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Abreviaturas  

 

Ag plata 

AgCl cloruro de plata 

ASH Albumina de Suero Humano 

b ordenada al origen 

c concentración 

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

E Enzima 

[E] concentración de enzima 

E potencial 

EDC clorhidrato de N-etil-N´-(3dimetilaminopropil) carbodimida 

ES Complejo enzima sustrato 

ESP Electrodo screen-printed 

GA glutaraldehído 

HQ Hidroquinona 

HSA Human Serum Albumin 

I corriente 

K'm, libre 
constante de Michaelis-Menten aparente para la enzima en solucion 

determinada por amperometria 

Km´ constante de Michaelis-Menten aparente 

l longotid de paso óptico 

LDD Límite de detección 

LDQ Límite de Cuantificación 

LTv Laccasa de Trametes versicolor 

M Molar 

m pendiente 
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MES ácido 2-(N-morfolino)- etano sulfónico 

mTyr mushroom Tyrosinase 

µA Microamper 

µM Micromolar 

o-Q orto-Quinona 

P Producto 

p-Q 1.4, dibenzoquinona 

p-Q para-Quinona 

PVA Alcohol polivinílico 

PVA-WAP Alcohol polivinílico soluble en agua 

Rtc resistencia a la transferencia de carga 

S Sustrato 

[S] concentración de sustrato 

SEM Microscopia Electronica de Barrido, por sus siglas en ingles 

SPE screen-printed electrode 

sulfo-NHS sal sulfónica ácida de sodio 

tir Tirosinsa mushroom 

TROLOX ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 

TvL Trametes versicolor Laccase 

v velocidad 

V volts 

VC voltamperometria ciclica 

vmáx velocidad máxima 

VT volumen total 
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Resumen  
 

En esta investigación se describe la caracterización cinética y analítica de biosensores, 

elaborados sobre electrodos de tipo screen-printed (ESP) utilizando laccasa de Trametes 

versicolor, o tirosinasa mushroom como elementos de reconocimiento ambas  son el 

atrapamiento, el reticulado y el enlace covalente en seis condiciones experimentales 

diferentes (ver Tabla I). Cada uno de ellos se caracteriza mediante Voltamperometría Cíclica, 

Espectroscopia Ultravioleta Visible, Amperometría y Microscopia Electrónica de Barrido 

(SEM). La caracterización electroquímica y espectrofotométrica se realiza a (30.0 ± 0.5) °C 

y pH = 4.70 ± 0.01 impuesto con amortiguador de acetatos  0.1 M, la constante de Michaelis-

Menten aparente (Km´), para la oxidación enzimática de hidroquinona (HQ) a p-quinona, (p-

Q), es usada como parámetro de comparación, ya que provee información tanto de los 

parámetros de la cinética enzimática como de los parámetros analíticos ligados directamente 

con el biosensor.  

 

Tabla I. Componentes de cada biosensor fabricado con laccasa sobre electrodos de tipo 

screen-printed. 

Elemento de 

reconocimiento 
laccasa de Trametes versicolor (LTv) 5 mg/mL 

Método de 

inmovilización 
Atrapamiento Reticulado Enlace covalente 

Reticulante 

Alcohol 

polivinílico 

soluble en 

agua (PVA) 

Puro Co-reticulado 

clorhidrato de N-

etil-N´-(3-dimetil-

aminopropil) 

carbodimida 

(EDC) 

Sin albúmina de 

suero humano (ASH) 

Con albúmina de suero 

humano 

(ASH) 

glutaraldehído 

2.5% 1.0% 
2.5% 1.0% 

Termocurado a 40 °C 

Biosensor ESP/LTv/PVA 

ESP/LTv

/GA 

2.5% 

ESP/LTv

/GA 

1.0% 

ESP/LTv/

ASH/GA 

2.5% 

ESP/LTv/

ASH/GA 

1.0% 

ESP/LTv/EDC 

 

Después de comparar los distintos métodos de inmovilización, se encuentra que el mejor 

método de inmovilización es el reticulado utilizando glutaraldehído al 2.5% a 40 °C, 
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obteniendo una Km´ de 170 ± 3 µM, y un límite de detección de HQ de 17 ± 6 µM, su tiempo 

de fabricación es de 1.5 horas y tiene un tiempo de vida > 5 meses almacenado a temperatura 

ambiente.  

 

Para analizar el efecto de la enzima sobre el método de inmovilización se fabricaron 

biosensores con las mismas condiciones experimentales mencionadas anteriormente 

utilizando ahora tirosinasa mushroom (Tm) como elemento de reconocimiento (Tabla II). 

Cada uno de estos biosensores fue caracterizado mediante Voltamperometría Cíclica, 

Espectroscopia Ultravioleta Visible, Amperometría, Espectroscopia de Impedancia 

Electroquímica (EIS) y Microscopía Electrónica de Barrido (SEM). 

 

Tabla II. Componentes de cada biosensor fabricado con tirosinasa sobre electrodos de tipo 

screen-printed.  

Elemento de 

reconocimiento 
tirosinasa mushroom (Tm) 5 mg/mL 

Método de 

inmovilización 
Atrapamiento                                             Reticulado Enlace covalente 

Reticulante 

Alcohol 

polivinílico 

soluble en 

agua (PVA) 

Puro Co-reticulado 

clorhidrato de N-etil-

N´-(3-dimetil-

aminopropil) 

carbodimida (EDC) 

Sin albúmina de 

suero humano (ASH) 

Con albúmina de 

suero humano 

(ASH) 

                                          glutaraldehído 

2.5% 1.0% 
2.5% 1.0% 

Termocurado a 40 °C 

Biosensor ESP/Tm/PVA 
ESP/Tm/

GA 2.5% 

ESP/Tm/

GA 1.0% 

ESP/Tm/

ASH/GA 

2.5% 

ESP/Tm/

ASH/GA 

1.0% 

ESP/Tm/EDC 

 

De la caracterización amperométrica se obtiene la constante de Michaelis-Menten aparente, 

K´m, de cada biosensor, mientras que de las mediciones de la impedancia se obtiene la 

resistencia a la transferencia de carga, Rtc, de los biosensores caracterizados. Se encontró que 

el biosensor ESP/Tm/GA 2.5% tiene la K´m = (57 ± 7) M y los valores de Rtc, más bajos, 
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así como los límites de detección y cuantificación más bajo para la cuantificación de catecol; 

no obstante, la sensibilidad más alta corresponde al biosensor ESP/Tm/PVA.  

 

Con el fin de mejorar la transferencia electrónica, se diseñaron biosensores de tipo screen-

printed con electrodos de trabajo de 0.7 cm2 de área, sin embargo la membrana polimérica al 

inmovilizar mediante atrapamiento y reticulado solo cubre el 30%, 70% y 100% del área del 

electrodo de trabajo. Utilizado LTv como elemento de reconocimiento se encuentra que los 

biosensores que tienen el 70% del área cubierta por la membrana polimérica, mejoran los 

parámetros cinéticos (Km´ y Imax) y los parámetros analíticos del biosensor (límite de 

detección, límite de cuantificación, sensibilidad, intervalo lineal, etc.) 

 

Usando los biosensores  ESP/LTv/GA 2.5% y ESP/Tm/GA 2.5%, se determina la capacidad 

antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) para las infusiones preparadas con Mirto (Salvia 

microphylla), Hierba San Cayetano (Solanum rudepannum), Muicle (Justicia spicigera), 

Hierba dulce (Lippia dulcis) y Salve Real (Lippia alba); plantas medicinales de uso común 

en México. En este trabajo se obtiene que Mirto es una planta rica en compuestos fenólicos 

para-sustituidos pues se obtiene un mayor TEAC al utilizar el biosensor de LTv, mientras 

que el resto de las infusiones estudiadas muestran una composición de compuestos orto- y 

meta-sustituidos mayor al obtener un TEAC mayor con el biosensor de Tm.  
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Abstract  
 

A biosensor’s detection principle is based on the specific interaction between the compound of 

interest and the recognition agent. As result of such bond, one or more physicochemical properties 

varies (pH, transport of electrons, heat, potential difference, mass, optical properties variation, etc.) 

that is detected through the transductor. This system transforms the recognition agent’s response into 

an electronic signal thus indicating the analytes’ concentration in the sample. With the passage of 

time, the sensors required have become inexpensive, practical and easy to use; presently, the most 

common biosensor is the glucose biosensor, used by diabetics. Among the latest developments, the 

devices that are now constructed use the technology called "thick film". These biosensors are formed 

with ink or paste layers sequentially deposited on a support or substrate. A key factor that 

distinguishes this technology is the screen-printing method responsible of depositing the film. 

The present research project describes the fabrication and characterization of biosensors made with 

screen-printed type-electrodes (SPE) using Trametes versicolor Laccase (TvL) and mushroom 

Tyrosinase (mTyr), immobilized through entrapment, cross-linking and co-crosslinking covalent 

bond methods, and its implementation for the determination of the antioxidant capacity of medicinal 

plants in the state of Guerrero, Mexico. 

The Laccase immobilization from Trametes versicolor (TvL) by means of entrapment, cross-linking 

and covalent bonding methods is analyzed through the development and characterization of 

amperometric screen-printed sensors for phenolic compounds. In order to perform the immobilization 

with each of the methods stated, polyvinyl alcohol (PVA), glutaraldehyde (GA) and N-ethyl-N’-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide clorhydrate (EDC), were used respectively; the electrochemical 

characterization was carried out at (30.0 ± 0.5) °C and pH = 4.70 ± 0.01. The apparent Michaelis-

Menten constant, Km´, for the enzymatic oxidation of hydroquinone, HQ, to p-quinone, p-Q, was used 
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as comparison parameter, to provide information on the enzymatic kinetic parameters, as well as the 

analytic parameter linked directly to the biosensor. After comparing the different immobilization 

methods, it became apparent that the best one was cross-linking at 40 °C, that gave the lowest Km´ 

((170.1 ± 3.2) µM), and HQ limit of detection ((17.0 ± 6.6) µM) values. The antioxidant capacity of 

real samples from infusions of medicinal plants, was evaluated using this biosensor. 

The working area of a screen-printed electrode, SPE, was modified with the Tyrosinase enzyme (Tyr) 

using different immobilization methods, namely: entrapment, with water soluble polyvinyl alcohol, 

PVA, cross-linking using glutaraldehyde, GA, and cross-linking using GA and Human Serum 

Albumin, HSA; the resulting electrodes were termed SPE/Tyr/PVA, SPE/Tyr/GA and 

SPE/Tyr/HSA/GA, respectively. These biosensors were characterized by means of amperometry and 

EIS techniques. From amperometric evaluations, the apparent Michaelis-Menten constant, Km´, of 

each biosensor was evaluated while the respective charge transfer resistance, Rct, was assessed from 

impedance measurements. It was found that the SPE/Tyr/GA had the smallest Km´ (57 ± 7) M and 

Rct values. This electrode also displayed both the lowest detection and quantification limits for 

catechol quantification. Using the SPE/Tyr/GA, the Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) 

was determined from infusions prepared with “Mirto” (Salvia microphylla), “Hierba dulce” (Lippia 

dulcis) and “Salve Real” (Lippia alba); medicinal plants commonly used in Mexico. 

The determination of the antioxidant capacity give qualitative information about the chemical 

composition of the samples analyzed, obtaining that Mirto is a plant rich in phenolic compounds para-

substituted, while the rest of the infusions studied show a high composition of ortho and meta 

substituted compounds. 
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Un biosensor es un dispositivo formado por un elemento de reconocimiento biológico 

inmovilizado a un soporte y un transductor. Para fabricar un biosensor robusto es necesario 

utilizar un buen método de inmovilización, mantener una velocidad de reacción enzimática 

adecuada y no afectar la transferencia de carga entre la enzima y el sustrato además deben 

ser dispositivos de bajo costo y fácil fabricación que puedan ser aplicables en algún campo 

de la ciencia.  

 

A lo largo de esta investigación se presentan los resultados obtenidos para biosensores 

elaborados con laccasa de Trametes versicolor o tirosinasa mushroom inmovilizada mediante 

los métodos de atrapamiento, reticulado, co-reticulado y enlace covalente en sensores de tipo 

screen-printed, cada uno de ellos es caracterizado mediante Espectroscopia de UV-Vis, 

voltamperometría cíclica y  amperometría cuantificando la oxidación de Hidroquinona y 

Catecol respectivamente.  

 

Para evaluar el efecto del método de inmovilización en la transferencia de carga de la 

reacción enzimática se utiliza Espectroscopia de Impedancia Electroquímica, estos resultados 

son comparados con el efecto de la inmovilización en la constante aparente de Michaelis-

Menten en donde se obtiene que el mejor método de inmovilización para el desarrollo de 

biosensores es el reticulado sin albumina a 40°C ya que mantiene un equilibrio entre la 

constante cinética (Km´) y la constante de velocidad heterogénea (k0). 
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Mediante la Microscopía Electrónica de barrido se analiza la conformación de la membrana 

polimérica del biosensor y se observa que la superficie del biosensor pierde rugosidad lo que 

complica la transferencia de electrones en la reacción redox de hidroquinona, por lo tanto se 

propone un nuevo diseño en la fabricación de biosensores cubriendo solo un porcentaje del 

área del electrodo, los mejores resultados se obtienen al cubrir el 70% del área del electrodo 

de trabajo en el biosensor y dejar el resto descubierto; esto mejora la transferencia electrónica 

en el sistema, la sensibilidad, el límite de detección y cuantificación, la intensidad en la 

respuesta electroquímica se incrementa y los parámetros cinéticos del biosensor mejoran.   

 

Una de las aplicaciones de estos biosensores es la determinación de la capacidad antioxidante 

equivalente a Trolox, en infusiones preparadas con plantas medicinales pertenecientes a la 

herbolaria mexicana. Estas infusiones son utilizadas por la población para combatir 

malestares como el dolor de cabeza, malestar estomacal, incluso enfermedades como la 

hipertensión, alteraciones del sistema nervioso o la migraña. Mediante un estudio 

amperométrico se determina la capacidad antioxidante de dichas infusiones y se discute la 

razón por la cual estas infusiones son eficaces al combatir dichas enfermedades.  

 

Es por ello que esta investigación constituye una base para el desarrollo de biosensores que 

mantienen una cinética enzimática y una cinética electroquímica adecuada y pueden ser 

aplicables en distintos campos de la ciencia, economizando tiempo, recursos y materiales en 

el desarrollo de futuras investigaciones. 
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1.1. Enzimas  

La necesidad del ser humano por conocer cuál es su procedencia se ha convertido en una 

prioridad, algunos dicen que el ser humano desciende del mono, y defienden la cultura 

evolucionista planteada por Darwin[1], otros se apegan a lo que la biblia comenta y defienden 

que un Dios extraordinario fue quien creó todo lo que hoy podemos ver. Pero con el paso del 

tiempo el ser humano ha intentado comprender un poco la naturaleza y todo lo que en el 

universo existe teniendo éxito en algunas de sus investigaciones. Una de esas incógnitas 

implica el funcionamiento del cuerpo humano; ¿cómo es que una serie de reacciones 

químicas ocurren en el momento y en las condiciones adecuadas, es decir en pequeños 

intervalos de temperatura, pH, presión, etc? [2].  

 

En el año de 1878 el fisiólogo Wilhelm Kühne (1837 – 1900) acuñó el término enzima, que 

viene del griego ενζυμον "en levadura", para describir la fermentación del azúcar. Louis 

Pasteur llegó a la conclusión de que esta fermentación era catalizada por células de la 

levadura, llamadas fermentos, e inicialmente se pensó que solo funcionaba con organismos 

vivos [3]. En 1897 Eduard Buchner comenzó a estudiar la capacidad de los extractos de 

levadura para fermentar azúcar en ausencia de células vivientes de levadura, y encontró que 

el azúcar era fermentado inclusive cuando no había elementos vivos en los cultivos de células 

de levadura. Llamó a la enzima que causa la fermentación de la sacarosa, “zimasa”. En 1907 

recibió el Premio Nobel de Química "por sus investigaciones bioquímicas y por haber 

descubierto la fermentación libre de células".  

 

La Unión Internacional de Bioquímica y Biología Molecular ha desarrollado una 

nomenclatura para identificar a las enzimas basada en los denominados Números EC [4]. De 

este modo, cada enzima queda registrada por una secuencia de cuatro números precedidos 

por las letras "EC". El primer número clasifica a la enzima en base a su mecanismo de acción 

mientras que el resto de ellos indican la especie química que participa en la reacción 

enzimática.  
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A continuación se indican las seis grandes clases de enzimas que se conocen hasta ahora [5]: 

 

 EC1 Oxidorreductasas: catalizan reacciones de óxido-reducción o redox. Precisan 

la colaboración de las coenzimas de óxido-reducción (NAD+, NADP+, FAD) que 

aceptan o ceden los electrones correspondientes. Ejemplos: deshidrogenasas, 

peroxidasas.  

 EC2 Transferasas: transfieren grupos activos (obtenidos de la ruptura de ciertas 

moléculas) a otras sustancias receptoras. Suelen actuar en procesos de 

interconversión de monosacáridos, aminoácidos, etc. Ejemplos: transaminasas, 

quinasas.  

 EC3 Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrólisis con la consiguiente obtención de 

monómeros a partir de polímeros. Actúan en la digestión de los alimentos, 

previamente a otras fases de su degradación. Ejemplos: glucosidasas, lipasas, 

esterasas.  

 EC4 Liasas: catalizan reacciones en las que se eliminan grupos H2O, CO2 y NH3 para 

formar un doble enlace o añadirse a un doble enlace. Ejemplos: descarboxilasas, 

liasas.  

 EC5 Isomerasas: actúan sobre determinadas moléculas obteniendo de ellas sus 

isómeros funcionales o de posición, es decir, catalizan la racemización y cambios de 

posición de un grupo en determinada molécula obteniendo formas isoméricas. Suelen 

actuar en procesos de interconversión. Ejemplo: epimerasas (mutasa).  

 EC6 Ligasas: catalizan la degradación o síntesis de los enlaces denominados 

"fuertes" mediante al acoplamiento a moléculas de alto valor energético como el ATP. 

Ejemplos: sintetasas, carboxilasas. 

 

La investigación sobre las enzimas ha sido muy intensa desde la última parte del siglo XX. 

