la lactosa come
para sacarosa al inyectar en el analizador (en cuyo sensor se ha
colocado una membrana enzimitica especifica para uno u otra de estos
sustratos), una serie de concentraciones en un rango de 0-900 mgr/dl y
de 0-1000 mg-/dlL, respectivamente. El perfil observado es la generacién
de peréxido de hidrégeno por la reaccién enzimitica, los perfiles de
las curvas de respuesta son obtenidos graficamente por adaptacién a un

sistema graficador.
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Jeringa

" Puerto de inyeccisn

Figura 10. Vista frontal del analizador y su puerto. de
inyeccién de la muestra.
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CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DETERMINACION DE LACTOSA
5.1.1 SELECCION DE SOPORTES PARA INMOVILIZACION

El principio de mediciédn de lactosa ests basado en la medicidn
del l“l.Og producide en alguna de las reacciones empleando galactosa

oxidasa o bien fi~galactosidasa y glucosa oxidasa.

El primer objetivo fué la seleccidn de los soportes a utilizar
para la inmovilizacién de las enzimas. Los principales parémetros
considerados para la seleccién del soporte fueron; en primer lugar, que
ol soporte fusse permeable al sustirato (lactosad o bien al principal
producto que se requiere cuantificar después de la reacciédn, el
peréxido de hidrégeno. Como segundo requisito importante que debia de
cubrir el soporte, es que fuese adecuado tanto para limitar
difusionalmente la respuesta del electrodo enzimktico, como para evitar
¢l paso de sustancias polarograficamente oxidables que interfieren en
la lectura del sensor. Una consideracién previa a la seleccidn del
soporte, fué la presentacidén fisica en que debia ser usado para lograr
un buen acoplamiento con el sensor de Pt, una vez que se hubiesen
inmovilizado las enzimas. E! sistema comercial (Yellow Spring
Instruments 27-A), emplea un arreglec de membranas que consiste de una
membrana interna de acetato de celulosa y una membrana externa de
policarbonate. Entre estas membranas se encuentran inmovilizadas las
enzimas especificas para el sustratc. Como resulta cobvio, el fabricante
no especifica ni el espesor de cada una de las membranas, ni el método
de inmovilizacion y mucho menos la cantidad de enzima empleada. Por
estas razones Sse llsvaron a cabo pruebas con algunos materiales que
podrian ser usados como soporte, en base a que presentaban distintos
‘ espesores para la difusidn libre de sustratos y productos (Tabla 3).
Los materiales seleccionados fueron: tubos de didlisis benzoilados,
membranas de dislisis *Spectrapor®”, y celofdn del que se emplea en
trabajos de odontologia. Para definir cual de estos materiales podia
emplearse en la construccién de las membranas enzimiticas y debido a
que no se midio el tamaffio de poro, se planted una estrategia gue
permitid, ademss de establecer su funcionalidad come soporte
enzimitico, determinar su capacidad para limitar la difusién de
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Tabla 3. Espesor de las membranas seleccionadas para s-i' usadas
comD soporte.

TIPO DE MEMBRANA Valor medio Incertidumbre

Cumd Cumd
Tubos de dislisis a7 , 0.9
Spectrapor 18.8 * 0.7
Odontologia 20. 4 + 0.7
Polietilenc .8 :1.9
Celofan 2 2r.8  20.7
ys1 . 28.2 : 0.8

Acetato de celuloza
Claboratorio) 3.6 $ 0.3
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moléculas o sustancias que alteran la lectura del sensor.

La estrategia mostrada en la figura 11, consistié en las
pruebas (C(para uso como membrana externad de cada membrana
individualmente y en combinacidén con acetato de celulosa C(membrana
internad. Antes de la inmovilizacidn de las enzimas se utilizé una
proteina testigo sin actividad Calbdminad atrapada entre las dos
membranas. Cada una de estas combinaciones se montaron en el sensor y
se prcobaron, ferricianuro de potasioc y !‘orrocianhro de potasio en
concentracicnes de 1,2,4 ¥y 8 mg-dL y &cido urico en concentracicnes de
1.25, 2.5, 85 y 10 mgsdl.. En todos los casos el dispositivo fué
calibrado con agua destilada ajustando la sensibilidad a un valor de
cero y asi evaluar los efectos de cada sustancia. Algunos auteres como,
Aldons Farrance, (1081), Sostman (1981) reportan estas sustancias como
las que mis interfieren la lectura del sensor de H‘O:. El rango de
concentraciédn prebado para cada una de ellas considera, dos
concentracicnes por debajo de la concentracién normal que se puede
encontrar en una muestra prcoblema y una concentracién alta. En la
figura 12 se presentan los perfiles obtenidos con cada una de las

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

estando el analizador en programa automitico;, es decir, con tiempo de
respuesta limitado a 1 minuto. Las lecturas significan la concentracién
desplegada en el analizador al inyectar cada concentracioén de
ferricianuroc de potasio.