Esto ha conducido a la purificación de millares de enzimas, a la elucidación de la estructura 

y mecanismo químico de muchas de ellas [6] y a un conocimiento general sobre su método 

de acción. 
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Con excepción de un pequeño grupo de moléculas de RNA catalítico, todas las enzimas son 

proteínas. Estas proteínas son catalizadores extraordinarios, además de ser muy específicos 

discriminando muy fácilmente entre dos sustratos con estructuras similares [7]. Su actividad 

catalítica depende de la integridad de su conformación proteica nativa. Si se desnaturaliza o 

se disocia una enzima en sus subunidades, puede perderse la actividad catalítica. Si se 

descompone una enzima en sus aminoácidos constituyentes, siempre se destruye su actividad 

catalítica. Sin embargo, aunque la estructura determina su función, predecir una nueva 

actividad enzimática basándose únicamente en la estructura de una proteína es muy difícil, y 

un problema aún no resuelto.  

 

Existen dos condiciones fundamentales para la vida, la entidad viva debe ser capaz de 

autorreplicarse y  de catalizar reacciones químicas eficiente y selectivamente. Como se sabe, 

los sistemas vivos utilizan la energía de su entorno. Muchos de nosotros, por ejemplo, 

consumimos cantidades sustanciales de sacarosa (azúcar de mesa común) como un tipo de 

combustible, ya sea en forma de alimentos y bebidas dulces o como azúcar propiamente 

dicho. La conversión de sacarosa en CO2 y H2O en presencia de oxígeno es un proceso 

altamente exergónico, que genera energía libre la cual podemos utilizar para pensar, 

movernos, saborear y ver. Sin embargo, se puede almacenar una bolsa de azúcar durante años 

sin que sufra ninguna transformación obvia a CO2 y H2O. Siendo este proceso químico 

termodinámicamente favorable, es sin embargo ¡muy lento! Aun así, cuando el ser humano 

consume sacarosa, la energía química se libera en segundos [8]. 

 

La diferencia está en la catálisis, sin catálisis las reacciones químicas que son necesarias para 

mantener la vida, como la oxidación de la sacarosa, no podrían darse en una escala de tiempo 

conveniente. Los mejores catalizadores para los sistemas biológicos son las enzimas, ya que 

poseen un elevado grado de especificidad respecto a sus sustratos, aceleran 

espectacularmente las reacciones químicas específicas y funcionan en soluciones  acuosas en 

condiciones muy suaves de temperatura y pH. Es por ello que las enzimas están en el centro 
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de todos los procesos bioquímicos, y su estudio también tiene una importancia práctica 

inmensa [9]. 

 

1.2. Métodos de inmovilización  

La inmovilización de enzimas mediante la unión a un soporte, es un campo de alto interés 

para los científicos. Los beneficios de llevar a cabo una reacción química con una enzima 

inmovilizada son variados, es decir hay beneficios tanto en el costo de la investigación como 

en la actividad enzimática, la estabilidad o bien en el tiempo [10]. Las enzimas inmovilizadas 

son a menudo más estables que las enzimas purificadas en solución acuosa, diluida y también 

pueden ser más resistentes al calor, a intervalos más amplios de pH y al almacenamiento. Es 

por ello que la inmovilización de enzimas es un tema actual con aplicaciones en varios 

campos de la ciencia; es importante hacer una buena elección de un método de  

inmovilización de enzimas para no afectar las propiedades de las mismas.  

 

Al momento de inmovilizar se confina o localiza a la enzima en una región definida del 

espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalítica y que pueden 

ser reutilizadas repetidamente [11] y con el paso del tiempo se ha ampliado a aquel proceso 

por el cual se restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de movimiento de 

enzimas, organelos, células, etcétera por su unión a un soporte [12]. La Figura 1.1 muestra 

un esquema de los métodos de inmovilización y su clasificación de acuerdo a sus propiedades 

químicas y/o físicas.  

 

Los métodos más utilizados son la adsorción física, el atrapamiento, el reticulado (cross-

linking) y la formación de enlaces covalentes. En Anexo 1 se describe cada uno de los 

métodos de inmovilización así como sus ventajas y desventajas.  
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Figura 1.1 Mapa conceptual sobre algunos métodos de inmovilización de enzimas, conocidos actualmente. 

 

 

1.3. Cinética enzimática  

Un estudio de la velocidad (v), o cinética, de una reacción catalizada por una enzima es útil 

para determinar los pasos que suceden en la reacción total, es decir puede determinarse el 

mecanismo de reacción. Muchas enzimas comparten algunas propiedades cinéticas. Cuando 

se añade sustrato a una enzima, la reacción enseguida llega a un estado estacionario en el que 

la velocidad a la que se forma el complejo ES (enzima-sustrato) se equilibra con la velocidad 

a la que reacciona.  
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La cinética enzimática muestra que las velocidades de reacción de las enzimas dependen de 

las condiciones de la solución y de la concentración de sustrato [13]. Aquellas condiciones 

que desnaturalizan una proteína, como temperaturas elevadas, valores extremos de pH o altas 

concentraciones de sal, dificultan o impiden la actividad enzimática, mientras que elevadas 

concentraciones de sustrato tienden a incrementar la actividad [14].  

 

Se sabe que v aumenta a medida que aumenta la concentración de sustrato, hasta que la 

enzima (E) se satura. En la Figura 1.2 se observa que la saturación ocurre porque, cuando la 

concentración de sustrato aumenta, disminuye la concentración de enzima libre, que se 

convierte en la forma ES y propicia la formación del producto (P).  

 

 

Figura 1.2 Esquema de saturación de la enzima debido al aumento en  la concentración de sustrato.  

 

Cuando se alcanza la velocidad máxima (vmáx) de la reacción enzimática, todos los sitios 

activos de la enzima tienen sustrato unido, y la cantidad de complejos ES, es igual a la 

cantidad total de enzima, esta es una de los parámetros considerado en la definición de la 

ecuación de Michaelis-Menten (ecuación 1.1) donde se considera que la velocidad de 

reacción está dada en términos de la concentración de sustrato ([S]), la velocidad máxima y 

la constante de Michaelis-Menten es decir la concentración media de saturación.  

]S[K

]S[

m

máx
0




                            (1.1) 
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En la Figura 1.3 es posible observar de manera gráfica como al aumentar la concentración de 

sustrato y llegar a la saturación de la solución, la velocidad alcanza un valor máximo.  

 

 

Figura 1.3 Representación gráfica de la velocidad de una reacción enzimática donde se puede observar los 

parámetros básicos de la ecuación de Michaelis-Menten. 

 

 

1.3.1. Factores que afectan la velocidad de la reacción enzimática.  

La velocidad de una reacción es sensible a numerosas condiciones experimentales por 

ejemplo: temperatura, pH, fuerza iónica, concentración aniónica y catiónica, etcétera. Una 

falta de control de estos parámetros puede generar resultados erróneos en las mediciones,  

por el contrario si estas condiciones experimentales son controladas de manera adecuada se 

obtiene información valiosa del mecanismo de reacción y de la cinética enzimática. Algunos 

de los factores que afectan la reacción enzimática son: 

 

1.3.1.1. Concentración del sustrato.  

Conforme cambia la concentración de sustrato, se produce un aumento rápido de la velocidad 

de reacción, pero si la concentración de sustrato crece, la velocidad de reacción se estabiliza 
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hasta alcanzar la velocidad máxima y a concentraciones de sustrato relativamente altas, se 

observa que no cambia la velocidad de reacción, es en esta etapa que los centros activos de 

la enzima se encuentran saturados (Figura 1.3). La Km´ es la concentración a la cual se obtiene 

un medio de la vmáx.  

 

1.3.1.2. Concentración de la enzima.  

Si se trabaja con la condición de que la concentración del sustrato sature a la enzima, variando 

entonces la concentración de enzima a pH y temperatura constantes, se observa que aumenta 

la cantidad de sustrato transformado y por lo tanto aumenta la velocidad de reacción (Figura 

1.4),  

 

Figura 1.4 Representación gráfica del efecto de la concentración de enzima sobre la velocidad de reacción []. 

 

 

1.3.1.3. Efecto de la temperatura. 

Cuando la temperatura sube, la velocidad de reacción aumenta; la formación del complejo 

enzima-sustrato se lleva a cabo de forma más rápida ya que la barrera del complejo de 

activación es menor. Existe una temperatura máxima a la cual la proteína se desnaturaliza 
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dejando de ser funcional. La mayor parte de las enzimas se desnaturalizan a temperaturas 

mayores de 50 °C [15]. 

 

1.3.1.4. Efecto del pH 

 El efecto del pH  [16] en la cinética enzimática se ve reflejado en: 

 La desnaturalización de la enzima, 

 La ionización de las especies del sistema, por ejemplo la forma iónica del sustrato  

 La formación de complejo ES y por lo tanto en Km  

 La velocidad de descomposición del complejo ES hacia los productos (k2). 

 

 

1.4. Constante de Michaelis-Menten en solución  

En espectroscopia para determinar los parámetros cinéticos de la enzima es necesario analizar 

el efecto de la concentración de sustrato [S] en la velocidad de la reacción catalizada; esto se 

hace siguiendo la banda de absorción del producto (P)  a una longitud de onda donde el resto 

de los componentes no interfiera con la banda a seguir, es decir donde la absorbancia del 

resto de los componentes sea prácticamente nula a esa longitud de onda o permanezca 

constante durante la medición. La preparación de las muestras se hace variando la 

concentración de sustrato [S] y manteniendo constante la concentración de la enzima ([E]) y 

el volumen total de la celda (VT). Lo siguiente es calcular la velocidad (v) en cada muestra, 

para ello es necesario conocer el coeficiente de extinción molar de la especie de interés.  

 

Mediante la ley de Lambert-Beer,  

lcA               (1.2) 

Donde A es la absorbancia,  es el coeficiente de absorción molar, l es la longitud de paso 

óptico (igual a 1 cm) y c es la concentración; puede obtenerse el valor de v  que será 
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Los parámetros cinéticos característicos de la enzima pueden determinarse mediante el uso 

de algún modelo matemático para analizar la cinética enzimática (ver anexo 2) puede ser 

gráfico o algebráico. 

 

1.5. Constante de Michaelis-Menten aparente  

Al utilizar algún método de inmovilización de enzimas, la cinética de ésta suele ser distinta, 

ya que los sitios activos de la enzima son bloqueados o expuestos al sustrato. La constante 

de Michaelis-Menten, recibe el término de constante de Michaelis-Menten aparente (Km´)  

cuando la enzima ha sufrido algún cambio [17]. En esta investigación, ese nombre se le 

otorga debido a que la enzima no se encuentra en solución, y la metodología para su 

obtención no es la establecida por el modelo de Michaelis-Menten original, a pesar de que 

las ecuaciones que se utilizan para definir la Km se conservan [18].  

 

De acuerdo con Thévenot [19] Km´ representa la concentración de analito que produce una 

respuesta igual a la mitad de su valor máximo para una concentración de analito infinita; por 

lo tanto cuando  la enzima es inmovilizada en un dispositivo de respuesta electroquímica, la 

constante de Michaelis-Menten aparente (Km´) se determina haciendo una regresión no lineal 

a los datos experimentales (I vs [S]) dependiendo del electrodo utilizado por ejemplo: 

electrodos porosos [20], electrodos de pasta de carbono [21], electrodo de membrana 

enzimática [22], entre otros [23]. 
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1.6. Biosensores  

A través de la historia los químicos han encontrado maneras y métodos generales 

sistemáticos, razonados y reproducibles para analizar los fenómenos químicos, para sintetizar 

nuevas moléculas, o bien para diseñar procesos químicos. En este sentido, la tecnología de 

biosensores ha experimentado un notable avance en los últimos años, y ahora constituyen un 

campo extenso de estudio de los dispositivos de análisis para la detección de analitos y otros 

parámetros de diversidad biológica de interés.  

 

Para diseñar un biosensor suele combinarse un componente biológico (ácido nucléico, 

enzima, anticuerpo, tejido, célula) o biomimético (polímeros de impresión molecular o PIMs, 

aptámeros) con un transductor físico-químico [24] que permite procesar la señal producida 

por la interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito (Figura 1.5). Las 

características más destacables de estos dispositivos son su especificidad, su alta sensibilidad, 

su corto tiempo de análisis, su capacidad de inclusión en sistemas integrados, su facilidad de 

automatización, la determinación “in situ” del analito, su versatilidad y su bajo costo, entre 

otras [25], razón por la cual los biosensores se están convirtiendo en una herramienta 

imprescindible en muchas áreas de la ciencia y la industria. 

 

Figura 1. 5 Esquema del diseño y principio de detección de un biosensor. 
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El principio de detección de un biosensor se basa en la interacción específica entre el 

compuesto de interés y el elemento de reconocimiento. Como resultado de esta unión se 

produce la variación de una o más propiedades fisicoquímicas (pH, transferencia de 

electrones, de calor, diferencia de potencial, de masa, variación de las propiedades ópticas, 

etc.) que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta del elemento de 

reconocimiento en una señal electrónica indicativa de la presencia del analito (Figura 1.5) o 

proporcional a su concentración en la muestra [26]. 

 

En general un biosensor es un dispositivo que recibe y responde a una señal o estímulo, por 

ejemplo; un biosensor electroquímico es un dispositivo químico que responde a cambios 

específicos en el potencial o en la corriente eléctrica como consecuencia de la presencia de 

una especie química que interactúa con él [27], de esta forma proporcionará información 

analítica cuantitativa o semicuantitativa especifica [28]. Los biosensores de transducción 

amperométrica [29] presentan una  respuesta en la corriente (I) con respecto a la 

concentración (C) de forma lineal (I vs C). Mientras que los biosensores de transducción 

potenciométrica presenta un comportamiento con respecto a la concentración que se conoce 

como comportamiento de Nikolsky (E vs log C) [30]. 

 

La posibilidad de poder incorporar en el electrodo otros componentes (biomoléculas), 

confiere a este tipo de biosensores una gran diversidad de uso. La mayor parte de los 

biosensores amperométricos utilizan enzimas del grupo óxido-reductasas, pues los productos 

consumidos o producidos durante el proceso de óxido-reducción, suelen ser fácilmente leídos 

por el transductor amperométrico [31]. 

 

Con el paso del tiempo se han requerido biosensores, que sean de bajo costo, prácticos y 

fáciles de utilizar, el biosensor más común es el “medidor” de glucosa, el cual es utilizado 

por las personas con diabetes.  
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Actualmente se utilizan biosensores minuaturizados, que pueden estar hechos de pasta de 

carbono, nanotubos de carbono [32], o bien se pueden hacer mediante tecnología electrónica 

o por serigrafía  [33, 34]. Esta última técnica permite, utilizar la mínima cantidad de reactivos, 

y hacer el análisis en el lugar de interés.  

 

Por lo general se busca diseñar biosensores robustos es decir biosensores que tengan las 

siguientes características: 

 

 Alta selectividad. El elemento de reconocimiento debe interaccionar exclusivamente 

con el analito y no con otros componentes de propiedades similares. 

 Bajo costo. En general estos sistemas pueden fabricarse a escala industrial lo cual 

reduce considerablemente su costo. Sin embargo, existen fases críticas en su 

construcción que dificultan el proceso (por ejemplo procesos de inmovilización). 

 Especificidad. Permite el análisis de compuestos en concentraciones de partes por 

billón (µg/L) 

 Manejo sencillo. Esta tecnología no requiere personal calificado. Sus diseños 

portátiles permiten su aplicación “in situ”. Prescindir del control manual facilita su 

integración dentro de los sistemas automatizados. 

 Multi-análisis. Ciertos biosensores llevan a cabo la determinación de diferentes 

analitos de forma simultánea. La combinación de varios de ellos podría darles ventaja 

frente a las técnicas de análisis convencionales (cromatografía, espectrometría, etc.) 

 Tamaño. Los desarrollos en microelectrónica y nanotecnología han permitido reducir 

las dimensiones de estos dispositivos. Así pueden ensamblarse varios de ellos en un 

mismo sistema que realiza varias tareas a la vez y son aplicables a ensayos donde el 

tamaño físico del dispositivo o el volumen de la muestra son factores limitantes. 

 Tiempo de respuesta. Muchos biosensores emplean algunos minutos en cuantificar el 

compuesto de interés. 
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Estudiar el desempeño cinético y analítico de biosensores fabricados sobre electrodos de tipo 

screen-printed, utilizando dos enzimas del grupo de las oxidasas: laccasa de Trametes 

versicolor y tirosinasa mushroom, inmovilizadas mediante cuatro métodos de inmovilización 

(atrapamiento, reticulado, co-reticulado y enlace covalente) en seis condiciones 

experimentales distintas. Y analizar cada biosensor mediante técnicas espectrofotométricas 

(Espectrofotometría Ultravioleta Visible), electroquímicas (Voltamperometría Cíclica, 

Amperometría, Espectroscopia de Impedancia Electroquímica) y ópticas  tales como la 

Microscopía Electrónica de Barrido.  
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1. Caracterizar electroquímica y espectrofotométricamente los sustratos afines a las enzimas 

a utilizar.  

2. Caracterizar mediante técnicas electroquímicas el electrodo screen-printed.  

3. Construir un biosensor con laccasa de Trametes versicolor inmovilizada mediante 

atrapamiento, reticulado, co-reticulado y enlace covalente.  

4. Evaluar el efecto de la inmovilización sobre la constante de Michaelis-Menten aparente.  

5. Determinar los parámetros analíticos de cada biosensor y elegir el mejor método de 

inmovilización  

6. Construir un biosensor con tirosinasa mushroom inmovilizada mediante atrapamiento, 

reticulado, co-reticulado y enlace covalente.  

7. Evaluar el efecto de la inmovilización sobre la constante de Michaelis-Menten aparente.  

8. Determinar los parámetros analíticos de cada biosensor y elegir el mejor método de 

inmovilización  

9. Evaluar el efecto de la enzima en el diseño del biosensor para un método de 

inmovilización específico.  

10. Evaluar el efecto en la constante de velocidad heterogénea en el desempeño analítico del 

biosensor.   