Se definen dos grupos de membranas; A Las que limitan
adecuadamente el efecto del ferrocianuro, sobre el sensor “Spectrapor
1", "Spectrapor” 2 y los tubos de dislisis benzoilados y B) aquellas
que no son adecuadas para limitar el efecto de la difusién de esta
molécula sobre el sensor: celofén y acetato de celulosa. En vlitn de
estos resultados y por las caracteristicas de las membranas del grupo
A, o5 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 celofsn que
tiene un espesor de 20 2 0.7 um, se esperaba que se comportara como las
membranas del grupo A. En este caso se asume que el dismetro de poro,
también es un parsmetro importante para limitar los efectos de osusv
moléculas sobre el sensor. En la figura 13 se observan los perfiles de
respussta a ferrocianuro de potasio de cada membrana. Aquellas del
grupo A se presentan sin cambios notables, es decir, continvan
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‘Figura 11. Estrategia para la seleccién de membranas

internas y externas

enzimdticas.
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Figura 12. Perfiles de respuesta obtenidos con cada

membrana al inyectar ferricianuro de potasio; CA)

celofan, (A) acetato de celulosa, (B8) Spectrapor, (8)
Tubos de dialisis benzoilados. o
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presentando el comportamiento observado en ¢l caso de la inyeccién de
ferricianuro, Sin embargo, en las membranas del grupo B, el acetato de
celulosa resultd mejor que el celofin, observandose que el efecto del
ferrocianuro es mis reducido por el acetato de celulosa.

Las otras dos sustancias que interfieren de manera importante
en la lectura del sensor son el &cido Grico y el &cido ascérbico. En la
figura 14 se pueden observar los perfiles que presentaron las
diferentes membranas al inyectar 4cido drico. Tanto la membranﬁ de
celofén comoc la de acetato de celulosa presentaron el mismo
comportamiento observado en el caso de las pruebas con ferrocianuro.
Por otro lado, las membranas "Spectrapor 1" y "Spectrapor 2" aparecen
como adecuadas para limitar el efecto del &cido tdrico en el sensor. Los
tubos de dislisis benzoilados limitan completamente el efecto de esta
molécula sobre el sensor. Los resultados de las pruebas con el 4cido
ascérbico se presentan en la figura 15, Este 4cido tiene mayor
interferencia en el sensor, si se compara con las pruebas realizadas
con &cido Orico y ferricianureo de potasio. Al igual que en las
anteriores pruebas, las membranas "Spectrapor 1", "Spectrapor 2" y los
tubos de diAdlisis benzoilados resultaron eficientes para limitar la
difusién del &cido ascérbico y por tanto para limitar su efecto sobre
@l sensor. Por otro lado, el celofan y el acetato de celulosa mostraron
ser ineficientes para ese propésito., La conclusién principal fué que
las membranas que mostraron alta ineficiencia para limitar el efecto de
interferencias de la mayoria de las sustancias evaluadas sobre el
sensor, podian ser probadas comc membranas externas y aquellas que
limitan el paso de estas moléculas hacia el &rea sensible del sensor,
podian ser usadas como menmbrana interna. La primera seleccién fuéd
considerar las membranas “Spectrapor 1" y "Spectrapor 2" como una sola,
debido a que aunque difieren S um en espesor, de acuerdo a los
resultados, esta diferencia no presenta ventaja. )

A continuacién, se procedio a las prusbas de las diferentes
combinacicnes entre membranas, esto es, arreglos de dos membranas en
donde una de ellas funciona como membrana externa Cla que esti en
contacto con la muestra problema) y otra como membrana interna Cen
contacto directo con ol sensor). Se probaron los arreglos
celofén-acetato de celulosa, Spectrapor-acetato de celulosa y tubos de
dislisis benzoilados-acetato de celulosa. Los resultados se presentan
en las figuras 16 y 17. El mejor arreglo para disminuir el efecto sobre
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Figura 14. Porﬁ.l-'s mostrados por las membranas al
inyectar &cido trico; (@ celofan, (0) Spectrapor, (@)
acetato de celulosa y (0> Tubos de dialisis benzoilados.
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Figura 15. Perfiles presentados por las membranas al
inyectar dcide escorbico; (A celofin, (B Spectrapor,
(O) acetato de celulosa, (QO) Tubos de dialisis
benzoilados. '
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el sensor de las sustancias interferentes resultd ser la combinacién
celofén-acetato de celuloxa. Los otros arregles probades logran
disminuir su efecto; aunque en menor medida. En la figura 17 se observa
que el arreglo celofén-acetato de celulosa permite una limitacién del
efecto interferente sobre el sensor, tanto del ferrocianuro como del
ferricianuro de potasio. Al fgual que cuando se evaluaron las membranas
individualmente, el ferrocianurc tiene mayor efecto sobre el sensor que
el ferricianurc. Este fendmeno, que se esperaba muy similar a las
prusbas con los ferrocianuros, no se repitié en el caso de las pruebas
con Acido ascérbico y #cido drico. En la figura 17 se puede observar
como @l #4cido ascérbico (que habia mostrado mayor influencia que el
&cido drico en el sensor), se ve mayormente retenido al evaluarse con
el sistema celofén-acetato de celulosa.

Partiendo de los resultados anteriores, se tomé la decisién de
inmovilizar la enzima siguiendo el proceso mostrado en la figura 18,
Los resultados se muestran en la tabla 4. En todos lox casces, la
calibracién del dispositivo no fué posible. Cuando se inyectaba una
concentracién patrén de 500 mg/dl. el maximo valor que se alcanzaba con
el potencidmetro de ajuste de sensibilidad fué de B0+4 mg/dL, es decir,
las membranas enzimsticas cbtenidas tenian una sensibilidad un orden de
magnitud por debajo de la requerida para las determinaciones. Los
resultados evidentemente no fueron satisfactorics para ninguno de los
sistemas, debido muy probablemente a3 que las membranas no podian ser
construidas en forma homogenea. Esto fué consecuencia de que la
cantidad de enzima galactosa oxidasa inmovilizada resultaba ser una
barrera difusicnal considerable, pues no siempre podia ser disuelta
completamente entre las membranas donde se atrapé. Sin embargo, a
pesar de lo anterior, el sistema de membranas que aparentemente
mostraba mayores posibilidades seguia siendo el del celofan-acetato de
celulosa. Debe considerarse que durante esta primera etapa no fué
posible determinar sus perfiles ya que no se contaba con el dispositive
graficador. Ademss, en esta etapa la inmovilizacién se efectuaba
empleando la enzima galactosa oxidasa en forma liofilizada ¢2 mgd.