11. Evaluar la capacidad antioxidante de plantas medicinales utilizando el mejor biosensor.  
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A menor valor de la constante de Michaelis-Menten y mayor valor de la 

constante de velocidad heterogénea se obtiene como resultado un mejor 

desempeño del biosensor y por lo tanto mejor respuesta analítica.  
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Reactivos  

Laccasa de Trametes versicolor ≥ 10 U mg-1 obtenida de Sigma, Tirosinasa mushroom 34 U 

mg-1, obtenida de FLUKA, el polímero PVA-AWP fue adquirido de Toyo Gosei Co., Japón,  

glutaraldehído al 25% obtenido de Aldrich; Albumina de Suero Humano (ASH) obtenidad 

de Sigma, fosfato de potasio dibásico (K2HPO4) (3252) con una pureza del 99.6%, y fosfato 

de potasio monobásico (KH2PO4) (3246) con una pureza del 99.36%, cloruro de sodio (NaCl) 

obtenidos de Baker Analyzed; 2-(N-morfolino)-acido etano sulfónico (MES), clorhidrato de 

N-etil-N´-(3dimetilaminopropil) carbodimida (EDC), hidroxi-2,5-dioxopirrolidina-3- sal 

sulfónica ácida de sodio (Sulfo-NHS), obtenidos de Aldrich, Hidroquinona (Hq) obtenida de 

Merk, con una pureza de 99%, Pirocatecol obtenido de Fluka, con una pureza de 99%, tanto 

el cloruro de potasio (KCl), ácido acético glacial  (CH3COOH), acetato de sodio 

(NaCH3COO) con una pureza del 99%, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (•Dpph), ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox), como el Etanol (grado HPLC) fueron 

obtenidos de Aldrich. Todas la soluciones se prepararon con agua desionizada de tipo I.  

 

Equipos  

Para analizar el pH de cada solución se utiliza un pH-metro Mettler Toledo modelo MP230, 

con un electrodo de vidrio. Los resultados electroquímicos se comparar con estudios 

realizados al utilizar un electrodo de referencia Ω Metrohm 6.0736.110 Ag, AgCl / 0…80°C. 

Los estudios espectrofotométricos se realizaran en un espectrofotómetro Perkin Elmer 

Lamba 20.  
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Los biosensores son caracterizados mediante voltamperometría cíclica, en un potenciostato 

Epsilon BASi EW-8111.  

Para los análisis por amperometría, se utiliza el programa de computo DAISYLab y un 

detector amperométrico LC-4C.  

 

 

Caracterización espectrofotométrica por UV-vis del sistema laccasa de Trametes 

versicolor e Hidroquinona (sección 2.2).  

Los estudios espectrofotométricos se realizan colocando laccasa de Trametes versicolor 170 

U mg-1mL-1 con/sin hidroquinona 100 µM en amortiguador de acetatos 0.1 M y pH 4.70 ± 

0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Se mide el espectro de absorción para cada componente y para el 

sistema reaccionante. Posteriormente cambiando la concentración de hidroquinona en la 

celda se mide el cambio de absorbancia en función del tiempo a 289 nm. 

 

 

Caracterización espectrofotométrica de tirosinasa mushroom.  

Los estudios espectrofotométricos se realizan colocando tirosinasa mushroom 170 µg/mL y/o 

catecol 100 µM en amortiguador de acetatos 0.1 M y pH 4.50 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Se 

mide el espectro de absorción para cada componente y para el sistema reaccionante. 

Posteriormente cambiando la concentración de catecol en la celda se mide el cambio de 

absorbancia en función del tiempo a 388 nm. 
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Fabricación de biosensores  

Los biosensores se fabricaron utilizando electrodos de tipo screen-printed, impresos en un 

sistema de tres electrodos, el electrodo de trabajo y el contraelectrodo están impresos en tinta 

de carbono, mientras que el electrodo de pseudoreferencia esta impresos con tinta de plata 

cloruro de plata (Ag/AgCl). La enzima es inmovilizada sobre el electrodo de trabajo mediante 

los métodos de atrapamiento, reticulado, co-reticulado y enlace covalente (ver Anexo 3).  

 

Caracterización electroquímica de biosensores  

En una celda termostatada a 30°C, se colocan 10 mL de amortiguador de acetatos 0.1 M a 

pH=4.70 ± 0.01, se impone un potencial de -0.300 V, con agitación constante se hacen 

alícuotas de hidroquinona (sensores de laccasa) o catecol (sensores de tirosinasa) a diferentes 

concentraciones, obteniendo de esta forma el comportamiento cinético de cada biosensor. La 

caracterización de los biosensores mediante EIS se realiza utilizando KCl 0.1 M y 

 4/3
6)(CNFe 1 mM.  

 

 

Determinación de Km´ 

La constante de Michaelis-Menten es obtenida mediante el ajuste de una regresión no lineal 

utilizando el software OriginLab 9, con el modelo de Hill y Michaelis-Menten. La constante 

de Michaelis-Menten aparente (Km´) es evaluada siguiendo la reducción potenciostática de 

benzoquinona, formada enzimáticamente por laccasa de Trametes versicolor y tirosinasa 

mushroom para diferentes concentraciones de hidroquinona y catecol respectivamente.  
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Preparación de muestras y determinación de la capacidad antioxidante. 

Las plantas medicinales son obtenidas de la zona de “Tierra caliente” en el Estado de 

Guerrero, México. Las infusiones se preparan colocando 4.8637 g de Mirto (Salvia 

microphylla) incluyendo tallo y hojas en 50 mL de agua, 2.4685 g de Hierba dulce (Lippia 

dulcis) incluyendo tallo, hojas y flor en 50 mL de agua y 7.8930 g de Salve Real (Lippia 

alba) incluyendo raíz, tallo, hoja y flor en 50 mL de agua, 23.406 g de Hierba San Cayetano 

(Solanum rudepannum) incluyendo tallo, hoja, flor y fruto en 100 mL de agua y 11.7571 g 

de Muicle (Justicia spicigera) incluyendo tallo, hoja y flor en 50 mL de agua por 5 minutos 

respectivamente. Las soluciones son decantadas y colectadas a temperatura ambiente. 

 

La capacidad antioxidante es determinada usando el método espectrofotométrico de •Dpph y 

Trolox como estándar, para •Dpph se mide la absorbancia a 514 nm con respecto a la 

variación de la concentración de Trolox en el sistema. Para la determinación de la capacidad 

antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), se construye la curva de calibración para las 

muestras reales y los resultados son reportados en µg de Trolox por g de muestra.  
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2.1. Introducción  

Las laccasas son enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas (EC1) ya que catalizan 

reacciones de óxido-reducción, y están presentes en hongos, en plantas y algunas bacterias 

[35].  Gracias al conocimiento de sus propiedades catalíticas  estas enzimas han sido incluidas 

en otros campos de la ciencia por ejemplo tratamiento de desechos [36, 37], producción de 

etanol [38], clarificación de vinos [39], fabricación de detergente [40], degradación de 

herbicidas [41], así como en biotecnología [42] y biosensores entre otros.  

 

Algunas laccasas procedentes de hongos son proteínas monoméricas, diméricas o 

tetraméricas y pertenece al grupo de las oxidasas azul multicobre. En 2002 Piontek y 

colaboradores [43] caracterizaron la especie Trametes versicolor, cuya estructura es un 

monómero organizado en tres dominios secuenciales (Figura 2.1) con dimensiones cerca de 

65 X 55 X 45 Å3. Contiene cuatro átomos de cobre en sus sitios activos el cobre de tipo 1 es 

coordinado con dos histidinas y dos sulfuros, uno de metionina y otro de cisteína (Figura 

2.2), el cobre de tipo 2 es tri-coordinado con dos histidinas y agua como ligando, el cobre de 

tipo 3 es tetra-coordinado, tiene tres ligandos de histidina y un grupo hidroxilo [44].  

 

 

Figura 2.1. Estructura tridimensional de laccasa de Trametes versicolor [45] 
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Figura 2.1. Representación esquemática de los átomos de cobre presentes en los sitios activos de laccasa de 

Trametes versicolor incluyendo las distancias interatómicas del átomo central a los ligandos principales [45]. 

 

 

El uso de laccasa como elemento de reconocimiento en el desarrollo de biosensores ha 

permitido obtener mejoras en las propiedades fisicoquímicas de la enzima, pues comparado 

con la enzima libre la inmovilización de la misma suele dar como resultado una mejor 
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actividad y un decremento en la constante de Michaelis-Menten lo que implica una buena 

inmovilización en la elaboración de biosensores [46], como consecuencia esto permite 

realizar estudios con un amplio intervalo de sustratos así como el desarrollo de nuevos 

sistemas de detección de procesos químicos “in situ”.  

 

Para la elaboración de biosensores suelen utilizarse distintos métodos de inmovilización [10, 

15, 47, 48]; los más utilizados son el método de atrapamiento en los que suele utilizarse 

alcohol polivinílico [49], poliamida [50], entre otros; el método de reticulado en el que se 

utiliza quitosan [51], glutaraldehído [52], β-ciclodextrina [53]; el método de enlace covalente 

en el que suelen usarse materiales mesoestructurados [54], clorhidrato de N-etil-N´-

(3dimetilaminopropil) carbodimida [55] entre otros. Cada uno de estos métodos presenta 

ventajas y desventajas del sistema, por lo tanto es recomendable hacer una buena elección el 

método de inmovilización dependiendo lo que se requiera, para economizar, tiempo, recursos 

y sobre todo para obtener buenos resultados. En general, los métodos de difícil preparación 

y de mayor costo proporcionan biocatalizadores más estables y duraderos; en cambio, 

aquellos métodos más sencillos como el atrapamiento o la adsorción, donde la unión de la 

enzima con el soporte es débil, originan derivados inmovilizados que presentan pérdidas de 

actividad y que deben ser repuestos continuamente. La Tabla 2.1  nos muestra algunas de las 

características de cada método para llevar a cabo una buena elección del método de 

inmovilización.  

 

¿Cómo saber cuál es el mejor método de inmovilización para laccasa de Trametes versicolor? 

En este capítulo se muestra la evaluación de  cuatro diferentes métodos de inmovilización 

para laccasa de Trametes versicolor, bajo seis condiciones experimentales distintas y  su 

caracterización electroquímica por medio de voltamperometría cíclica y amperometría, así 

como la evaluación del método de inmovilización y algunos parámetros analíticos del sensor 

a través de la constante de Michaelis-Menten aparente Km´.  
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Tabla 2.1. Elección del método de inmovilización 

Método 
Inclusión en 

Membranas 
Atrapamiento Reticulado 

Adsorción 

química 

Unión 

covalente 

Preparación Intermedia Difícil Intermedia Sencilla Difícil 

Fuerza de unión Débil Media Débil-Media Media Fuerte 

Actividad 

enzimática 
Media-Alta Baja Baja Media Alta 

Regeneración del 

soporte 
Posible Imposible Imposible Posible Difícil 

Costo del proceso Medio-Alto Medio Medio Bajo Alto 

Estabilidad Media Alta Alta Baja Alta 

Validez General General Limitada General Limitada 

Resistencia 

microbiana 
Sí Sí Sí No No 

 

 

 

2.2. Caracterización espectrofotométrica UV-vis del sistema laccasa de Trametes 

versicolor e Hidroquinona.  

El estudio realizado para laccasa de Trametes versicolor (fuente y pureza), muestra tres 

bandas de absorción a una longitud de onda de 245 nm, 255 nm y 289 nm, (Figura 2.3 línea 

continua), la hidroquinona (Figura 2.3 línea ) muestra dos bandas de absorción una en 

221 nm y la segunda en 289 nm, en el caso de la p-quinona pueden observarse dos bandas de 

absorción (Figura 2.3  línea ---); una a 245 nm y la segunda a 289 nm, dichas bandas se 

asocian a transiciones electrónicas de tipo σ y σ* así como transiciones de tipo  y *.   

 

En la Tabla 2.2  se muestra la longitud de onda para cada banda de absorcion de los 

componentes del sistema LTv-HQ, a 289 nm tanto HQ como p-Q y LTv sin embargo es 
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necesario eliminar las contribuciones de la enzima y del producto a esa longitud de onda para 

determinar la velocidad de reacción de la cinética enzimática. 

   

 

Tabla 2.2 Longitudes de onda a las cuales aparecen bandas de absorción  para el sistema laccasa – HQ 

Longitud de onda () 

(nm) 
laccasa Hidroquinona p-Quinona 

221  SI  

245 SI  SI 

255 SI  SI 

289 SI SI SI 

 

 

 

 

Figura 2.3. Espectros de absorción para el sistema laccasa-Hidroquinona en amortiguador de acetatos 0.1M 

pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C 
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2.3. Cálculo de la constante de Michaelis-Menten para la laccasa de Trametes 

versicolor (LTv) 

El sistema se basa en una ecuación química del tipo: 

aqaq

k

aq

k

aqaq QuinonapLaccasaHQLHQnaHidroquinoLlaccasa
k

 
 


21

1

)()()(    (R. 

2.1) 

La constante de Michaelis-Menten aparente (Km´) (anexo 2) para este sistema se define como: 

1

21

k

kk
Km


                              (2.1) 

En el sistema conformado por laccasa (LTv) e hidroquinona (HQ), la formación del producto 

de reacción (p-quinona, Q), muestra bandas de absorción a la misma longitud de onda que el 

reactivo, por lo que basados en la  ley de Lambert-Beer (ecuación 2.2) se genera un sistema 

de ecuaciones (Eq. 2.3-2.7) para observar el cambio en la absorbancia con respecto a la 

concentración de Q en el sistema. La absorbancia de la enzima se mantiene constante y es 

restada a las mediciones para obtener el comportamiento cinético del sistema, la longitud de 

paso óptico (l) es de 1 cm.  
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De esta forma es posible obtener el coeficiente de absortividad molar para los reactivos y 

productos, así como la concentración de hidroquinona [HQ] y p-quinona [Q] real en el 

sistema y su contribución a la absorbancia.  

 

La Figura 2.4 muestra la dependencia de la absorbancia con respecto a la [HQ]; de acuerdo 

con la ecuación 2.3 la pendiente de la recta proporciona el coeficiente de absortividad molar 

para HQ a una longitud de onda () de 245 nm y 289 nm respectivamente, obteniendo así un 

nm
HQ
245  = (0.00064 ± 0.00001) µM-1, y 

nm
HQ
289  = (0.00128 ± 0.00001) µM-1.  

 

 
Figura 2.4. Dependencia de la Absorbancia con respecto a la concentración de HQ en ausencia de LTv, en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C 
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Los coeficientes de absortividad molar de Q son 
nm

Q
245  = (0.0224 ± 0.0005) µM-1, y 

nm
Q
289  

= (0.0003 ± 0.0001) µM-1 respectivamente, los cuales se obtiene al  determinar la 

dependencia de la Absorbancia en función de [Q] (Figura 2.5).  

 

 

Figura 2.5. Dependencia de la Absorbancia con respecto a la concentración de Q en ausencia de LTv, en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C 

 

La figura 2.6 muestra las curvas de absorbancia en función del tiempo para diferentes [HQ], 

la velocidad de la reacción está dada por la pendiente de cada curva, ya que esta representa 

el cambio de absorbancia en función del tiempo (ver Anexo 2) a una longitud de onda de 289 

nm.  

 

Haciendo uso de las ecuaciones 2.3-2.7, se describe el comportamiento cinético del sistema 

formado por LTv y HQ a una temperatura de (30.0 ± 0.5) °C y un pH de 4.70 ± 0.01, que es 

el pH donde la enzima muestra mayor actividad catalítica, siguiendo la respuesta dada 

únicamente por el producto (Q) a diferentes concentraciones de sustrato (HQ) (Figura 2.7). 
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Figura 2.6. Determinación de la velocidad de reacción para el sistema laccasa e hidroquinona en amortiguador 

de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, seguido mediante UV-Vis 

 

Mediante la regresión de Lineweare-Burk se obtienen los parámetros cinéticos característicos 

del sistema mediante la pendiente (m)  y la ordenada al origen (b); de la recta generada 

descritos por vmáx = 1/b, y Km = m*vmáx =m/b, el valor de ambos parámetros es determinado 

también al realizar una regresión no lineal de los datos experimentales utilizando el software 

OriginLab. Para LTv en solución la constante de Michaelis-Menten es de (9.4 ± 0.2) µM con 

una vmáx de (0.169 ± 0.002) µMs-1. 
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Figura 2.7. Cinética enzimática para la reacción de laccasa e hidroquinona en amortiguador de acetatos 0.1 M 

a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, seguido mediante UV-Vis 

 

 

2.4. Caracterización electroquímica de hidroquinona  

Para llevar a cabo la caracterización electroquímica se utiliza un electrodo de tipo screen-

printed (ESP) el cual es impreso con tinta de carbono, y está diseñado en un esquema de tres 

electrodos (Figura 2.8); electrodo de trabajo, electrodo de referencia y electrodo de 

pseudoreferencia impreso en tinta de Ag/AgCl. El electrodo de trabajo tiene un diámetro de 

3 mm, y por lo tanto un área superficial de 7 mm2. 
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Figura 2.8.  Electrodo de tipo screen-printed (ESP), formado por un electrodo de trabajo de 7 mm2 de área, un 

contraelectrodo, ambos impresos con tinta de carbono y un electrodo de pseudoreferencia impreso con tinta  

de Ag/AgCl. 

 

En la Figura 2.9 se observa el voltamperograma cíclico de una solución de hidroquinona 500 

mM en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, sin atmósfera de 

N2, a una velocidad de barrido de 0.1 Vs-1 utilizando un ESP sin modificar. El 

voltamperograma de referencia (línea sólida) se obtiene en una solución amortiguadora de 

acetatos sin hidroquinona, iniciando en el potencial a corriente nula de Ei=0= 0.000 V y hacia 

potenciales negativos hasta un valor de -1.200 V, en este intervalo no se observa ningún 

proceso electroquímico, al llegar a -1.200 V, se invierte el barrido de potencial en dirección 

a potenciales positivos hasta 1.200 V, como se puede observar, en este intervalo de potencial 

no hay ningún proceso electroquímico, que interfiera con la medición.  

 

Al colocar una alícuota de 50 µL de hidroquinona 500 mM, (Figura 2.9 línea - - ) el 

voltamperograma inicia en un potencial Ei=0= 0.000 V hacia potenciales negativos, hasta -

1.200 V, utilizando como electrodo de referencia, un electrodo comercial de Ag/AgCl, en 

este intervalo no hay ningún proceso de reducción, considerando que la HQ se encuentra 

reducida, este resultado indica que el reactivo se encuentra puro (no se ha descompuesto, 
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oxidado), al invertir el barrido de potencial hacia valores positivos, se observa un pico de 

oxidación en un potencial de 0.903 V y con una corriente de pico anódico de 12.2 µA, el 

proceso observado es la oxidación de la hidroquinona a p-quinona. 

 

El tercer voltamperograma observado en la Figura 2.9 muestra la respuesta obtenida con el 

electrodo de pseudoreferencia (línea ···) al iniciar en Ei=0= 0.000 V hacia potenciales 

negativos, no se observa ningún proceso de reducción, al llegar a un valor de -1.200 V el 

barrido de potencial es invertido hasta un valor de 1.200 V, en este intervalo, se observa un 

pico de oxidación en un potencial de 0.673 V con una corriente de pico de  12.4 µA. Por 

último se invierte una vez más el potencial hasta llegar al potencial de corriente nula.  

 

Figura 2.9. VC de hidroquinona 500 mM, utilizando como referencia un electrodo comercial de Ag/AgCl, la 

pseudoreferencia es el electrodo impreso con tinta de Ag/AgCl en el ESP, el voltamperograma es obtenido a 

una velocidad de barrido de 100 mVs-1 partiendo de un potencial de 0 V hacia reducción, en amortiguador de 

acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. 
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2.4.1. Determinación del potencial de pseudoreferencia. 

Para determinar el potencial que se impone en amperometría, se obtuvieron los 

voltamperogramas mostrados en la Figura 2.10, iniciando en un potencial de corriente nula 

de 0.000 V, con un barrido hacia potenciales positivos, hasta un valor de 1.200 V, en este 

caso es posible observar un pico de oxidación de hidroquinona a p-quinona  en 0.722 V para 

la pseudoreferencia y de 0.893 V para la referencia de Ag/AgCl con una corriente de pico 

anódico de 12.16 µA y 12.71 µA respectivamente. Al invertir el barrido de potencial hacia 

valores negativos hasta -1.200 V, se observan los picos de la reducción de p-quinona a 

hidroquinona en un potencial de -0.466V con una corriente de pico catódico de -6.93 µA para 

la pseudoreferencia y una corriente de pico catódico de -7.19 µA a un potencial de -0.294 V 

para la referencia de Ag/AgCl. Con las referencias utilizadas se obtiene una diferencia de 

0.172 V entre el electrodo de referencia y el de pseudoreferencia, esto se debe a que en el 

biosensor, no se tiene una concentración de AgCl constante. Debido a esta razón en la 

caracterización de los biosensores fabricados con LTv se impondrá un potencial de reducción 

de -0.300 V para el estudio amperométrico utilizando la pseudoreferencia que correspondería 

a imponer un potencial de -0.100 V con un electrodo comercial.  

 
Figura 2.10. VC de hidroquinona 500 mM, utilizando como referencia un electrodo comercial de Ag/AgCl, la 

pseudoreferencia es el electrodo impreso con tinta de Ag/AgCl en el ESP, a v = 100 mVs-1 partiendo de un 

potencial de 0 V hacia oxidación, en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. 
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2.5. Caracterización electroquímica del sistema laccasa-hidroquinona  

En el sistema analizado, se estudia principalmente la reacción de óxido-reducción de la 

hidroquinona, catalizada por la laccasa, la serie de reacciones que se llevan a cabo se 

muestran en la Figura 2.11, en ella se observa que para llevar a cabo la reacción enzimática 

es necesaria la presencia de oxígeno.  

 

Figura 2.11. Secuencia para la reacción de laccasa con hidroquinona, la cual se lleva a cabo sobre la superficie 

del electrodo.  

 

La determinación amperométrica de HQ se lleva a cabo utilizando laccasa en solución usando 

un electrodo screen-printed sin modificar, ESP, y un detector de BAS LC-4C amperométrica. 

Para estas determinaciones, se aplica un potencial constante de -300 mV, La determinación 

se realiza colocando 10 mL de amortiguador de acetatos 0.1 M a pH = 4.70 ± 0.01 en una 

celda termostatada a (30.0 ± 0.5) °C con agitación constante. 

De acuerdo con Kurganov y colaboradores [56], la corriente generada por el biosensor está 

dada como función de la concentración de hidroquinona, por lo tanto se caracteriza 

amperométricamente el sistema LTv-HQ, en solución y se analiza con los modelos de Hill 

[57] y Michaelis-Menten (ver anexo 2).  

Para estudiar la cinética enzimática de LTv se colocaron 5 µL de una solución de laccasa 

5mg/mL en 10 mL de solución amortiguador de acetatos   0.1 M a pH = 4.70 ± 0.01 y (30.0 

± 0.5) º C usando un ESP sin modificar se mide la respuesta en la corriente al cambiar la 

concentración de HQ en el sistema. 
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Para LTv  la cinética enzimática muestra un comportamiento sigmoidal (Figura 2.12), con 

un intervalo lineal de (26 ≤ [HQ] ≤ 280) µM, un coeficiente de regresión lineal (R2) de 

0.9913. Los parámetros cinéticos enzimáticos obtenidos para la enzima libre son: K'm, libre = 

(199 ± 5) µM, Imáx = (6.95 ± 0.12) μA y un coeficiente de Hill (h) de 1.733 ± 0.049 lo cual 

indica que la cooperatividad del sistema es positiva. Es importante mencionar que la 

constante de Michaelis-Menten aparente para la enzima libre (K'm, libre)  es independiente del 

valor de Km de la enzima libre [58] calculado por el método de espectroscopia UV-Vis, ver 

sección 2.2. 

 

 

Figura 2.12.  Estudio de la cinética enzimática para la reacción de laccasa e hidroquinona en amortiguador de 

acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, seguido mediante amperometría. 

 

 

2.6. Caracterización de biosensores  

Para evaluar el efecto de la inmovilización de la enzima sobre los parámetros cinéticos se 
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distintas, elaborando así seis biosensores que utilizan LTv como elemento de 

reconocimiento. 

  

2.6.1. Biosensor de laccasa con PVA-WAP  (ESP/LTv/PVA). 

La caracterización mediante voltamperometría cíclica del biosensor construido con el método 

de atrapamiento (ver Anexo 3) se muestra en la Figura 2.13, los voltamperogramas se 

obtienen partiendo de un potencial de equilibrio de -0.199 V hacia potenciales negativos, 

hasta un valor de -0.600 V, en este intervalo de potencial se observa la reducción de Q a HQ 

la cual ha sido previamente oxidada por la enzima, a potenciales mayores de -0.450 V se 

observa una corriente prácticamente constante, este comportamiento se debe al efecto 

catalítico de la enzima presente en el sistema; esto es un indicativo de que la  HQ producida 

potenciométricamente es nuevamente oxida por la enzima lo que mantiene la corriente 

prácticamente constante a potenciales entre -0.450 y -0.600 V. 

 

Figura 2.13. Voltamperometría cíclica de ESP/LTv/PVA, a diferentes concentraciones de hidroquinona (HQ), 

partiendo del potencial de equilibrio hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 mVs-1, en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C. 
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Al caracterizar dicho sensor mediante amperometría e imponiendo un potencial de reducción 

de -0.300 V (Figura 2.14), puede observarse que bastan 10 minutos para humectar la 

membrana polimérica y obtener mediciones estables en la corriente. Al biosensor le toma en 

promedio 45 segundos en estabilizar la respuesta en la corriente al cambiar la concentración 

de HQ en el sistema, este tiempo de respuesta se conserva incluso en la etapa de saturación 

de la enzima.  

 
Figura 2.14. Amperometría de ESP/LTv/PVA, a diferentes concentraciones de hidroquinona (HQ), en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01, a (30.0 ± 0.5) °C, con un potencial impuesto de -0.300 V. 

 

El biosensor elaborado con LTv inmovilizada mediante atrapamiento con PVA 

(ESP/LTv/PVA) muestra un comportamiento cinético de tipo Michaeliano (Figura 2.15) con 

una Km´ de (188 ± 5) µM, una Imax de (4.7 ± 0.1) µA, y un coeficiente de Hill de 1.9 ± 0.1. 

La  K'm obtenida al inmovilizar de esta manera es menor comparada con la K'm, libre  esto 

implica que la actividad enzimática mejora (ver secciones 1.3-1.5). Los parámetros analíticos 

del sistema muestran que los sitios activos de la enzima han sido expuestos de manera 

adecuada para la interacción con HQ, pues se obtiene una alta sensibilidad (11.6 ± 0.7) 
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nAμM-1,  un intervalo lineal de (26 ≤ [HQ] ≤ 348) µM con R2= 0.9955, así como bajos límites 

de detección, LOD = (20 ± 7) µM, y cuantificación, LOQ = (67 ± 23) µM.  

 

Figura 2.15. Cinética enzimática (puntos) obtenida para el sistema laccasa de Trametes versicolor 

inmovilizada mediante atrapamiento (biosensor ESP/LTv/PVA), en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 

± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C a -300 mV de potencial impuesto, la línea es el ajuste obtenido mediante el modelo 

de Hill usando los valores de Km´, Imax y h reportados en la Tabla 2.1.  

 

La superficie del electrodo sin modificar es prácticamente uniforme y posee poca rugosidad 

(Figura 2.16) sin embargo cuando se deposita la mezcla de LTv con alcohol polivinílico se 

forma una red polimérica que impide la deslocalización de la enzima en el seno de la 

solución. La red muestra intersticios uniformes (Figura 2.17) lo cual facilita la interacción de 

LTv con HQ. 

 

A partir de estos resultados, se puede concluir que la red polimérica formada por el alcohol 

polivinílico (Figura 2.17) mejora la actividad enzimática durante el proceso de 

inmovilización. Una  de las ventajas que ofrece este tipo de inmovilización es el largo tiempo 
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de vida del biosensor, pues puede ser utilizado durante 12 meses (Figura 2.18), obteniendo 

resultados confiables mientras que el biosensor solo es almacenado a temperatura ambiente. 

 

     

Figura 2.16. Microscopía electrónica de barrido (SEM) del ESP sin modificar  

 

 

Figura 2.17. Microscopía electrónica de barrido (SEM) del ESP modificado con laccasa  mediante 

atrapamiento (ESP/LTv/PVA),  

 

ESP
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Figura 2.18. Estabilidad del biosensor  ESP/LTV/PVA, midiendo el cambio en la sensibilidad con respecto al 

tiempo, el biosensor es almacenado a temperatura ambiente.   

 

 

 

2.6.2. Biosensor de laccasa con glutaraldehído (GA) y albúmina de suero 

humano (ASH) 

 

El uso de Albúmina de Suero Humano (ASH) en el desarrollo de biosensores se ha 

implementado en los últimos años debido a que funcionaliza los sitios activos de la enzima 

y se espera que genere biosensores con un amplio intervalo de linealidad así como con buenos 

parámetros tanto cinéticos como analíticos [59]. Por otra parte es común utilizar 

glutaraldehído para la inmovilización de enzimas, es decir como agente reticulante [60], pues 

brinda a la enzima estabilidad y resistencia a distintas condiciones experimentales.  

 

Al caracterizar el biosensor utilizando voltamperometría cíclica se observa que hay un 

cambio en el potencial de reducción de Q (Figura 2.19), pues ahora el pico de reducción se 

observa en un potencial de -0.400 V este desplazamiento de potencial es atribuido a la 
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presencia de la albúmina en el sistema, pues al colocarla sobre el sensor forma un “capa” 

(Figura 2.20) que dificulta la interacción de la enzima con el sustrato como consecuencia no 

se observa un efecto catalítico por parte de la enzima. Tomando esto en consideración, la 

membrana se deja humectar durante 10 minutos, posteriormente se realiza la caracterización 

amperométrica imponiendo un potencial de -0.300 V cambiando la concentración de HQ en 

el sistema cada 2 minutos (Figura 2.21).  

 

Figura 2.19. Voltamperometría cíclica de ESP/LTv/ASH/GA 2.5%, a diferentes concentraciones de 

hidroquinona (HQ), partiendo del potencial de equilibrio hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 

mVs-1, en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C. 

 

Al inmovilizar LTv mediante el método de reticulado utilizando albúmina de suero humano, 

ASH, y glutaraldehído al 2.5% como reticulante (biosensor ESP/LTv/ASH/GA 2.5%) la 

cinética enzimática muestra un comportamiento sigmoidal (Figura 2.22), con una constante 

de Michaelis-Menten aparente de (367 ± 6) µM, una corriente máxima de (7.9 ± 0.1) µA y 

un coeficiente de Hill de 1.8 ± 0.5, esto muestra que la cooperatividad del sistema es positiva 

sin embargo para este biosensor el intervalo lineal abarca concentraciones de (26 ≤ [HQ] ≤ 

527) µM con un R2 = 0.9960 la sensibilidad es de (11.1 ± 0.7) nAμM-1, un LOD = (30 ± 11) 

µM y un LOQ = (101 ± 35) µM, a pesar de tener una buena sensibilidad, los límites de 
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detección y cuantificación son altos debido a la interferencia de la albúmina sobre todo a 

bajas concentraciones de HQ (Figura 2.20, [HQ] < 200 µM). 

 

Figura 2.20. Microscopía electrónica de barrido del screen-printed modificado con laccasa  mediante 

reticulado (ESP/LTv/ASH/GA),  

 

 

Figura 2.21. Amperometría de ESP/LTv/ASH/GA 2.5%, a diferentes concentraciones de hidroquinona (HQ), 

en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01, a (30.0 ± 0.5) °C, con un potencial impuesto de -0.3 V. 
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Figura 2.22. Comparación experimental (marcadores) registrados en el sistema laccasa de Trametes versicolor 

inmovilizada mediante reticulado (biosensor ESP/ LTv/ASH/GA 2.5% en amortiguador de acetatos 0.1M a 

pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Seguida por la corriente medida a -300 mV de potencial impuesto como 

función de la concentración de HQ, la línea es el ajuste obtenido mediante el modelo de Hill usando los 

valores de Km´, Imax y h reportados en la Tabla 2.1.  

 

 

El incremento en el valor de la constante de Michaelis-Menten indica que hay una pérdida 

en la actividad enzimática de LTv, esto debido a que los sitios activos de la enzima no se 

encuentran expuestos de manera adecuada, en la Figura 2.20 se observa que parte de la 

membrana cristaliza lo cual puede deberse a la presencia de la albúmina lo cual afecta la 

transferencia de carga. 

 

Para mejorar la interacción de LTv con HQ, se fabrica un nuevo biosensor disminuyendo la 

concentración de glutaraldehído, colocando una concentración de GA al 1.0% se construye 

el biosensor ESP/LTv/ASH/GA 1.0%, al caracterizar mediante voltamperometría cíclica se 

observa que el potencial de equilibrio sufre un desplazamiento hacia potenciales negativos, 

la reducción de Q a HQ se observa ahora a -0.450 V (Figura 2.23),  no es posible observar el 
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efecto catalítico de la enzima, ni tampoco la reducción de Q como un pico definido, al invertir 

el barrido de potencial hacia valores positivos se observa la oxidación de HQ a Q en un 

potencial de 0.350 V. para este sistema no se observan picos de reducción y oxidación 

definidos lo cual es un indicativo de que el sistema ha perdido reversibilidad.  

 

Figura 2.23. Voltamperometría cíclica de ESP/LTv/ASH/GA 1.0%, a diferentes concentraciones de 

hidroquinona (HQ), partiendo del potencial de equilibrio hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 

mVs-1, en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C. 

 

 

El tiempo de respuesta del biosensor es de 50 segundos y le toma solo un minuto llegar al 

equilibrio (Figura 2.24), si se impone un potencial mayor de -0.400 V la membrana los sitios 

activos de la enzima son reducidos y por lo tanto la membrana polimérica sufre daños 

irreversibles, por esta razón se impone un potencial de -0.300 V para la caracterización 

amperométrica, en ella se observa una cinética enzimática de tipo sigmoidal (Figura 2.25) 

con un comportamiento similar a la cinética de tipo Michaeliano con una cooperatividad 

positiva (h = 1.5 ± 0.3). La Km’ es de (439 ± 6) µM, es mayor que al colocar GA al 2.5%, 

esto se debe a que la red formada por el polímero puede ser demasiado abierta y se pierden 

unidades de LTv al contacto con la solución, la Km’  y la Imax = (4.9 ± 0.4) µA, son un 
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indicativo de que la concentración de la enzima ha cambiado al momento de la 

caracterización (ver sección 1.3.1.2.)  

 

 

Figura 2.24. Amperometría de ESP/LTv/ASH/GA 1.0 %, a diferentes concentraciones de hidroquinona (HQ), 

en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01, a (30.0 ± 0.5) °C, con un potencial impuesto de -0.3 V. 

 

 

Los parámetros analíticos obtenidos para el biosensor ESP/LTV/ASH/GA 1.0% tampoco 

mejoran pues se obtiene una sensibilidad baja ((5.7 ± 0.5) nAμM-1), un intervalo lineal de 

(26 ≤ [HQ] ≤ 504) µM, con un R2 = 0.9952, los límites de detección y cuantificación son (34 

± 13) µM y (113 ± 39) µM respectivamente; utilizando este método de inmovilización se 

obtienen parámetros cinéticos y analíticos mayores comparados con la inmovilización de 

LTv en los métodos anteriores. De acuerdo con Migneault y colaboradores [61] la pérdida en 

la actividad enzimática de LTv inmovilizada con GA se debe a la distorsión de la 

conformación de las enzimas y sus alteraciones durante el proceso de inmovilización debido 

a la presencia de albúmina [62] (ver Figura 2.18), a -0.300 V la corriente obtenida es pequeña 

pues a estas condiciones se ha reducido muy poco sustrato.  
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Figura 2.25. Comparación experimental (marcadores) registrados en el sistema laccasa de Trametes versicolor 

inmovilizada mediante reticulado (biosensor ESP/LTv/ASH/GA 1.0% en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 

4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Seguida por la corriente medida a -300 mV de potencial impuesto como función 

de la concentración de HQ, la línea es el ajuste obtenido mediante el modelo de Hill usando los valores de 

Km´, Imax y h reportados en la Tabla 2.1.  