S.2 INMOVILIZACION

Hasta aqui, la conclusién principal fué que el sistema de
manbranas con posibilidades <(usando galactosa oxidasa para la
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Pegado de “0" rings
(Descrito en la metodologla
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| Membrana externa |

[ Celotén | | Spectrapor l | Tubos de diélisis benzoilados |

Inmovilizacidn
2 mg enzimo (liofilizada)
10 uL amortiguador

y
| Pegado de membrana interna |}

1

I Acetato de celuloso |

[ Membrana enzimdtica }

" | Montaje en sl sensor |

Figuras 18. Estrategia inicial de inmovilizacién empleada
en la construccién de mambranas enzimiticas.
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Tabla 4. Resultados obtenidos al inmovilizar la enzima galactosa
oxidasa en forma liofilizada para la deteccién de lactosa.

Nenbr anas Lactosa Lactosa
usadas Inyeccién Lectura
CmgrsdL) CmgrdL)
Celofin -
Acetato de
celulosa 200 : 176 + 7
500 237 £+ 3
2000 200 t O
Spectirapor ~
Acetato de :
celulosa 500 237 £ 3
2000 5% + O
Tubos de
dislisis~-
Acetato de
celulosa 200 , 50 3
800 777 £+ 5
2000 108 *+ 11
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determinacion de lactosa), fué el constituido por celofan-acetato de
celulosa. Por otra parte, se observé que ninguna de las membranas
usadas individualmente para cubrir el electrodo, resultéd suficiente
para eliminar el efecto de los compuestos que interfieren la medicién.
Adicionalmente, se observd que de las sustancias evaluadas, el
ferrocianuro de potasio y el &cido ascérbico son las sustancias con
mayor interferencia en el sensor. AGn cuando resultd posible la
determinacién de lactosa, se tuvieron problemas con las membranas
enzimsticas, debido principalmente al exceso de enzima utilizada en su
construcecién. A raiz de lo anterior se disminuyd considerablemente la

concentracién de enzima usada en el atrapamiento.

Una vez seleccionado el sistema celofén-acetato de celulosa y
de acuerdo a la figura 18, se inmovilizé la lactosa oxidasa en una
cantidad més baja (1 mgd). Para evaluar el perfil de respuesta, se montéd
sobre el sensor una membrana comercial. El perfil de respuesta tipico
de esta membrana se muestra en la figura 10. Aguel obtenido con el
sistema celofin- acetato de celulosa y con 1 mg de galactesa oxidasa se
muestra en la figura 20.

Los resultados iniciales de las membranas construidas en el
laboratorioc no fueron satisfactorios. Sus perfiles indican un alto
grado de inestabilidad de las lecturas, lo que es provocado (como
después se demostréd por la elevada cantidad de enzima utilizada.

Debido a que este primer sistema no presentd resultados
satisfactorios, se procedid a la colnmvilizacién de las enzimas
f3~galactosidasa y galactosa oxidasa (1 mg de c/u). En este sistema se
pretendia aprovechar la accién de la galactosa oxidasa sobre galactosa,
‘una vez que la f3-galactosidasa hidroliza lactosa rindiende glucosa y
galactosa. Los resultados obtenidos con este nusvo sistema se muestran
en la figura 22. Los perfiles son todavia irregulares y adnquo no son
representatives de la concentracién inyectada, demostraron que el
sistema con fi-galactosidasa podria ser funcional. La irregularidad en
los perfiles fué la consecuencia de que aun con 1 mg de cada enzima,
esta se enconiraba en exceso, constituysndo membranas enzimiticas no
homogéneas ¢ incluso con enzima que no es posible solubilizar. En este
sistema se inyectaron concentracicnes conocidas de galactesa Cver
figura 23) y debido a la enzima empleada, la respuesta fué mucho mejor
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Figura 19. Perfil de respuesta tipico de la membrana
‘ enzimitica comercial C(YSI), 100, 150 y 200 mgrdL.
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Figura 20. Perfil de respuesta obtenida con el arreglo
acetato de celulosa-celofan y 1 mg de galactosa oxidasa
inmovilizada en forma liofilizada, 25, S0, 100 y 200
mgsdL.
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Figura 22. Perfil de respuesta observado con el arreglo
acetato de celulosa=celofin y f-galactosidasa~galac tosa
oxidasa en concentracidnes de 1 mg/dL de cada una e
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Figura 23. Perfil de respuesta observado con el arreglo
acetato de celulosa=celofin y B-galactosidasa-galac tosa
oxidasa en concentraciénes de 1 mg/dL. de cada una e
inmovilizadas en forma liofilizada , 50,100 y 200 mgsdL
de galactosa.
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que al inyectar lactosa. En este momento del trabajo y adn cuande ne
constituia parte de los objetivos, se habla logrado fabricar membranas
enzimiticas para la deteccién especifica de galactosa. Este fendmeno
resulta natural ﬂdabldo 4 que. la enzima usada para intentar 1la
determinacién de lactosa (galactosa oxidasad, es mucho mis especifica
para galactosa que para lactosa.