 

 

2.6.3. Biosensor de laccasa con glutaraldehído termocurado a 40°C 

El biosensor ESP/LTv/GA 2.5% se caracteriza mediante voltamperometría cíclica partiendo 

de un potencial de 0.0 V hacia reducción (Figura 2.26), en este primer segmento se observa 

la reducción de Q a HQ a un potencial de -0.300 V el efecto catalítico de la enzima se observa 

desde este potencial hasta -0.500 V, a partir de -0.500 V la membrana del biosensor se reduce 

dañando de esta forma la membrana polimérica. Como se mencionó anteriormente cuando la 

enzima se inmoviliza utilizando glutaraldehído, se pierde parte de su conformación por lo 

que ahora sufre también procesos de reducción a partir de -0.500 V. Al invertir el barrido de 

potencial hacia oxidación hasta un valor de 0.800 V se observa la oxidación de HQ a un 

potencial de  0.250 V.  
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Figura 2.26. Voltamperometría cíclica de ESP/LTv/GA 2.5%, a diferentes concentraciones de hidroquinona 

(HQ), partiendo del potencial de corriente nula hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 mVs-1, en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C. 

 

 

Partiendo de los resultados anteriores se impone un potencial de -0.300 V y se lleva a cabo 

la caracterización amperométrica sumergiendo el biosensor ESP/LTv/GA 2.5% en 10 mL de 

amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.7 ± 0.1 a (30.0 ± 0.5) °C (Figura 2.27), a bajas 

concentraciones de HQ, le toma más tiempo al sensor llegar a el equilibrio, cuando la 

concentración sobrepasa los 250 µM, el biosensor responde en un tiempo de 30 segundos y 

llega al equilibrio en 1 minuto. 

 

El hecho de prescindir de la albúmina y elaborar el biosensor mediante el termocurado de 

GA, provee a la enzima una mejor eficiencia catalítica; al utilizar una concentración de GA 

de 2.5%, la red polimérica formada es similar a la que se obtiene al inmovilizar mediante el 

método de reticulado (Figura 2.28). Las propiedades obtenidas también son similares a las 

del biosensor elaborado con PVA pues expone de manera adecuada los sitios de la enzima 

generando de esta forma un biosensor con buenos parámetros cinéticos y analíticos para la 
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determinación de HQ. (Km´ = (170 ± 3) µM, LDD = (14 ± 5) µM, LDQ = (48 ± 17) µM). La 

cinética enzimática obtenida es de tipo Michaeliano con una cooperatividad positiva (Figura 

2.29) al fabricar el biosensor con este nuevo método de inmovilización se observa que los 

sitios activos de la enzima interactúan de manera directa con el sustrato, y por lo tanto no se 

daña la conformación de la enzima al inmovilizar de esta forma.  

 
Figura 2.27. Amperometría de ESP/LTv/GA 2.5 %, a diferentes concentraciones de hidroquinona (HQ), en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01, a (30.0 ± 0.5) °C, con un potencial impuesto de -0.3 V. 

 

Figura 2.28. Microscopía electrónica de barrido del electrodo screen-printed modificado con laccasa  

mediante reticulado (ESP/LTv/GA 2.5%),  
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Figura 2.29. Cinética enzimática descrita por el biosensor ESP/ LTv/GA 2.5%, en amortiguador de acetatos 

0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. a -300 mV de potencial impuesto, la línea es el ajuste obtenido 

mediante el modelo de Hill usando los valores de Km´, Imax y h reportados en la Tabla 2.1.  

 

 

Cuando se cambia la concentración de GA en el proceso de fabricación del biosensor, el 

potencial de equilibrio del sistema se encuentra ahora en -0.230 V, la reducción de Q se 

observa a cantidades elevadas de sustrato, el efecto catalítico de la enzima en el sistema no 

se observa (Figura 2.30) esto es un indicativo de que la velocidad de la reacción 

electroquímica es afectada durante el proceso de inmovilización.  

 

Imponiendo un potencial de -0.300 V se evalúa el cambio en la corriente en el biosensor para 

diferentes concentraciones de HQ, se toman 10 minutos para estabilizar la corriente inicial 

del electrodo (Figura 2.31), a concentraciones bajas de HQ el tiempo de respuesta del 

biosensor es de 12 segundos, pero le toma más de dos minutos llegar al equilibrio, a 

concentraciones medias y altas de HQ el biosensor responde en un tiempo de 28 segundos y 

le toma 55 segundos llegar al equilibrio. 
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Figura 2.30. Voltamperometría cíclica de ESP/LTv/GA 1.0%, a diferentes concentraciones de hidroquinona, 

partiendo del potencial de equilibrio hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 mVs-1, en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 y (30.0 ± 0.5) °C. 

 

 

 
Figura 2.31. Amperometría de ESP/LTv/GA 1.0 %, a diferentes concentraciones de hidroquinona (HQ), en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01, a (30.0 ± 0.5) °C, con un potencial impuesto de -0.3 V. 
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La dependencia de la corriente con respecto a la concentración de HQ permite evaluar el 

comportamiento cinético de la enzima en el biosensor (Figura 2.31), al disminuir la 

concentración de GA al 1.0%, hay una pérdida en la eficiencia catalítica por parte de LTv, 

con respecto a ESP/LTv/GA 2.5%, esta pérdida se refleja en la baja sensibilidad (4.5 ± 0.4) 

nA µM-1 y los altos límites de detección y cuantificación (LDD = (17 ± 6) µM, LDQ = (56 ± 

20) µM),  sin embargo es mejor aún que la inmovilización mediante atrapamiento y 

reticulado con albúmina (ver secciones 2.6.1. y 2.6.2.).  

 

La corriente presenta un decremento conforme aumenta la concentración de HQ, esto es 

atribuido a la conformación de la red la cual puede quedar con intersticios relativamente 

grandes (Figura 2.32), por lo tanto al disminuir la [E] en el sensor disminuye la corriente de 

respuesta para el biosensor, esto repercute en los parámetros analíticos del biosensor.  

 

 
Figura 2.31. Comportamiento cinético del biosensor ESP/ LTv/GA 1.0%, caracterizado en amortiguador de 

acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Seguida por la corriente medida a -300 mV de potencial 

impuesto como función de la concentración de HQ, la línea es el ajuste obtenido mediante el modelo de Hill 

usando los valores de Km´, Imax y h reportados en la Tabla 2.1.  
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Figura 2.32. Microscopía electrónica de barrido del electrodo screen-printed modificado con laccasa  

mediante reticulado (ESP/LTv/GA 2.5%),  

 

 

2.6.4. Biosensor de laccasa con EDC, y sulfo-NHS 

Mediante voltamperometría cíclica se evalúa el efecto de la membrana polimérica en el 

potencial de reducción de Q así como el potencial de oxidación de HQ, partiendo de un 

potencial de corriente nula hacia reducción, en este intervalo se observa la reducción de Q a 

HQ a un potencial de -0.300 V, en este caso el efecto catalítico de la enzima no puede 

observarse en esta caracterización a potenciales menores de -0.450 V, se observa un nuevo 

proceso de reducción atribuido a algunos grupos enzimáticos (Figura 2.33) . Al invertir el 

barrido de potencial hacia valores positivos se observa a un potencial de 0.200 V el sistema 

sufre un desplazamiento tanto en el potencial de reducción como de oxidación hacia valores 

mayores al incrementar la concentración de HQ en el sistema.  
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Figura 2.33. Voltamperometría cíclica de ESP/LTv/EDC, a diferentes [HQ], partiendo del potencial de 

corriente nula hacia reducción, a una  = 100 mVs-1, en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 y 

(30.0 ± 0.5) °C. 

 

Imponiendo un valor de -0.300 V se evalúa la respuesta amperométrica del biosensor (Figura 

2.34), la membrana se acondiciona durante 10 minutos, posteriormente se cambia la 

concentración de HQ en el sistema cada dos minutos. El tiempo de respuesta para el biosensor 

es de 12 segundos, y le toma 70 segundos en promedio en llegar al equilibrio, a 

concentraciones de HQ mayores de 260 µM se observa la presencia de interferentes en la 

respuesta del biosensor, pues la corriente medida es inestable, esto se debe a que al reaccionar 

la enzima con el sustrato se obtiene un precipitado (Figura 2.35) el cual se queda depositado 

sobre la superficie del electrodo de trabajo y afecta la reacción enzimática.  
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Figura 2.34. Amperometría de ESP/LTv/EDC, a diferentes concentraciones de HQ, en amortiguador de 

acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01, a (30.0 ± 0.5) °C, con un potencial impuesto de -0.3 V. 

 

 

Figura 2.35. Microscopía electrónica de barrido del ESP modificado con laccasa  mediante enlace covalente 

(ESP/LTv/EDC). 

 

 

Cuando LTv se inmoviliza mediante unión covalente se genera una actividad enzimática 

mejorada, con K'm= (192 ± 6) M, la cinética descrita se ajusta a los modelos de Michaelis-
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Menten y Hill y muestra una cooperatividad positiva [3] entre la enzima y su sustrato (Figura 

2.33). Una de las desventajas del método de unión covalente es la solubilidad del sistema una 

vez que la enzima y el sustrato han interactuado, a pesar de ello se obtiene un límite de 

detección  de (23 ± 8) µM, límite de cuantificación de (78 ± 27) µM, un intervalo lineal de 

(26 ≤ [HQ] ≤ 333) µM (R2 = 0.9938) y una sensibilidad de (12.2 ± 0.8) nAμM-1, de acuerdo 

con estos resultados la inmovilización de enzimas mediante el método de enlace covalente 

genera buenos biosensores sin embargo no son reutilizables.  

 

 

Figura 2.33. Cinética enzimática para el biosensor ESP/ LTv/EDC), caracterizado en amortiguador de 

acetatos 0.1M a pH 4.50 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Seguida por la corriente medida a -300 mV de potencial 

impuesto como función de la concentración de HQ, la línea es el ajuste obtenido mediante el modelo de Hill 

usando los valores de Km´, Imax y h reportados en la Tabla 2.1.  

 

 

 

2.7. Comparación de métodos de inmovilización  

Todos los biosensores con caracterizados amperométricamente imponiendo un potencial de 

-0.300 V; si se impusiera un potencial menor podrían tenerse falsos positivos como resultados 
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en la determinación de muestras reales debido a que a este valor de potencial se reduce una 

gran cantidad de especies electroquímicas.  

La Tabla 2.1 muestra la comparación de los parámetros cinéticos y analíticos de cada uno de 

los biosensores fabricados utilizando laccasa de Trametes versicolor (LTv), los menores 

límites de detección y cuantificación, la menor Km
’ así como el menor coeficiente de Hill se 

obtienen para el biosensor ESP/LTv/GA 2.5%, la inmovilización mediante atrapamiento es 

considerado el segundo mejor método de inmovilización para LTv, seguida por la 

inmovilización mediante enlace covalente, el cual es un buen método de inmovilización si se 

utiliza en condiciones a las cuales aún no ha cristalizado la membrana.  

Como se planteó al inicio de este capítulo, la inmovilización de la enzima afecta la Km´ así 

como los límites de cuantificación y detección, así como el tiempo de vida del sensor, de esta 

forma es posible concluir que para laccasa de Trametes versicolor, el mejor método de 

inmovilización es el co-reticulado, atrapamiento, enlace covalente y finalmente reticulado, 

generando biosensores con una alta actividad enzimática, bajo costo y fácil fabricación. La 

Tabla 2.2 muestra el valor de las constantes de velocidad de formación del producto k2 o 

también conocida como kcatalítica (kcat), la cual se obtiene mediante la velocidad máxima y la 

concentración total de la enzima (ver anexo 2) y es un indicativo de la efectividad de 

transformación del complejo enzima-sustrato en el producto de la reacción. La eficiencia 

catalítica de la enzima cambia con cada método de inmovilización, con esto queda 

demostrada que la inmovilización de la enzima tiene un impacto directo en la constante de 

Michaelis-Menten aparente y como consecuencia en los parámetros analíticos del biosensor.  

En la actualidad existen diversos métodos y técnicas de inmovilización de laccasa de 

Trametes versicolor [63], para diversas aplicaciones [64], y se han evaluado diversos 

métodos de inmovilización de esta enzima sobre diferentes superficies [65, 66, 67, 68], es 

por ello que esta investigación aporta una base para la inmovilización de laccasa en 

electrodos de tipo screen-printed, desarrollando dispositivos con buenos parámetros 

analíticos y de bajo costo comparado con otros biosensores [69, 70, 71]. 
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Tabla 2.1. Parámetros analíticos de la laccasa de Trametes versicolor inmovilizada mediante los 

métodos de atrapamiento y reticulado, sobre sensores de tipo screen-printed. 

 

* los biosensores son almacenados a temperatura ambiente evitando el contacto con la luz.  

 

 

Tabla 2.2. Parámetros cinéticos de biosensores con laccasa de Trametes versicolor inmovilizada 

mediante los métodos de atrapamiento y reticulado, sobre sensores de tipo screen-printed. 

 

Biosensor K
m

´ (µM) Imáx 

(µA) 
h 

kcat 

(µA mL mg-1) 

kcat /Km´ 

(µA mL mg-1 µM-1) 

ESP/LTv/PVA 188 ± 5 4.7 ± 0.1 1.9 ± 0.1 0.944 0.0050 

ESP/LTv/EDC 192 ± 6 5.1 ± 0.1 1.8 ± 0.1 0.953 0.0050 

ESP/LTv/ASH/GA 2.5% 367 ± 9 7.9 ± 0.1 1.8 ± 0.5 1.487 0.0041 

ESP/LTv/ASH/GA 1.0% 439 ± 6 4.9 ± 0.4 1.5 ± 0.3 0.931 0.0021 

ESP/LTv/GA 2.5% 170 ± 3 2.0 ± 0.2 1.7 ± 0.2 0.403 0.0024 

ESP/LTv/ GA 1.0% 206 ± 5 1.6 ± 0.3 1.7 ± 0.1 0.329 0.0016 

 

 

 

 

 

Biosensor 
K

m
´ 

(µM) 

Sensibilidad 

(nA µM
-1

) 

Límite de 

detección 

(LDD)/ 

µM 

Límite de 

cuantificación 

(LDQ)/ µM 

Intervalo lineal 

(µM) 

Tiempo 

de vida* 

(días) 

ESP/LTv/PVA 188 ± 5 11.6 ± 0.7 20 ± 7 67 ± 23 26 ≤ [HQ] ≤ 348 > 360 

ESP/LTv/EDC 192 ± 6 12.2 ± 0.8 23 ± 8 78 ± 27 26 ≤ [HQ] ≤ 333 < 1 

ESP/LTv/ASH/

GA 2.5% 
367 ± 9 11.1 ± 0.7 30 ± 11 101 ± 35 26 ≤ [HQ] ≤ 527 < 3 

ESP/LTv/ASH/

GA 1.0% 
439 ± 6 5.7 ± 0.5 34 ± 13 113 ± 39 26 ≤ [HQ] ≤ 504 < 3 

ESP/LTv/GA 

2.5% 
170 ± 3 5.6 ± 0.4 14 ± 5 48 ± 17 26 ≤ [HQ] ≤ 258 > 165 

ESP/LTv/ GA 

1.0% 
206 ± 5 4.5 ± 0.4 17 ± 6 56 ± 20 26 ≤ [HQ] ≤ 208 > 165 
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3.1. Introducción  

La tirosinasa (Tir), una enzima del grupo de las oxidasas, contiene dos átomos de cobre en 

estados “meta” “oxi” y “desoxi”  en sus sitios activos; la función de éstos es catalizar la orto-

hidroxilación de monofenoles [72] y la oxidación de o-difenoles a o-quinonas [73,74] y 

puede ser inmovilizada mediante distintos métodos con el propósito de mejorar sus 

propiedades catalíticas en el biosensor. Actualmente la tirosinasa es utilizada en diversas 

áreas de la ciencia, una de ellas es el desarrollo de biosensores [75] con diversas aplicaciones 

por ejemplo determinar el contenido fenólico en tés [76] o en cervezas [77], biosensores para 

la determinación de fluoruro [78], etcétera.  

 

En este caso se utiliza catecol como sustrato para Tir [79]. A través de la constante de 

Michaelis-Menten aparente se puede obtener información descriptiva del sistema, y por ende 

puede ser utilizada como un parámetro descriptivo de la robustez del sensor, sin embargo 

hasta ahora solo ha sido utilizada como una característica más del sensor sin ajustar el modelo 

matemático a los resultados experimentales, o bien sin mencionar el tipo de cinética descrita 

en la reacción [80, 81, 82, 83].  

 

Por ello en el presente trabajo se muestra la inmovilización de tirosinasa mushroom mediante 

los métodos de atrapamiento, reticulado y enlace covalente, en seis condiciones 

experimentales distintas, en todos ellos la constante de Michaelis-Menten aparente es 

utilizada como un parámetro descriptivo del comportamiento cinético del sistema para 

conocer el efecto en los sitios activos de la enzima al ser inmovilizada, la velocidad de 

formación del producto de reacción entre otros parámetros cinéticos, fisicoquímicos y 

analíticos. Estos resultados son reforzados al caracterizar cada biosensor mediante 

Voltamperometría Cíclica, Espectroscopia de Ultravioleta Visible,  Espectroscopia de 

Impedancia Electroquímica (EIS) y Microscopía Electrónica de Barrido (SEM).  
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3.2. Caracterización espectrofotométrica de tirosinasa mushroom.  

El sistema formado por tirosinasa (tir) y Catecol (Cat) que produce o-quinona (o-Q), se 

describe mediante una reacción enzimática como la siguiente: 

)()()()()( aqaqaqaqaq QotirtirCatCattir     (R. 3.1) 

 

En la caracterización espectrofotométrica de Tir se obtienen los espectros de la enzima y de 

catecol, que es usado como sustrato afín a la enzima, en amortiguador de acetatos 0.1 M y 

pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, la tirosinasa (Figura 3.1, línea) muestra una banda de 

absorción en 289 nm., así como un hombro en 380 nm., por su parte el catecol (Figura 3.1, -

- -) muestra una banda de absorción en 275 nm.  

 

 

Figura  3.1. Espectro de absorción de tirosinasa mushroom (tir) 145 µg/mL (línea solida), Catecol (Cat) 118 

µM (línea punteada) y el sistema reaccionante tir + Cat, cada espectro fue obtenido en amortiguador de 

acetatos 0.1 M a (30.0 ± 0.5) °C y pH 4.70 ± 0.01. El inserto muestra el esquema de reacción entre tir y Cat.  
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Al obtener el espectro del sistema reaccionante (Figura 3.1, - · -) de tirosinasa (Tir) con 

Catecol (Cat), en donde se forma el complejo enzima-sustrato, en este caso tirosinasa-Catecol 

(TCat), que posteriormente se disocia para obtener la enzima y el producto; que en este caso 

es benzoquinona (o-Q) se observan dos bandas de absorción una en 275, que es atribuida al 

catecol que no reaccionó en el sistema y una más a 388 nm, atribuida a la formación de 

benzoquinona.  