Para evitar que lax membranas enzimiticas presentaran el
problema de hetercgeneidad provocada por el exceso de enzima, se redujo
la cantidad hasta 0.5 mg. Ademis, en las pruebas iniciales en este
sistema, se utilizéd la segunda opcidén Cver figura 21) que consistid en
la co-inmovilizacién de fi-galactosidasa y glucosa oxidasa. Desde las
primeras pruebas con membranas de un espesor de 18,8 .um, los perfiles
mostraron una alta reproducibilidad Cfiguras 24 a y b). Estos perfiles
indicaron que el sistema I~galactosidasa-glucosa oxidasa podria ser
mis adecuado para la deteccién de lactosa. Al igual que en los casos
antericres, los perfiles todavia mostraron discontinuidad, aunque en
menor grado. Las deformaciones naturales ocurridas en las membranas
eoxternas al ser colocadas en medios acuocscs y la cantidad C(todavia
elevada, de enzima usadad no permitian un perfil de respuesta bien
definido, cocasionado principalmente por problemas de transporte. Para
resolver estos problemas se cambic la forma de inmovilizacién y se
disminuyé considerablemente la cantidad de las enzimas, de acuerde al
esquema mostrado en la figura 25. En este caso se prepard una solucidn
que contenia la mezcla de las enzimas diluidas en 100 uL de un
amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH 6.8, Esto implicéd un cambio
importante en la inmovilizacién, que consitid en depositar la mezcla de
enzimas en solucidén, en vez de hacerlo en forma liofilizada. Ademas,
con esta mezcla Se mantenia una relacion de unidades entre la glucosa
oxidasa y la fi~galactosidasa de 1:4.5, respectivamente. De esta mizcla
de enziras se tomaron alicuotas de 2,4,8 ¥ 10 ul lo cual representaba
40 veces mencs unidades (de cada una de las enzimas) respecto a las
usadas previamente para ccnst.rgir las membranas enzimaticas Cver tabla
5.

Los resultados de las pruebas indicaron un nivel adecuado de
deteccién de lactosa con el arregleo de membranas celofan-acetato de

celulosa. Con este par de membranas se lograron obtener lox perfiles
-que es musstran en la figura 28, los cuales resultaron muche mejor
definidom y con mucho mayor exactitud ¢t 8% en la lectura de las

60



8

Lectura (mg/dL)
3

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 W n
Tiempo {minutos)

200—

100+

Lectura (mg/dL.)

Tiempo (minutos )

Figura 24 a ¥y b. Perfiles observados al inmovilizar
fi-galactosidasa-glucosa oxidasa en un arreglo de acetato
de celulosa-spectrapor con 0.5 mg de cada una en forma
liofilizada.
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Figura 25. Segunda estrategia de inmovilizacién empleada

en la construccié4n de membranas enzimaticas.
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Tabla 8. Unidades de enzima y volumenes equivalentes empleados
para la construccidén de membranas enzimiticas para determinar
lactosa. .

Vol umen UNIDADES Peso de cada '
€ ul > - enzima

fi-galactosidasa Glucosa oxidasa (47D ]

2 6.5 1.4 10

4 13.0 2.0 20

8 10.8 4.35 0

10 2.5 7.2 50
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Figura 28. Perfiles de respuesta obtenidos con. 1la
mambrana enzimitica usando 10 ul € 7 U de glucosa
oxidasa, 32 U de f~galactosidasad de la solucién )
enzimitica. e
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soluciones de lactosa inyectadas.

Una comparacién de los perfiles de respuesta de las menbranas
comerciales y las desarrolladas en este trabajo se muestra en la figura
27. Los perfiles son distintos, aunque hay que considerar que se trata
de dos sistemas enzimiticos diferentes. En el comercial se usa la
enzima galactosa oxidasa y en la membrana construida en el laboratorio
se emplearon la f-galactosidasa y la glucosa oxidasa. En estas
membranas continda presentindose el problema de la inmogeneidad,
provocada muy probablemente por variaciones importantes en el espesor
de las membranas enzimsticas. Una prueba indirecta de este fendmeno lo
constituye el hechc de que al evaluarse con cada una de las alicuotas
usadas para la construccién de las membranas Cver figura 28>, se
generen diferentes perfiles para una sola concentracién de lactosa.

En la figura 28 se presentan lcos perfiles para 2, 4, 6 y 10 ul
de alicuctas tomadas para la preparacién de las membranas y que
corresponden a las unidades de enzima mostradas en la tabla 5. Se
observaron variaciones en funcién de la alicucta usada. Este fenédmenc
no se esperaba debido a que previamente se establecid que el proceso de
lectura del sensor enzimhtico est& controlade por difusién; por lo
tanto, la cantidad de enzima no deberia alterar la respuesta. Los
resultados se pueden explicar en funcién de pliegues o deformaciones
que Sse dan en la membrana enzimitica, principalmente en el celofin al
momento de hidratarse. Este sistema tiene problemas de transporte en el
electrodo enzimético por no contar con un espesor uniforme en 1la

membrana enzimitica.

5.3 ESTADILIDAD OPERACIONAL

AGn con las limitaciocnes de la falta de homogeneidad on' .1,

espeasor de las membranas, la determinacién de su ‘establilidad
operacional se realizé con una membrana construida con 6 ul de 1la
solucién conteniendo la mezcla de enzimas. Para elloc, se llevaron a
cabo mediciones sucesivas durante una semana. En estas condiciones y
como se observa en la figura 26 las membranas enzimiticas presentaron
una estabilidad operacional de al menos 8 dias, con rangos lineales de
deteccién de 0-400 mg/dl. y tiempos de respuesta de un minute, Hasta
este momento, todas las determinaciones se hablian realizade sin
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Figura 27. Perfiles de respuesta obtenidos con 1la
membrana enzimitica, en este caso se usaron 10 ML de una
soluciédn de fi-galac tosidasa-glucosa oxidasa
inmovilizadas en forma soluble. (—) membrana enzimatica
construida en el laboratorio, ¢--) mewmbrans enzimitica
comercial CYSI).
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recalibraciédn del analizador. As{ se |Dhicieron cerca de 30
determinaciones sucesivas con una calibracién inicial del dispositivo.
Este hecho, es importante resaltarlo puestc que con las membranas
comerciales es necesario recalibrar el analizador al menos cada dos
determinaciones. Esto significa que el rangoe lineal alcanzado en las
primeras pruebas (400 mg-/dL) podria ser potencialmente incrementade si
se realizaban calibraciones mis frecuentes (ver figura 30).

Los. resultados de las pruebas con las membranas enzimaticas
construidas con 8 uL de la solucidn conteniendc la mezcla de enzimas y
lievando a cabo calibraciones cada cinco medicicnes se muestran en la
figura 33. Fué posible incrementar el rango lineal de la deteccidén de
lactosa por arriba de 000 mg/dl.. En la figura 31 se observa la’
svaluacién de 1a estabilidad operacional en funcién de la
concentracidén inyectada y el margen de error. Es importante destacar
que cuando se emplea un sensor cuya sensibilidad no es posible ajustar
electrénicamente, la determinacién de la estabilidad operaciocnal es
funcidén Gnica y exclusivamente de la vida media de las enzimas
inmovilizadas. Sin embargo, cuando se utiliza el analizador, la
estabilidad operaciocnal de las membranas Cadn cuando también es funcidn
de la vida media de las enzimas), es calibrada al 100% de sensibilidad
con una concentracidn patrén (200 mgrsdld. Por esta razén, adn cuando la
vida media de las enzimas disminuyera, la membrana es ajustada como si
no hubiese pérdida de actividad y por lo tante la estabilidad
operacional tiene que ser evaluada en funcién del numerc de andlisis.

Con esta condicién, en la figura 31 se puede observar que las
membranas pueden ser empleadas para 200 determinaciones sin pérdida de
sensibilidad. MAs de 250 determinaciones, provocan que la sensibilidad
descienda hasta niveles no recomendables y que significan un error de
20%ex.

5. 4 MEJORAMIENTO EN LA METODOLOGIA DE CONSTRUCCION DE MEMBRANAS,

Aln cuando ya se contaba c¢con membranas reproducibles y
adecuadas para la detecciétn de lactosa; prevalecia el problema de la
alta hidratacién del celofan que nc permitia la construccidédn de
membranas enzimbéticas homogéneas. Este hecho ocasionaba  que la

eficiencia en la construccién de membranas enzimhticas fuese muy baja.
En promadia, solo la wmitad de las construidas resultaban utilizables.
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Mediante un dispositivo (descritc en la secciédn de materiales y
métodos) se llevd a cabo lo que se denomind “estiramiento en hdmedoe" de
las membranas de celofén. Con este proceso fué posible percatarse que
el 4rea de la membrana de celofén aumenta cerca de un 2i% después de
hidratarse. Este fenémeno ocasionaba que en las membranas enzimsticas
Se produjera un incrementd en su 4&rea equivalente a 1200 um
aproxt madamente.

Este fendmenc creaba bordes o pliegues que evidentemente
generaban problemas para transferencia de masa y de reproducibilidad.
Sin embargo, con el dispositive para “estirar en humedo", el celofén
primeramente se hidrata y se estira, posteriormente se pegan en el los
anillos de hule. De esta forma, la membrana una vez seca mantenia su
forma y al hidratarse ya no se formaban los bordes. Con este
procedimiento fué posible lograr membranas enzimiticas para la
determinacién de lactosa homegéneas y con una eficiencia cercana al
100%.

Una vez construidas las membranas en forma homogénea se
procedid a realizar prusbas para evaluar la 1nf1uonclra del espesor de
la capa enzimsética. Para ello se prepararon membranas con 2, 4 y 8 ubL
de la solucién con la mezcla de enzimas. El perfil de respuesta tipico
de estas membranas se muestra en la figura 32. Los perfiles que se
geheran para una misma concentracién de lactosa inyectada con las
diferentes cantidades de la mezcla de enzimas, son diferentes, lo cual
a primera vista pudiera sugerir alguna influencia de la capa
enzimitica. Sin embarge, las lecturas finales en el estado de régimen
permanente scn muy reproducibles de acuerdo a la concentracion
inyectada, aun cuando se trate de concentracicnes de enzima diferentes.
Esto elimina el efecto que pudiese tener la cantidad de enzima en el
espesor final de la capa enzimética y por lo tanto, en la respussta del
sensor. De esta manera, ni la concentracién de enzimas usada, ni el
espesor de la capa enzimstica (que se puede considerar despreciable
comparado con el espesor de las membranas), tienen efecto sobre la
respuesta del electrode enzimitico. El principal determinante es sin
duds el control difusional que proporciona el sistema de membranas