 

 

3.3. Cálculo de la constante de Michaelis-Menten  

Para la obtención de los parámetros cinéticos de la enzima se sigue la absorbancia a 388 nm, 

para diferentes concentraciones de catecol, la velocidad de reacción del sistema formado por 

tirosinasa y catecol a (30.0 ± 0.5) °C en amortiguador de acetatos 0.1M y pH 4.70 ± 0.01 

como función de la concentración de Catecol, ([Catecol]) se muestra en la Figura 3.2. 

 

 

Figura  3.2. Cinética enzimática para catecol usando tirosinasa mushroom en amortiguador de acetatos 0.1M a 

pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Los puntos son los datos experimentales y la línea es obtenida mediante el 

modelo de Hill, usando los valores de Km, max y h reportados en esta seccion. 
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En este caso se observa un intervalo lineal que abarca concentraciones de (29 ≤ [Catecol] ≤ 

289) µM con un coeficiente de regresión lineal  de 0.9988, mediante la regresión no lineal de 

los datos experimentales se obtienen los parámetros cinéticos correspondientes a la enzima 

en solución Km= (460 ± 2) µM, max= (174 ± 4) µMmin-1 y h = 1.33 ± 0.04, es importante 

mencionar que el valor obtenido en el coeficiente de Hill (h) es un indicativo de la 

cooperatividad del sistema, de acuerdo con Coperland [3] la tirosinasa muestra una 

cooperatividad positiva con el sustrato, y por lo tanto el coeficiente de Hill es mayor que 1.  

 

 

3.4. Caracterización electroquímica del sistema tirosinasa-catecol 

Para la determinación amperométrica de tirosinasa y catecol en solución, se utiliza un sensor 

screen-printed sin modificar y se lleva a cabo a determinación de la corriente en función de 

la concentración de catecol para tirosinasa mushroom 5 µg/mL. Para la caracterización de 

catecol se utilizan los biosensores de tirosinasa inmovilizada mediante seis metodologías 

distintas,  para ambas caracterizaciones se utiliza un detector BAS LC-4C, se impone un 

potencial constante de -0.300 V usando un electrodo de pseudoreferencia de Ag/AgCl, en 

amortiguador de acetatos 0.1 M y pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, con agitación constante.  

 

Cuando tirosinasa en solución es evaluada amperométricamente se observa un 

comportamiento cinético de tipo Michaeliano, (Figura 3.3), en donde se mide la corriente 

dada por la reducción de benzoquinona a catecol (inserto de la Figura 3.3) en amortiguador 

de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C utilizando un electrodo screen-printed 

(ESP) sin modificar; en este caso la Km´ = (404 ± 11) µM, que es similar a la obtenida 

mediante la espectroscopia de UV-Vis y a la reportada por Rivas y Solis [84], lo que nos 

permite descartar algún efecto negativo por parte del material del biosensor o de la 

pseudoreferencia utilizada, sin embargo la constante de Michaelis-Menten se denota como 

una constante aparente (Km´) debido a que no es obtenida mediante el modelo original; Imáx 
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= (27.5 ± 0.4) µA y h = 1.35 ± 0.03 lo que nos indica que la cooperatividad del sistema 

tampoco se ve afectada por la técnica electroquímica empleada. El intervalo lineal abarca 

concentraciones de (29 ≤ [Catecol] ≤ 318) µM con un coeficiente de regresión lineal  de 

0.9992. 

 

Figura  3.3. Cinética enzimática para catecol usando tirosinasa mushroom en solución, contenida en 

amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.50 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. Seguida por la corriente medida a -300 mV 

de potencial impuesto, los puntos son los datos experimentales y la línea es el ajuste obtenido mediante el 

modelo de Hill [anexo 2] usando los valores de Km= (406 ± 11) µM, Imax= (27.5 ± 0.4) µA y h = 1.35 ± 0.03. 

El inserto muestra el esquema de reacción de catecol y benzoquinona catalizada por tirosinasa. 

 

 

3.5. Caracterización amperométrica de los diferentes biosensores.  

3.5.1. Biosensor ESP/Tir/PVA 

En la Figura 3.4 (puntos) se muestra el comportamiento cinético de la tirosinasa inmovilizada 

por atrapamiento; al variar la concentración de catecol en el sistema a pH de 4.70 ± 0.01 

impuesto con amortiguador de acetatos en concentración 0.1 M a (30.0 ± 0.5) °C, en este 

caso es posible observar un intervalo lineal de (10 ≤ [Catecol] ≤ 82) µM  con un R² = 0.9995,  

con una sensibilidad de (120 ± 20) nAµM-1, un límite de detección (LOD) de (9.5 ± 3.5) µM 
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y un límite de cuantificación (LOQ) de (31 ± 10) µM.  Para conocer los parámetros cinéticos 

de la enzima inmovilizada se utiliza el modelo de Hill (ver sección 1.3), el tipo de cinética 

descrita por la enzima y su sustrato sigue siendo una cinética cooperativa (h =1.35 ± 0.23). 

Los parámetros cinéticos Imáx = (16.8 ± 0.2) µA y la Km´= (65 ± 2) µM indican que la actividad 

catalítica de la enzima ha sido mejorada con respecto a la enzima en solución.  

 

 

Figura  3.4. Cinética enzimática registrada en el sistema tirosinasa inmovilizada mediante atrapamiento 

(ESP/Tir/PVA) en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, la línea es obtenida 

usando el modelo de Hill [anexo 2] usando los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados en la Tabla 

3.2. 

 

 

3.5.2. Biosensor ESP/Tir/EDC 

Cuando la enzima es inmovilizada mediante enlace covalente utilizando EDC (Figura 3.5), 

hay una pérdida de la actividad enzimática (Km´ = (75 ± 18) µM) con respecto al método de 

atrapamiento; esto es atribuido a la cristalización de la membrana una vez usado el biosensor, 

esto afecta directamente los parámetros analíticos del mismo, tanto el límite de detección 

(LOD = (15 ± 6) µM) como el límite de cuantificación (LOQ = (51 ± 17) µM) tiene un valor 

mayor, el intervalo lineal comprende valores desde 27 µM ≤ [Catecol] ≤ 109 µM con una 
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sensibilidad de (11 ± 2) nAµM-1, con un coeficiente de regresión lineal de 0.9958. La 

cooperatividad del sistema enzima-sustrato también se ve afectada, (h = 1.55 ± 0.06) ya que 

se necesita una cantidad de sustrato mayor para lograr una cooperatividad positiva.  

 

 

Figura  3.5. Cinética enzimática registrada en el sistema tirosinasa inmovilizada mediante enlace covalente 

(ESP/tir/EDC) en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C. la línea es obtenida 

usando el modelo de Hill [anexo 2] usando los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados en la Tabla 

3.2. 

 

 

3.5.3. Biosensores ESP/Tir/ASH/GA 2.5% y ESP/Tir/ASH/GA 1.0% 

La Figura 3.6 muestra el comportamiento cinético de la tirosinasa al ser inmovilizada con 

glutaraldehído (GA) al 2.5% como agente reticulante, el uso de la albúmina de suero de 

humano (ASH) ayuda a la funcionalización de los sitios activos de la enzima con el fin de 

hacerlos aún más reactivos (biosensor ESP/Tir/ASH/GA 2.5%). En este caso el intervalo 

lineal es de (27 ≤ [Catecol] ≤ 109) µM con un R² = 0.9950, La constante de Michaelis-Menten 

aparente para dicho sensor que es de (98 ± 6) µM  lo que indica que algunos de los sitios 

activos de la enzima no están expuestos de manera adecuada o bien han sido bloqueados por 

el reticulante. Los parámetros analíticos del sensor son mayores, (límite de detección (26 ± 
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10) µM y cuantificación (88 ± 32) µM y sensibilidad (32 ± 1) nAµM-1), comparado con la 

inmovilización por atrapamiento como para la inmovilización por enlace covalente. 

 

 

Figura  3.6. Cinética enzimática registrada en el sistema tirosinasa inmovilizada mediante reticulado 

(ESP/Tir/ASH/GA 2.5%) en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, la línea es 

obtenida usando el modelo de Hill [anexo 2] usando los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados 

en la Tabla 3.2. 

 

 

Al disminuir la concentración de glutaraldehído en el sensor, la cinética enzimática (Figura 

3.7) muestra una mejora con respecto a la interacción del sustrato con la enzima, obteniendo  

una Km´ de (141 ± 4) µM así como un límite de detección (10 ± 3) µM, límite de 

cuantificación (33 ± 11) µM  menores con respecto a la inmovilización con glutaraldehído al 

2.5% y una sensibilidad de (58 ± 5) nAµM-1, debido a la baja concentración de glutaraldehído 

la enzima es retenida de manera correcta en la red polimérica sin embargo debido al método 

de inmovilización hay una pérdida de la actividad enzimática,  a pesar de que la 

cooperatividad del sistema es positiva (h = 1.25 ± 0.09). 
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Figura  3.7. Cinética enzimática registrada en el sistema tirosinasa inmovilizada mediante reticulado 

(ESP/Tir/ASH/GA 1.0 %) en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, la línea es 

obtenida usando el modelo de Hill [anexo 2] usando los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados 

en la Tabla 3.2. 

  

  

3.5.4. Biosensores ESP/Tir/GA 2.5% y ESP/Tir/GA 1.0% 

El hecho de prescindir de la ASH y someter el sensor a un proceso de termocurado (anexo 3) 

en la fabricación del sensor  ESP/Tir/GA 2.5%, mejora significativamente la interacción de 

la enzima con el sustrato (Figura 3.8) debido a la membrana formada  por el glutaraldehído 

en el proceso de inmovilización, confiriendo al sensor propiedades asociadas con la 

inmovilización por atrapamiento, incrementando la actividad enzimática del sensor (Km´ = 

57 ± 7 µM), con un intervalo lineal de (27 ≤ [Catecol] ≤ 136) µM, un coeficiente de regresión 

lineal de 0.9998, en este caso la cinética enzimática es de tipo cooperativo (h = 1.56 ± 0.03), 

sin embargo al utilizar una concentración menor de glutaraldehído (biosensor ESP/Tir/GA 

1.0%) la cinética enzimática sufre cambios considerables (Figura 3.9) debido a la pérdida de 

actividad enzimática, (Km´ = 244 ± 10 µM) este hecho se ve reflejado en los parámetros 

analíticos del sensor (LOD = (15 ± 6) µM), (LOQ = (51 ± 17) µM), el intervalo lineal 
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comprende valores desde (27 µM ≤ [Catecol] ≤ 109) µM con una sensibilidad de (6.6 ± 0.4) 

nAµM-1), mientras que la cooperatividad del sistema mejora (h = 1.45 ± 0.06).  

 

Figura  3.8. Cinética enzimática registrada en el sistema tirosinasa inmovilizada mediante reticulado 

(ESP/Tir/GA 2.5 %) en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, la línea es 

obtenida usando el modelo de Hill (anexo 2) usando los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados 

en la Tabla 3.2. 

 

Figura  3.9. Cinética enzimática del biosensor ESP/Tir/GA 1.0 % en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 

4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, la línea es obtenida usando el modelo de Hill (anexo 2) usando los valores 

correspondientes de Km´, Imax y h mostrados en la Tabla 3.2. 
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3.6. Estudio mediante Espectroscopia de Impedancia Electroquímica para los 

diferentes biosensores.  

La espectroscopia de impedancia electroquímica es una técnica no invasiva de respuesta 

lineal en donde se aplica una perturbación al sistema en estudio a través de una señal 

sinusoidal de corriente o potencial con frecuencia variable donde la función de transferencia 

obtenida de la relación entre la perturbación y la respuesta es conocida como impedancia. 

Hoy en dia esta técnica ha sido utilizada como una herramienta en diversos campos de estudio 

como baterías, caldas de combustible,  procesos bilógicos, biosensores, entre otros [85, 86, 

87]. 

 

Mediante la Espectroscopia de Impedancia Electroquímica (EIS) es posible evaluar la 

porosidad del electrodo, el efecto de la membrana en el trasporte de carga así como la 

formación de la doble capa electroquímica y con ello evaluar los limitantes en cuanto a la 

transferencia de carga y la difusión del sistema en cada biosensor. La Figura 3.10 (puntos) 

muestra el diagrama de Nyquist para los diferentes biosensores construidos sobre electrodos 

screen-printed (ESP), así como el ajuste (línea) realizado mediante el software Zview, 

utilizando el circuito de Randels como modelo (inserto Figura 3.10), donde Rtc es la 

resistencia a la transferencia de carga, Rs es la resistencia de la solución, C (µF) es la 

capacitancia de la doble capa electroquímica en el diagrama de Nyquist se observa como al 

agregar cada componente al momento de la fabricación del biosensor, la capacitancia se ve 

afectada de manera considerable. 

 

En la Figura 3.11, se observa que la superficie del ESP es prácticamente lisa (Figura 3.11, 

ESP) sin embargo al modificar la superficie del ESP con Tir esta se vuelve más rugosa 

(Figura 3.11, Tir) sin embargo al agregar PVA, la superficie pierde porosidad, lo que afecta 

directamente la interacción de la enzima con el sustrato, y por lo tanto la resistencia a la 

transferencia de carga es mayor (ver Figura 3.10) 
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Figura  3.10. Diagrama de Nyquist que muestra la comparación experimental (puntos) de la impedancia de 

cada componente de los biosensores elaborados con tirosinasa mushroom, en amortiguador de fosfatos 0.1 M 

a pH 7.00 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C, con KCl 0.1 M y 
 4/3

6)CN(Fe  1 mM. El inserto muestra el circuito de 

Randels utilizado para obtener el ajuste (línea) empleando el software Zview. 

 

 

Al modificar la superficie del sensor con albúmina el sensor se vuelve más resistivo (Rtc = 

1918.8 KΩ) que al tener un ESP sin modificar, sin embargo al modificarlo con la mezcla de 

tirosinasa y albúmina, el sistema disminuye la resistencia a la transferencia de carga (Rtc = 

533.5 KΩ), pero al colocar el agente reticulante, este dificulta la transferencia de carga (Rtc 

= 1359  KΩ) a pesar de que la superficie porosa (Figura 3.11, ESP/Tir/ASH/GA); cuando la 
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concentración de GA es disminuida al 1%,  Rtc disminuye (672.6  KΩ), y esto tiene un 

impacto directo en los parámetros analíticos del biosensor por lo que se obtienen límites de 

detección, y cuantificación menores que en el caso anterior y la interacción entre la enzima 

y el sustrato se ve favorecida (ver sección 3.5).  

 

Cuando la superficie del ESP es modificada con GA, polimerizado a 40°C, la membrana 

pierde porosidad, sin embargo posee una porosidad uniforme (Figura 3.11, ESP/Tir/GA), una 

concentración de GA del 2.5% permite que la interacción de la enzima con el sustrato mejore 

generando biosensores con la más baja resistencia a la transferencia de carga (367.6 KΩ), 

obteniendo de esta forma sensores robustos.  

 

La impedancia electroquímica es calculada por la ecuación  

njC
Z

)(

1


       (3.1) 

donde Z es el módulo de impedancia, C es la capacitancia de la doble capa, 1j ,  es 

la frecuencia y de acuerdo con T. Pajkossy [88], n es un indicativo de la rugosidad o 

porosidad del electrodo y tomo valores de 0 a 1, donde cero indica un electrodo no poroso y 

1 indica que se tiene un electrodo poroso. En la tabla 3.1 se muestra una comparación de la 

Rs (K), Rct (K), la C (µF) y n obtenida para cada biosensor.  

 

Estos resultados coinciden con la información obtenida mediante Microscopia Electrónica 

de Barrido (Figura 3.11), en donde una vez más se muestra que al depositar la enzima sobre 

el ESP, la superficie es rugosa (Figura 6, Tir), los sensores elaborados con tirosinasa 

inmovilizada mediante atrapamiento (ESP/tir/PVA) muestra una superficie menos rugosa, el 

biosensor ESP/tir/EDC muestra cavidades más amplias, por su parte la inmovilización con 

albúmina y glutaraldehído muestra una membrana más cerrada, comparada con el resto de 

los biosensores.   
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Figura  3.11. Microscopia electrónica de barrido (SEM) del electrodo de tipo screen-printed (ESP) y los ESP 

modificados con tirosinasa mushroom (Tir), tirosinasa inmovilizada mediante atrapamiento (ESP/Tir/PVA), 

enlace covalente (ESP/Tir/EDC), reticulado puro con albúmina de suero de humano (ESP/Tir/ASH/GA) y co-

reticulado a (40.0 ± 0.5) °C (ESP/Tir/GA).  
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Tabla 3.1. Caracterización mediante espectroscopia de impedancia electroquímica para los  electrodos screen-

printed en las diferentes etapas de fabricación.  