empl eado.
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Las membranas fueron evaluadas en términos de su estabilidad
operacional Cver figura 33) observiandose que el nimero de an&lisis pudo
ser aumentado de 200, hasta por arriba de 600 por membrans, sin pérdida
apreciable de la sensibilidad y con un margen de error en las lecturas

inferior al 5%

Con los resultados descritos hasta el momento se cumplia con
parte de los objetivos planteados en éste trabajo. Se establecid una
metodologia de inmovilizacién, por atrapamiento, de las enzimas
fi-galactosidasa y glucosa oxidasa para la construccidn de membranas
enzimiticas que permiten la determinaciédn de lacteosa. Estas membranas
presentan rangos lineales de 0-400 mg/dl recalibrando cada cince
determinaciones. El ntmero de an&lisis que pueden efectuarse con estas
menmbranas es cercano a 600 lo que garantiza una estabilidad de al mencs
i semana realizande en promedic 85 anidlisis por dia sin pérdida
apreciable de su sensibilidad.

8.5 EVALUACION COMPARATIVA

Ademis de la caracterizacién del electrodo enzimatico en cuanto
a estabilidad operacicnal y de acuerde a los objetives del trabajo., se
realizéd un analisis comparativo entre el mé#todo del DNS usado para
determinar lactosa y el método del electrode enzimstico. Ello con el ‘
fin de establecer las probables ventajas ¢ desventajas del usoc de éste
método. Las prusbas fueron realizadas con muestras complejas. Se
evaluaron tres diferentes presentaciones comerciales de leche y cuatre
muestras de saborizantes preparados con suerc de leche deslactosado
proporcionadas por la empresa Givaudan, S.A.

El métode convencional para determinacién de lactosa
seleccionado come palrdn de comparacidn, fué el métode de azdcares
reductores conoclde como DNS Cacido dinitrosalisiliced y descrito en la
seleccion de materiales y métodos. Los resultados de esta evaluaciédn se
presentan en ls tabla 6. En general, tantoc las muesiras de leche como
los saborizantes presentaron valores muy por arriba de los valores
esperados de lactosa. Las muestras de leche, presentaron valores aitos

muy probablemente debido a que este método cuantifica el contenido de
andocares reductores totales y por ello, los valores cuantifcados de

- lactosa son mayores del range reportado para estas leches que es del
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Tabla . AnAlisis comparativo del método del analizador enzimitico
vs método de azdcares reductores C(DNS).

MUESTRA DNS ANALIZADOR ENZIMATICO
g/L g/L

Leche

"Alpura" 53.8 40

Leche

"Alpura 2000" 57.2 43

Leche

"Mileche" 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

Muestiras proporcionadas por Givaudan, S. A.

76



4-3%. El método del analizador enzimitico muestra mayor congruencia con
los resultados esperados y menor tiempo de andlisis y sus valores se
encuentran en el rango de concentracion de lactosa reportado para las
nuestras de leche probadas. En la evaluacién con las muestras de
saborizantes, el problema que presentc el método convencional C(DNSD fué
mis agudo. De acuerdo a la empresa Givaudan, estas muestras fueron
preparadas con sueros de leche deslactosada. Sin embargo, cuando son
determi nadas con el método del DNS, los resultados indican contenidos
de lactoza de entre un 2.5 a2 un 8 %. Finalmente se encontro que los
datos estaban siendo alterados por el color de las muestras. El color
que presenraban las muestras era muy similar al del reactivo usado en
la determinacién de lactosa (DNS) y por lo tanto los resultados del
método para este tipo de muestras no fuesron confiables.

Cuando se usc el analizador enzimatico en la determinacién de las
muestras de leche, se obtuvieron resultades de entre un 0.8 a un 0.8 %
de lactosa. Ello significa que se trata de muestiras de suero
practicamente deslactosadas. El analizador enzimitico demostro que el
color de las muestras no afecta la determinacidn, ademis de mostrar
menor tiempo de anslisis y mayor especificidad.

6. DETERMINACION DE SACAROSA
6.1 SELECCION DE SOPORTES

En la determinacién de sacarosa, el principio de medic.lbn se
basa en la accién de tres enzimas catalizando su conversion a Hi0z de

acuerdo a la siguiente secuencia:

Sacarosa - >  a-D-glucosa
invertasa
a-VD-grl ucosa e iarstasa > f-D-glucosa
fi-D-glucosa > Ha0z + A. glucénico

glucosa-oxidasa

Al igual que en el caso de las membranas para lactosa, el prlmor'
‘objetiveo fué la seleccidn de los soportes para inmovilizacién de las
enzimas. Tomando en consideracién que un buen arreglo de membranas para
lactosa, fué el celofsan Ccomo membrana externad) y acetato de celulosa
Ccomc membrana externa), se realizaron las pruebas iniciales usando
esta combinacién. Los resultados se aprecian en la figura 34. En esta

figura el valor final de lectura corresponde a 10 determinaciones por
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cada concentracidén evaluada. Cuando se determinaban concentraciones por
debajo de 100 mg-dlL de sacarosa, el error de las mediciones fué del 2
al 7 %. Sin embargo, cuando se inyectaron concentraciones por arriba de
100 mg/dlL, el error de la determinacién aumentaba por arriba del 35 %.
Pruebas posteriares mostraron resultados similares. Entre los
parsmetros que podian ser los responsables de ellos, se tenia por un
lado el que el control difusicnal no fuese el adecuado. La influencia
del amortiguador se descarto puesto que el electrodo enzimstico
cuantificaba concentraciones bajas de sacarosa. Considerando que el
arreglo de membranas es responsable del control difusional, se probaron
otros arreglos para la determinacién de sacarcosa. En consecuencia, se
probaron los arreglos acetato-acetate y celofin-celofén. En las pruebacs
con el arreglc de membranas acetato-acetato, no Se aprecio ninguna
respuesta del sistema enzimitice a la presencia de sacarcsa. Esto
puede explicarse debidc a que estas membranas, de acuerdc a la
literatura CTaylor et al, 1077), presentan un dismetro de poro muy
pequefio, en el corden de 1 a 3 Amstrongs. Por esta razén, se psnso que
tanto ¢l sustrato como el producto no pedian difundir hasta la zona de
reaccioén y deteccidn consecuentementeno se observaba ninguna respuesta.
Al realizar las pruebas con el arreglo de membranas celofén-celofén los
perfiles de respuesta se definiercn como se esperaba. En'las figuras 35
y 30 se observan los perfiles de generacién de HzOz2 en el elecirodo
enzimgtico cuande se inyectaron concentraciones de 100, 200, 300 y 600
mg/dl. de sacarosa. La sensibilidad evaluada estadisticamente presentaba
un margen de error en las determinaciones de entre 1 y 3 % (cada
determinacidn fué realizada al menos 5 veces). Este error bien pudiera
ser el propic experimental en el se incurre al pesar la sacarosa, al
hacer las diluciones de la misma © en la inyeccién de las muestras al
analizador. Estos resultades demostraron, la impoertancia del sistema de
resistencia difusional wusade en la construccién de membranas

enzimiticas.
8.2 INMOVILIZACION Y ESTABILIDAD OPEﬁACIONAL

En el andlisis de estabilidad operacional se observo que los
resultados en cuanto a sensibilidad y range lineal de deteccién son
adecuados. Sin embargo, el nimerc de andlisis que se podian efectuar

con una membrana fué relativamente bajo (180 anslisis), comparado con
l1ea menbranas comerciales que alcanzan hasta 300 anklisis Cver figura
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37). Las causas probables de este fendmenc podian ser que alguna de las
enzimas estuviese perdiendo actividad o bien que el tamaNo de poro del
celefan fuera lo suficientemente grande para permitir que alguna de las
enzimas se difundiera al exterior en vista de que se encuentran
inmovilizadas por simple atrapamiento fisico. Una lInmovilizacién por
enlace covalente podria ayudar a resolver este problema.

En la inmovilizacién por enlace covalente se empled como agente
bifuncional al glutaraldehido, de acuerdo con la estrategia mostrada en
la figura 38. Las membranas enzimiticas construidas con este proceso se
montaron en el sensor de HzO2 y se probaron muestras de sacarosa en un
range de 0-800 mg/dl. En la figura 30 se muestiran los perfiles para
varias conccnt.raciontﬁ de sacarosa. Estos perfiles se encuentran mejor
definidos en comparacidén & los perfiles obilenidos para estas mismas
concentraciones de sacarosa. Estos resultados confirman la importancia
del espesor de las membranas (sistema de limitacidn difusional), que se
emplean en la construccién de membranas enzimiticas para la
determinacién de sacarosa. Por otra parte, se observd que el método de
inmovilizacién por enlace quimico permite incrementar la estabilidad
ocperacional. Los datos de la figura 40 evidenciaron que la estabilidad
de las membranas se mantiene sin cambio durante un promedic de 800
andlisis, los cuales son suficientes para que la membrana, si es
empleada para 50 andlisis por dia pueda durar al menos 10 dias. Las
menbranas comerciales establecen que las membranas para sacarosa tienen
una vida media de 10 dfas, sin estipular el numero de andlisis que

puedan efectuar.
6., 3 EVALUACION COMPARATIVA

_ - Para la evaluacitn comparativa del método del analizador
enzimatico en la determinacién. de sacarosa, el analizador fué
trasladado a una fabrica de alcohol. El analizador fué¢ evaluado
siguiendo el transcurso de una fermentacién alcoholica de 3 tinas de
fermentacidén. El método convencional contra el cual fué comparado
consistioco en el tradiciocnalmente usade por la fabrica, este es el
método de la solucién de Soxhlet modificado por Fehling. En la figura
41 se presenta la ciné#tica de consumo de azicares seguida con el método
convencional y cen el analizador Ccomo sacarosad. En la figura 42 se
puede observar que entre el metddo de Fehling y el analizador no
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existen diferencias considerables. Desde luego el analizador tiene
ventajas en cuanto al tiempo y simplicidad de la determinacién. El
método de Fehling no podria discriminar entre azdcares reductores no
fermentables. E!} hecho de que en las tinas de fermentacién analizadas,
los valores de azUcares cuantificados por el método de Fehling ¥
mediante el analizador fueran muy parecides, sugiere que los azlcares
fermentables de ese lote fueron muy similares a los reductores totales.
Sin embargo, se sabe que esta situacién puede variar importantemente
funcién del lempo de zafra y del tiempo de almacenamiento de la
melaza.