 Rs Rtc C n 

 KΩ KΩ µF  

ESP 1.67 265.3 0.007 0.91789 

tir 1.60 582.1 0.659 0.92578 

ASH 1.56 1918.8 0.206 0.88906 

GA 2.5% 1.85 580.5 0.963 0.87006 

GA 1% 1.88 804.2 0.338 0.89526 

PVA 1.59 2248.6 0.389 0.87001 

ESP/tir/ASH 1.54 533.5 0.520 0.90658 

ESP/tir/ASH/GA 2.5% 1.70 1359.0 0.552 0.87764 

ESP/tir/ASH/GA 1.0% 1.70 672.6 0.897 0.90977 

ESP/tir/GA 2.5% 1.62 367.6 0.430 0.86756 

ESP/tir/GA 1.0% 1.68 572.0 0.360 0.86982 

ESP/tir/PVA 1.62 679.8 0.740 0.90614 

ESP/tir/EDC --- ---  --- 

 

 

 

3.7. Comparación de métodos de inmovilización  

La superficie del electrodo de trabajo sufre diversos cambios en cada método de 

inmovilización, al colocar la albumina se incrementa la resistencia a la solución debido a las 

cavidades formadas en la inmovilización, la inmovilización mediante enlace covalente 

conserva la estructura de la enzima solo evita la perdida de esta al momento de la 

inmovilización, y finalmente la red formada por glutaraldehído en el co-reticulado es similar 

a una membrana permeable lo cual facilita la interacción de la enzima con el sustrato 

mejorando la cinética enzimática.  
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Cada uno de estos cambios afecta directamente los parámetros cinéticos y analíticos del 

biosensor, para tirosinasa mushroom el mejor método de inmovilización es el co-reticulado 

a 40°C, pues presenta la menor resistencia a la transferencia de carga, menor Km´ y mejores 

límites de detección y cuantificación, seguido por la inmovilización por atrapamiento, enlace 

covalente y finalmente el reticulado puro. Los valores obtenidos para la constante de 

Michaelis-Menten, son menores que los reportados en la literatura para la inmovilización de 

tirosinasa inmovilizada por los mismos métodos e incluso con nanopartículas [89, 90] 

 

 
Tabla 3.2. Parámetros analíticos para tirosinasa inmovilizada mediante atrapamiento, reticulado y 

enlace covalente sobre sensores de tipo screen-printed. 

 

La Tabla 3.3 muestra el valor de las constantes de velocidad de formación del producto k2 o 

también conocida como kcatalítica (kcat), la cual se obtiene mediante la velocidad máxima y la 

concentración total de la enzima (ver anexo 2) cuando kcat es pequeña indica que la afinidad 

de la enzima por el sustrato es elevada y por lo tanto Km debe ser pequeña. Cuando se 

obtienen una kcat alta Km´ no puede ser alta y por lo tanto la afinidad de la enzima por el 

sustrato es limitada. Para tirosinasa mushroom la mayor eficiencia catalítica se obtiene al 

Método 
Km´ 

(µM) 

Sensibilidad 

(µA µM-1) 

Límite de 

detección  

(LD) / µM 

Límite de 

cuantificación 

(LQ)/ µM 

Intervalo lineal  

(µM) 
R2 

Atrapamiento 

(ESP/Tir/PVA) 
65 ± 2 120 ± 20 9.5 ±   3.5 31 ± 10 10 ≤ [Catecol] ≤ 82 0.9995 

Enlace 

covalente 

(ESP/Tir/EDC) 

75 ± 18 11 ± 2 15 ± 6 51 ± 17 27 ≤ [Catecol] ≤ 109 0.9958 

Reticulado 

(ESP/Tir/ASH/

GA 2.5%) 

98± 6 32 ± 1 26 ± 10 88 ± 32 27 ≤ [Catecol] ≤ 109 0.9950 

Reticulado 

(ESP/Tir/ASH/

GA 1.0%) 

141 ± 4 58 ± 5 10 ± 3 33 ± 11 27 ≤ [Catecol] ≤ 162 0.9967 

Reticulado 

(ESP/Tir/GA 

2.5%) 

57 ± 7 26 ± 4 1.5 ± 0.6 5 ± 1 27 ≤ [Catecol] ≤ 136 0.9998 

Reticulado 

(ESP/Tir/GA 

1.0%) 

244 ± 10 6.6 ± 0.4 10 ± 4 35 ± 12 27 ≤ [Catecol] ≤ 189 0.9971 
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inmovilizar mediante el método de enlace covalente, seguido por el método de co-reticulado 

(biosensor ESP/Tir/GA 2.5%), atrapamiento, y finalmente reticulado.  

 

Tabla 3.3. Parámetros cinéticos de tirosinasa mushroom inmovilizada mediante los métodos de 

atrapamiento y reticulado, sobre sensores de tipo screen-printed. 

 

Biosensor K
m

´ (µM) Imáx 

(µA) 
h 

kcat 

(µA mL mg-1) 

kcat /Km´ 

(µA mL mg-1 µM-1) 

ESP/Tir/PVA 65 ± 2 16.8 ± 0.2 1.35 ± 0.06 3.32 0.0508 

ESP/Tir/EDC 75 ± 18 1.95 ± 0.02 1.55 ± 0.06 0.39 0.0051 

ESP/Tir/ASH/GA 2.5% 98± 6 7.2 ± 0.2 1.21 ± 0.08 1.43 0.0145 

ESP/Tir/ASH/GA 1.0% 141 ± 4 7.1 ± 0.2 1.25 ± 0.09 1.42 0.0100 

ESP/Tir/GA 2.5% 57 ± 7 5.35 ± 0.02 1.56 ± 0.03 0.62 0.0183 

ESP/Tir/GA 1.0% 244 ± 10 3.13 ± 0.07 1.45 ± 0.06 1.06 0.0025 

 

La eficiencia catalítica cambia con cada método de inmovilización, sin embargo también el 

sustrato afecta influye en la caracterización del biosensor. Se considera que el co-reticulado 

es el mejor método de inmovilización tanto para laccasa de Trametes versicolor como 

tirosinasa mushroom, sin embargo el enlace covalente es mejor método de inmovilización 

para Tir que para LTv, al igual que el reticulado puro, sin embargo el método de atrapamiento 

es considerado el segundo mejor método de inmovilización para ambas enzimas generando 

una mayor respuesta en la corriente, un tiempo de vida amplia y una buena trasferencia de 

carga en ambos casos.  
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4.1. Introducción  

Los parámetros relevantes para conocer la velocidad de reacción, en la cinética química son 

la concentración del reactivo y la constante de velocidad de formación del producto. Si la 

reacción química en estudio es una reacción enzimática de tipo:  

PEESSE
k

k

k

 



2
1

1

    (R.5.1) 

donde E es la enzima, S es el sustrato, ES es el complejo enzima-sustrato, P es el producto 

de reacción, k1 y k-1 son las constantes de formación y disociación del complejo enzima 

sustrato y k2 es la constante de formación del producto; las ecuaciones de velocidad estarán 

dadas en términos de la concentración de la enzima, la contracción del sustrato, o bien la 

concentración del complejo enzima sustrato así como de k1, k-1 y k2 [6]. 

Si la reacción enzimática se lleva a cabo sobre un electrodo, ahora la distancia de los sitios 

activos de la enzima y la superficie del electrodo es otro parámetro relevante, es por ello que 

para la fabricación de biosensores debe tomarse en cuanta este hecho, pues la velocidad de 

transferencia de electrones entre  una proteína grande redox y la superficie del electrodo es 

por lo general prohibitivamente lento, y se convierte en la principal barrera del sistema 

electroquímico [91]. 

 

El desarrollo de biosensores amperométricos ha ido avanzando en los últimos años [92, 93, 

94, 95, 96, 97, 98] y con ello el interés por generar mejores dispositivos electroquímicos, de 

acuerdo con Lötzbeyer [99] un prerrequisito fundamental para el desarrollo de biosensores 

amperométricos es el control del proceso de transferencia de carga entre la enzima 

inmovilizada y la superficie del electrodo, razón por la cual  la distancia entre el sitio activo 

de la enzima [100] y la superficie del electrodo de trabajo se convierte en un parámetro 

determinante que afecta directamente la robustez del biosensor.  

Otra parte importante en el desarrollo de biosensores es la elección del elemento de 

reconocimiento, o bien de la enzima; para los biosensores basados en la transferencia de 
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electrones directa de la proteína, la ausencia de mediador es la principal ventaja, 

proporcionándoles selectividad superior, debido a que deben operar en una ventana de 

potencial cercana al potencial redox de la enzima [91]. 

 

La laccasa (bencenodiol: oxígeno oxidorreductasas, EC 1.10.3.2) cataliza la  oxidación de 

orto-y para-difenoles, amino-fenoles, polifenoles, poliaminas,  ligninas, y diaminas de arilo, 

así como algunos iones inorgánicos acoplados a la reducción de dioxígeno molecular para 

agua [101, 102]. Mediante un estudio teórico se ha determinado que los electrones se 

transfieren desde el electrodo al sitio activo de la proteína adsorbida con una distancia de 5 a 

10 Å de acuerdo con sus estructuras [103]. 

 

Se ha demostrado para algunas laccasas que T1 es el centro principal, en el que los electrones 

se aceptan a partir de la reducción de sustratos [104]. Debido a que el cobre T1 es el sitio 

primario aceptor de electrones y está conectado al clúster trinuclear T2/T3 por un tripéptido 

de His-Cys-His [105]. 

 

La eficiencia catalítica (kcat / Km) para algunos sustratos reductores puede afectarse al reducir 

u oxidar el cobre T1 en las laccasas [106] pues se ha demostrado que los sustratos se oxidan 

cerca del sitio T1, que luego transfiere el electrón al clúster T2/T3, donde se reduce el oxígeno 

molecular. De acuerdo con Ducros et al, [107] y Piontek et al, [43] la distancia entre el sitio 

de T1 y clúster T2/T3 es de 12 a 14 Å, el sitio T1 todavía se puede reducir por un sustrato, 

pero la transferencia de electrones al clúster trinuclear es demasiado lento para ser 

catalíticamente relevante [108]. 

Las características de la electro-reducción de oxígeno en los electrodos de grafito o carbono 

modificados con laccasa dependen del origen y también de la cantidad de enzima sobre la 

superficie del electrodo [109,110,111]. Un mecanismo para la reducción bioelectro-catalítica 
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de oxígeno por laccasa adsorbida sobre electrodos de carbono ha sido propuesto por 

Tarasevich et al [112].  

Todos los experimentos con electrodos de carbono modificados con laccasa confirman que 

el sitio T1 es el aceptor de electrones primaria de electrodos de carbono durante la reducción 

heterogénea tanto en condiciones aeróbicas y anaeróbicas. 

De acuerdo con la teoría de Marcus y Sutin [113], la constante de velocidad para una reacción 

electroquímica enzimática se rige por la diferencia de potencial entre los centros redox 

involucrados, la energía de reorganización y más significativamente "la distancia entre el 

sitio activo de la enzima y la superficie del electrodo.  

Para mejorar la transferencia electrónica de la enzima hacia el electrodo de trabajo, se han 

incorporado aceptores de electrones en algunos biosensores amperométricos que aceleren 

dicho proceso, y de esta forma obtener una mejor respuesta en la corriente. 

Considerando todos estos parámetros en el presente trabajo se muestra el efecto del área 

cubierta por la membrana sobre el electrodo de trabajo de un biosensor de tipo screen-printed, 

utilizando laccasa de Trametes versicolor, como elemento de reconocimiento, inmovilizada 

mediante los métodos de atrapamiento y reticulado.  

 

4.2. Fabricación de biosensores 

Utilizando el procedimiento descrito en el anexo 3 para biosensores de LTv/PVA y LTv con 

GA al 2.5%, se preparan biosensores con un diámetro de 1mm, 2 mm y 3 mm cubiertos del 

área del electrodo de trabajo (Figura 4.1), los cuales son etiquetados como ESP/LTv/PVA-

30%, ESP/LTv/PVA-60%, ESP/LTv/PVA-100% y ESP/LTv/GA-30%, ESP/LTv/GA-60%, 

ESP/LTv/GA-100% respectivamente.  
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Figura 4.1. Esquema de la fabricación de los biosensores, con diferentes áreas cubiertas por la membrana en 

el electrodo de trabajo.  

 

4.3. Caracterización amperométrica de los diferentes biosensores con LTv 

4.3.1. Caracterización de material del ESP. 

Para conocer si el sistema está controlado por difusión se lleva a cabo el estudio 

electroquímico de Q mediante voltamperometría cíclica a diferentes velocidades de barrido. 

De acuerdo con la ecuación de Randles y Sevcik [114],  

*5 2
1

2
1

2
3

)10 X69.2( CDAnip                   (5.1) 

donde ip es la corriente de pico expresada en amperios, n es el número de electrones 

transferidos, A es el área del electrodo en cm2, D es el coeficiente de difusión de la especie 

que se oxida o se reduce en cm2 s-1, 1/2 es la raíz cuadrada  de la velocidad de barrido de 

potencial en V s-1, C* es la concentración de la especie en el seno de la disolución en mol 

cm3.  

La Figura 4.2 muestra los voltamperogramas cíclicos obtenidos para una [Q] de 100 µM 

utilizando un ESP sin modificar partiendo de un potencial de 0.1 V hacia valores negativos 
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hasta un valor de -0.6 V, en este segmento se observa un pico de reducción correspondiente 

a la reducción de Q a HQ, posteriormente al invertir el barrido de potencial hasta 0.6 V se 

observa la oxidación de HQ a Q, el inserto muestra la dependencia de -ip con  1/2 , utilizando 

el valor de la pendiente de dicha recta se calcula el coeficiente de difusión  D = (2·10-5) cm2s-

1 el cual indica que el proceso de óxido-reducción de HQ-Q está controlado por difusión.  

 

Debido a que el sistema en estudio es un sistema cuasirreversible puede calcularse la 

constante velocidad heterogénea intrínseca k0  para la reacción electroquímica a partir de la 

siguiente ecuación: 


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donde  es el coeficiente de transferencia de carga y n es el número de electrones implicados 

en la etapa determinante de la velocidad del proceso electródico, Ep es el potencial de pico, 

E0´ es el potencial del par redox, en este caso Q-HQ aplicando ln a la ecuación anterior se 

obtiene: 
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De acuerdo con la ecuación anterior a partir de la pendiente de la recta obtenida al graficar 

ln ip vs (Ep – E0’), es posible conocer , mientras que a partir de la ordenada al origen se 

obtiene k0, 
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La Figura 4.3 muestra la dependencia de ln ip con (Ep – E0’), para este sistema se obtiene un 

valor de  de 0.22 así como una k0 de 5.73X10-5 cm2 s-1, lo que indica que la velocidad de 

transferencia electrónica  es “lenta”. 

 

 
Figura 4.2. Estudio voltamperométrico de la velocidad de barrido en función del potencial para una [Q] 100 

µM, contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)° C, utilizando un ESP sin 

modificar. 
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Figura 4.3. Dependencia de de ln ip con (Ep – E0’), para una [Q] 100 µM, contenida en amortiguador de 

acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)° C, utilizando un ESP sin modificar. 

 

 

4.3.2. Caracterización electroquímica del sistema LTv – HQ en solución.  

A una velocidad de barrido de 100 mVs-1, el pico de reducción de Q a HQ se encuentra a un 

potencial de -0.313 V, por lo tanto para la obtención de los parámetros cinéticos del sistema 

descrito en la ecuación (1), mediante amperometría se utiliza un ESP sin modificar y se sigue 

la reducción de quinona a un potencial impuesto de -0.300 V. En la Figura 4.4 se muestra el 

comportamiento cinético del sistema, al colocar LTv de 11.34 µg mL-1 con diferentes 

concentraciones de HQ en solución; el cual tiene una Km’ de (199 ± 5) µM, una Imax de (6.9 

± 0.1) µA y sigue un comportamiento Michaeliano. Ambas técnicas describen de manera 

adecuada la cinética enzimática de laccasa, cuando se lleva a cabo la determinación mediante 

métodos espectrofotométricos, se observa un 99% de la quinona formada, mientras que al 

utilizar un ESP sin modificar se detecta el 97% del producto. La Tabla 1 muestra una 

comparación de los parámetros cinéticos y analíticos de la enzima en solución obtenidos 

mediante las dos técnicas mencionadas anteriormente, los límites de detección y 
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cuantificación son estadísticamente iguales, este hecho valida el uso de un ESP para el 

estudio electroquímico de la enzima en el desarrollo de biosensores.  

 

 
Figura 4.4. Cinética enzimática de laccasa de Trametes versicolor en amortiguador de acetatos 0.1M a pH = 

4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)°C para diferentes concentraciones de Hidroquinona, la línea punteada es el ajuste 

obtenido mediante el modelo de Hill (anexo 2) 

 

 

Tabla 4.1. Parámetros cinéticos y analíticos obtenidos para laccasa de Trametes versicolor en 

solución, caracterizada mediante espectrofotometría de UV-Vis y amperometría  
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LDD  

 (µM) 

LDQ 

(µM) 

Intervalo lineal  

(µM) 

máx. 

(µMs-1) 
h R2 

197 ± 3 0.20 ± 0.06 2.6 ± 0.2 8.7 ± 0.5 0 ≤ [HQ] ≤ 268 7.93 ± 0.09 2.17 ± 0.08 0.9913 

ESP + LTv con HQ en solución mediante amperometría 

Km´ 

(µM) 

Sensibilidad 

(nA µM-1) 

LDD  

 (µM) 

LDQ 

(µM) 

Intervalo lineal  

(µM) 

Imáx 

(µA) 
h R2 

199 ± 5 17 ± 2 2.4 ± 0.1 7.9 ± 0.3 0 ≤ [HQ] ≤ 281 6.9 ± 0.1 1.73 ± 0.04 0.9995 



            Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa  

                         División Ciencias Básicas e Ingeniería 

                                 Departamento de Química 

                                 Área de Química Analítica 

                                      Tesis de Doctorado  

                               Q. Erika Rodríguez Sevilla 

 

 
105 

105 

 

 

4.4. Optimización de parámetros cinéticos y electroquímicos para la fabricación 

de biosensores. 

Como se ha demostrado en los apartados anteriores, el sistema formado con laccasa de 

Trametes versicolor e Hidroquinona, es un sistema de tipo químico-electroquímico, es por 

esta razón que para la fabricación de biosensores debe cuidarse en no afectar la actividad 

enzimática (reflejada en Km´) ni la transferencia electrónica (reflejada en k0’). La Figura 4.5 

muestra las reacciones químicas y electroquímicas acopladas que se llevan a cabo sobre el 

electrodo de trabajo del biosensor, entre LTv y HQ.  

 

4.1.Caracterización del biosensor con un área de 100% cubierto del electrodo de 

trabajo.  