Es importante seffalar que, por las caracteristicas del sistema
enzimbtico, este presenta la desventaja de que no solo determina
sacarcsa, sino que también cuantifica como sustancias interferentes la
glucosa y fructosa que pueden estar presentes en el medioc.
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7. CONCLUSTIONES

En este trabajo se ha desarrollado una metodologia para la
seleccién del material a wusar en la construccién de membranas
enzimiticas. Ademis en este trabajo se establecieron las metcdologias
de inmovilizacién de las enzimas [i~galactostdasa-glucosa oxidasa y
mutarotasa, invertasa Yy glucosa oxidasa para la determinacidén
especifica de lactosa y sacarosa respectivamente.

Durante la seleccién de los soportes para la inmovilizacién las
pruebas con ferricianurc de potasio (figura 14), indicaron que existe
una relacién directa entre el espesor que presenta cada membrana y su
capacidad para retardar la difusién de moléculas interferentes a través
de ella. Las membranas con mayor espesor, tubos de dislisis benzoilados
CTDBY y Spectrapor (SPC), con espescres de 27 y 23 um respectivamente,
resultaron adecuados para retener el paso de esta molécula y no afectar

en 80 segundos la lectura del sensor.

Las membranas mis delgadas Ccelofan y acetato de celulosad, con
20 ¥ 3 um no fueron adecuadas para limitar el efecto del ferricianure
de potasioc sobre la lectura del sensor.

En la evaluacién de los soportes usando ferrocianuro de potasio
C(figura 15D, se observéd que esta molécula es la que presenta el mayor
efecto de interferencia sobre las lecturas del electrodo sensor. Al
igual que usando ferricianuro, las membranas SPC y TDB resultaron las
mis adecuadas para disminuir su efecto sobre el sensor. Por otra parte,
el celofén y acetato de celulosa no fueron adecuados para disminuir el
efecto de esta néléculn en las lecturas del sensor. ' '

Cuando se evaluaron individualmente los distintos materiales a
usar como soporte, en relaciédn a su comportamiento con scido asecérbico
y &cido Grico (figura 1Q), sSe observd que el #cido ascédrbico tiene
mayor efecto que el &cldo Grico sobre las lecturas del sensor. Al igual
que en las pruebas con ferricianuro y ferrocianuro las membranas SPC y
TDB fueron las mejores para limitar la difusién y por tanto inhibir el
efecto del #cido ascérbico y &cido drico sobre el sensor.
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Aquellas membranas que mostraronh las mejores caracteristicas
para la disminucién del efectc de las distintas moléculas que
interfieren en la lectura del sensor, podian ser usadas como membrana
interna mientras que las que mostraron poca eficiencia para la
disminucién del efecto de interferencia de las moléculas evaluadas

deberfan ser usadas como membrana externa.

Al realizarse las pruebas con los distintos arreglces de dos
membranas, el que resulté miés eficaz para disminuir el efecto de
interferencia de los compuestos usados fué el arreglo celofan Cmembrana
externad), acetato de celulosa (membrana interna). Este arreglo fué el
que se empled en la construccidn de las membranas enzimiticas para la

determinacién de lactosa.

En la construccién de membranas enzimdticas para la
determinacién de sacarosa, el arreglo celofén-celofén presentd mejores
-resultados que el arreglo celofién-acetato de celulosa en el control de
la respuesia en el electrodo enzimstico.

Se ha establecido una metodologia de inmovilizacién por
atrapamiento fisico de las enzimas fI-galactosidasa y glucosa oxidasa
para la construccién de membranas enzimiticas que permiten la.
determinacién especifica de laclosa empleando un electrodo enzimitico.

Las membranas enzimiticas para determinacién de lactoga
presentaron un rango lineal de 0-400 mg/dL realizando recalibraciones

cada 30 determinaciones.

Cuando se efectuaron recalibraciones al menos cada cinco
determinaciones, e! rango lineal pudo ser aumentado por arriba de @00

ngs/dl de lactosa.

La estabilidad opesracional de las membranas enziméticas para
determinacién de lactosa es de al menos 600 anslisis, sin pérdida
apreciable de 1a sensibilidad y con un margen de error inferior al B%.

.
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Se estableci®d una metodologia de co-inmovilizacién por
atrapamiento fisico de las enzimas: invertasa, mutarotasa y glucosa
oxidasa para la construccitn de membranas enzimiticas especificas para
la determinacién de sacarosa.

Empleando las membranas enzimdticas con enzimas inmovilizadas
per atrapamiento fisico se cbtienen rangos lineales de deteccidn de
0-600 mg-dL. '

La evaluascidén de la estabilidad operacional indicé que con
estas membranas pueden efectuarse cerca de 200 andlisis sin pérdida
considerable de sensibilidad.

Se establecit una metodologia de co-inmovilizacién por enlace
covalente enpleando como agente quimico el glutaraldehido.

Las membranas enzimiticas construfdas con el proceso anterior
mostraron rangos lineales de 0-1000 mg-dL.

La estabilidad operacional indicé que las membranas se
mant.ienen sin cambios significativos en la sensibilidad durante un
promedic de 500 anslisis.

; La evaluacidén comparativa del método del analizador enzimhtico
en el caso de sacarosa evidencid que entre el método del analizador y
el método de Fehling no existen diferencias considerables en 1la
determinacién. El analizador tiene ventajas respectc al tiempo y
simplicidad de la determinacidn.
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