Al inmovilizar LTv  mediante el método de reticulado utilizando glutaraldehído al 2.5%, la 

familia de voltamperogramas obtenidos (Figura 4.6) muestra que la transferencia electrónica 

se ve afectada, la separación de potencial entre el pico catódico y anódico indica que la 

velocidad en la reacción enzimática es mayor y la velocidad de la reacción electroquímica ha 

disminuido [115]. Por lo tanto se tiene una reacción química irreversible irreversible, 

imponiendo un potencial de -0.300 V, se obtienen el comportamiento cinético mediante 

amperometría (Figura 4.7 a), en este caso se observa un intervalo lineal de (0 ≤ [HQ] ≤ 249) 

µM, una Km’ de (163 ± 5) µM y una Imáx de (3.27 ± 0.05) µA, ambos parámetros cinéticos 

son más bajos comparados con los de la enzima en solución. El valor de Km´ nos indica que 

la interacción de los sitios activos de la enzima con HQ ha mejorado, es decir la actividad 

enzimática es mayor, sin embargo de acuerdo con el modelo de Hill (anexo 2), si la actividad 

enzimática mejora la respuesta obtenida por el biosensor debería de ser mayor, (Imáx en el 

biosensor > Imáx para LTv en solución) lo que implica que la sensibilidad del sensor sea alta.  
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Figura 4.5. Esquema de la inmovilizacion de laccasa de Trametes versicolor sobre el electrodo de screen-

printed (ESP), los puntos azules señalan los atomos de Cu involucrados en el sitio activo de la enzima, asi 

como las reacciones quimicas y electroquimas que se llevan a cabo al interactuar la enzima con el sustrato.  

 



            Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa  

                         División Ciencias Básicas e Ingeniería 

                                 Departamento de Química 

                                 Área de Química Analítica 

                                      Tesis de Doctorado  

                               Q. Erika Rodríguez Sevilla 

 

 
107 

107 

 

Figura 4.6. Voltamperogramas cíclicos obtenidos para el biosensor ESP/LTv/GA – 100%, a diferentes 

concentraciones de HQ contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)° C, 

partiendo de un potencial de 0.1 V hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 mVs-1. 

 

 

 
                        a)                                                                                      b) 

Figura 4.7. Comportamiento cinético de LTv obtenido mediante a) voltamperometría cíclica, Ip obtenida para 

la reducción de Q a HQ, b) UV-Vis, utilizando el biosensor  ESP/LTv/GA – 100%, a diferentes 

concentraciones de HQ contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)° C.  

 

De manera simultánea se lleva a cabo la caracterización del sensor mediante 

espectrofotometría (Figura 4.7 b) en este caso se observa una velocidad de reacción mayor 

que para la enzima en solución (700% mayor), sin embargo no es posible detectar el 
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comportamiento cinético completo debido a la saturación en la señal del espectrofotómetro. 

Este comportamiento nos indica que la [Q] formada por la enzima es mayor que la [Q] 

detectada amperométricamente; en cuyo caso solo se observa el 30% de la Q producida en la 

reacción enzimática, este problema en la detección de Q es atribuido a la red polimérica que 

es muy densa y por lo tanto no hay acceso del sustrato a la superficie del electrodo, lo que 

afecta directamente la velocidad de reacción electroquímica.  

 

 

4.2. Caracterización de biosensor con el 70% del área cubierta en el electrodo de 

trabajo  

De acuerdo a lo reportado en el literatura, cuando la enzima es inmovilizada, la actividad 

catalítica aumenta por lo tanto la Km´ disminuye, como al cubrir el 100% del electrodo de 

trabajo en el biosensor, lo anterior no se observaba en la respuesta amperométrica, se propone 

descubrir el 30% del área del electrodo de trabajo en el ESP, es decir cubrir solo el 70% del 

área con la membrana polimérica, manteniendo la misma cantidad de enzima que en el caso 

anterior, al hacerlo la respuesta se incrementa un  36% de esta forma la [Q] detectada es el 

95% de la HQ oxidada enzimáticamente, el pico de reducción se observa en un potencial de 

-0.541 V (Figura 4.8), y la forma del voltamperograma nos indica que se ha encontrado un 

equilibrio adecuado entre la cinética enzimática y la cinética electroquímica, ahora bien en 

efecto catalítico que se observa a bajas concentraciones es debido a la presencia de la enzima, 

pues la Q reducida potenciométricamente, es nuevamente oxidada enzimáticamente, al 

alcanzar concentraciones más altas de HQ este efecto se ve disminuido debido a la saturación 

de la enzima.  
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Figura 4.8. Voltamperogramas cíclicos obtenidos para el biosensor ESP/LTv/GA – 70%, a diferentes 

concentraciones de HQ contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)°C, 

partiendo de un potencial de 0.1 V hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 mVs-1. 

 

El comportamiento cinético del biosensor se muestra en la Figura 4.9 a), es este caso se 

observa una Km´ de (143 ± 3) µM, un intervalo lineal de (0 ≤ [HQ] ≤ 255) µM, con una 

sensibilidad (26.7 ± 0.4) nA µM-1; ambos parámetros analíticos son mejores que para el 

biosensor que tiene el 100% del área del electrodo de trabajo cubierto por la membrana 

polimérica. De manera simultánea a la caracterización potenciométrica se realiza el análisis 

espectrofotométrico (Figura 4.9 b), en este caso se observa un incremento en la velocidad de 

reacción de 150% comparado con el electrodo cubierto totalmente, sin embargo el 

comportamiento cinético no puede ser determinado debido a la saturación en la respuesta del 

equipo. Estos resultados nos indican que cuando se tiene un 30% libre de la superficie del 

electrodo de trabajo y un 70% cubierto por la enzima, tanto la cinética enzimática como la 
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cinética electroquímica tienen un incremento la velocidad de reacción, por ello se obtienen 

mejores parámetros cinéticos y analíticos para el biosensor.  

 

  
a)                                                                                 b) 

Figura 4.9. Comportamiento cinético de LTv obtenido mediante a) voltamperometría cíclica, Ip obtenida para 

la reducción de Q a HQ, b) UV-Vis, utilizando el biosensor  ESP/LTv/GA – 70%, a diferentes 

concentraciones de HQ contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)° C. 

 

 

4.3. Caracterización de biosensor con el 30% del área cubierta en el electrodo de 

trabajo  

Cuando se descubre el 70% del área en el electrodo de trabajo, la diferencia de potencial 

entre los picos de reducción y oxidación se mantiene (Figura 4.10) sin embargo la intensidad 

en la corriente es similar a la obtenida por la enzima en solución, esto nos indica que la 

constante de velocidad de la reacción química se ha favorecido, sin embargo la constante de 

velocidad de transferencia electrónica se ve afectada.  
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Figura 4.10. Voltamperogramas cíclicos obtenidos para el biosensor ESP/LTv/GA – 30%, a diferentes 

concentraciones de HQ contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)°C, 

partiendo de un potencial de 0.1 V hacia reducción, a una velocidad de barrido de 100 mVs-1. 

 

 

 La cinética descrita por el biosensor sigue siendo de tipo Michaeliano (Figura 4.11 a), los 

parámetros cinéticos  del biosensor Km´ = (171 ± 6) µM y Imax = (obtenidos indican que los 

sitios activos de la enzima son expuestos de manera adecuada, sin embargo la interacción de 

la hidroquinona con los sitios activos de la laccasa se ve afectada debido a el área reducida 

en el electrodo de trabajo obteniendo así una contante de Michaelis-Menten aparente mayor), 

y una intensidad en la respuesta menor comparado con el biosensor anterior. 

 

La velocidad de reacción es medida de manera simultánea, en este caso no se observa la 

saturación de la enzima, debido a la saturación en la absorbancia del equipo (Figura 4.11 b), 

por lo que no pueden determinarse los parámetros cientos para el biosensor sin embargo  se 

observa un incremento del 7.2% con respecto a la velocidad de reacción para la enzima en 

solución.  
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a)                                                                                                   b) 

Figura 4.11. Comportamiento cinético de LTv obtenido mediante a) voltamperometría cíclica, Ip obtenida 

para la reducción de Q a HQ, b) UV-Vis, utilizando el biosensor  ESP/LTv/GA – 30%, a diferentes 

concentraciones de HQ contenida en amortiguador de acetatos 0.1M a pH 4.70 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5)° C. 

 

Para la caracterización amperométrica, se impone un potencial de reducción de -0.300 V, el 

comportamiento cinético del biosensor ESP/LTv/GA con distintas áreas cubiertas por la 

membrana en el electrodo de trabajo se observa en la Figura 4.12, cuando la superficie del 

electrodo de trabajo es cubierta en su totalidad (ESP/LTv/GA–100%, Figura 4 marcadores 

), se obtienen una corriente máxima (Imax) de (2.13 ± 0.02) µA, y una constante de 

Michaelis-Menten aparente (Km´) de (169 ± 3) µM, dichos parámetros son obtenidos 

mediante la regresión no lineal basada en el modelo de Hill (anexo 2). Cuando el área del 

electrodo es cubierta en un 70% (ESP/LTv/GA–70%, Figura 4.12 marcadores ),) la 

respuesta se incrementa en un 263 %, obteniendo una Imax de (5.61 ± 0.03) µA  y una Km´ = 

(116 ± 2) µM, la constante de Michaelis indica que si Km´ es pequeña, la constante de 

formación del complejo enzima-sustrato (k1)  y por lo tanto la constante de formación del 

producto (k2) en la reacción enzimática es grande.  

 

Esta mejora en la respuesta del biosensor se debe a que la velocidad de transferencia de 

electrones se incrementa, debido a que la superficie descubierta del electrodo de trabajo 
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suministra los electrones de manera más rápida y por lo tanto los procesos redox de LTv con 

HQ, se llevan a cabo con mayor facilidad, de esta forma el los electrones son suministrados 

al closter T2/T3, de una forma más eficaz. 

 

Sin embargo cuando la superficie del electrodo es cubierta en un 30% (biosensor 

ESP/LTv/GA-30%, Figura 4.12 marcadores ), la intensidad en la respuesta del biosensor 

incrementa un 122%, la corriente máxima obtenida es de Imax = (2.60 ± 0.02) µA, con una 

Km´ = (159 ± 3) µM, debido a que apresar de que la transferencia electrónica se lleva a cabo 

de forma eficaz, la interacción de la enzima con el sustrato es afectada debido al espesor de 

la membrana polimérica.  

 

Figura 4.12. Comparación de los puntos experimentales, obtenidos para laccasa de Trametes versicolor 

inmovilizada mediante reticulado, en sensores de tipo screen-printed, cubriendo una área del 30% 

(ESP/LTv/GA–30%, marcadores ), 70% (ESP/LTv/GA–60%, marcadores ),  y 100% (ESP/LTv/GA–

100%, marcadores ) del electrodo de trabajo respectivamente; siguiendo la respuesta en la corriente al 

imponer un potencial de -0.300 V como función de la concentración de Hidroquinona (HQ) en amortiguador 

de acetatos 0.1M, pH 4.7 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C.  Las líneas punteadas fueron obtenidas utilizando el 

modelo de Hill con los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados en la Tabla 5.2. 
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La Tabla 4.2 y 4.3 muestra una comparación de los parámetros cinéticos y analíticos 

respectivamente de cada biosensor, y puede observarse que cuando se obtiene un valor menor 

para la constante de Michaelis-Menten se obtienen los mejores parámetros analíticos, es decir 

una mayor sensibilidad, un menor límite de detección y cuantificación y una mayor respuesta 

electroquímica, con base en lo anterior se encuentra que el mejor biosensor se obtiene al 

cubrir el 70% del área del electrodo de trabajo y dejar el 30% libre para mantener un 

equilibrio entre la reacción enzimática y la electroquímica, manteniendo así una buena 

velocidad en la trasferencia de carga y una buena interacción de la enzima con su sustrato.  

 

Tabla 4.2. Parámetros cinéticos obtenidos para la inmovilización de laccasa de Trametes versicolor, mediante 

reticulado utilizando glutaraldehído (GA) en biosensores con un electrodo de trabajo cubierto en un 30%, 

70% y 100% de su área por la membrana polimérica.  

Biosensor - % área 

cubierta 

Km´ 

(µM) 

Imax 

(µA) 
h 

kcat 

(µA mL mg-1) 

kcat /Km´ 

(µA mL mg-1 µM-1) 

ESP/LTv/GA – 100% 170 ± 3 2.0 ± 0.2 1.7 ± 0.2 0.403 0.0024 

ESP/LTv/GA – 70% 116 ± 2 5.61 ± 0.03 1.16 ± 0.02 1.12 0.0097 

ESP/LTv/GA – 30% 169 ± 3 2.13 ± 0.02 1.64 ± 0.05 0.43 0.0025 

 

 

Tabla 4.3. Parámetros analíticos obtenidos para la inmovilización de laccasa de Trametes versicolor, mediante 

reticulado utilizando glutaraldehído (GA) en biosensores con un electrodo de trabajo cubierto en un 30%, 

70% y 100% de su área por la membrana polimérica.  

Biosensor - % área 

cubierta 

Km´ 

(µM) 

Sensibilidad 

(nA µM-1) 

LOD  

 (µM) 

LOQ 

(µM) 

Intervalo Lineal 

(µM) 
R2 

ESP/LTv/GA – 100% 170 ± 3 5.6 ± 0.4 14 ± 5 48 ± 17 26 ≤ [HQ] ≤ 258 0.9994 

ESP/LTv/GA – 70% 116 ± 2 26 ± 2 0.63 ± 0.02 2.1 ± 0.8 0 ≤ [HQ] ≤ 103 0.9973 

ESP/LTv/GA – 30% 169 ± 3 5.7 ± 0.7 2.2 ± 0.9 7.6 ± 0.3 0 ≤ [HQ] ≤ 255 0.9937 

 

La caracterización analítica de cada biosensor confirma que para la inmovilización mediante 

el método de reticulado, la mejor transferencia electrónica se lleva a cabo cuando la 
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membrana solo cubre el 70% del área del biosensor (ESP/LTv/GA – 70%), pues se obtiene 

la mayor sensibilidad, así como menores límites de detección y cuantificación, y la mejor 

eficiencia catalítica, (ver Tabla 4.3) seguido por el biosensor ESP/LTv/GA – 30%) y 

finalmente el biosensor ESP/LTv/GA – 100%, que tienen un área cubierta del 30% y 100% 

respectivamente.  

 

 

4.4. Caracterización de biosensores de laccasa inmovilizada mediante 

atrapamiento a diferentes areaas del electrodo de trabajo.   

Para mejorar la respuesta generada por el biosensor amperométrico se evalúa el efecto del 

área cubierta por la red polimérica al momento de realizar la inmovilización de la enzima. 

Para la inmovilización mediante el método de reticulado, se utiliza glutaraldehído (GA) como 

agente reticulante y alcohol polivinílico (PVA) para la inmovilización por atrapamiento; en 

la Figura 4.12 se observa los voltamperogramas cíclicos de cada biosensor, cuando se lleva 

a cabo la inmovilización por reticulado utilizando el biosensor ESP/LTv/GA-100% (línea 

punteada), partiendo de un potencial de corriente nula hacia valores negativos, se observa un 

pico de reducción a un potencial de -0.370 V atribuido a la reducción de p-quinona (Q) a 

hidroquinona (HQ); utilizada como sustrato afín a la enzima, al continuar el barrido de 

potencial hasta un valor de -1.2 V, se observa la presencia de algunos procesos de reducción 

atribuidos a la enzima, al invertir una vez más el barrido de potencial hacia valores positivos 

hasta 1.2 V, se observa un pico de oxidación en un potencial de 0.150 V debido a la oxidación 

de HQ a Q. 

 

Al caracterizar la membrana formada por la inmovilización de laccasa con PVA (Figura 4.13, 

línea en guiones), mediante atrapamiento con el biosensor ESP/LTv/PVA-100% los picos de 

reducción de Q a HQ se observa ahora en un potencial de -0.387 V, mientras que la oxidación 

de HQ a Q se observa en un potencia de 0.100 V, este desplazamiento es atribuido a la 
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densidad de la membrana formada por el reticulante, lo cual acelera la transferencia 

electrónica.  

 

 
Figura 4.13.Voltamperogramas cíclicos de los biosensores ESP/LTv/GA-100% (línea punteada) y 

ESP/LTv/PVA-100% (línea con guiones), partiendo de un potencial corriente nula hacia valores negativos 

hasta -1.2V, posteriormente se invierte el barrido de potencial hasta 1.2 V, al llegar a este potencial el barrido 

se invierte una vez más hasta 0 V, a una velocidad de 100 mVs-1. 

 

 

Cuando la enzima es inmovilizada mediante el método de atrapamiento, con alcohol 

polivinílico se forma una red polimérica característica de este tipo de inmovilización, el 

comportamiento cinético de la enzima se muestra en la Figura 4.14. Al igual que en la 

inmovilización por reticulado, al cubrir el 60% del área de la superficie del electrodo 

(ESP/LTv/PVA– 70%, Figura 4.14 marcadores ) se obtienen los mejores parámetros 

cinéticos (Km´ = (127 ± 2) µM, Imax= (7.07 ± 0.03) µA) (ver Tabla 4.4) y analíticos (ver Tabla 

4.5), generando así un biosensor robusto cuya respuesta en la corriente mejora un 151% con 

respecto al biosensor ESP/LTv/PVA – 100% que tiene el 100% del área del electrodo de 

trabajo cubierta por la membrana polimérica, este resultado confirma una vez más que la 
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trasferencia electrónica entre la superficie del electrodo y el sitio activo de la enzima se lleva 

a cabo de manera más eficaz.  

 

Sin embargo al cubrir el 30% de la superficie del electrodo (ESP/LTv/PVA – 30%), la 

interacción de la enzima con el sustrato se ve afectada por el espesor de la membrana 

polimérica, lo cual se ve relejado en el desempeño del biosensor, obteniendo mayores valores 

de Km´, Imax, límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ), (ver Tabla 4.5) así 

como una mejor eficiencia catalítica.  

 

 

Figura 4.142. Comparación de los puntos experimentales, obtenidos para laccasa de Trametes versicolor 

inmovilizada mediante atrapamiento, en sensores de tipo screen-printed, cubriendo una área del 30% 

(ESP/LTv/PVA–30%, marcadores ), 60% (ESP/LTv/PVA–60%, marcadores ),  y 100% (ESP/LTv/PVA–

100%, marcadores ) del electrodo de trabajo respectivamente; siguiendo la respuesta en la corriente al 

imponer un potencial de -0.300 V como función de la concentración de Hidroquinona (HQ) en amortiguador 

de acetatos 0.1M, pH 4.7 ± 0.01 a (30.0 ± 0.5) °C.  Las líneas punteadas fueron obtenidas utilizando el 

modelo de Hill con los valores correspondientes de Km´, Imax y h mostrados en la Tabla 4.3. 
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Un equilibrio entre las constantes de velocidad de la reacción enzimática y la constante de 

transferencia electrónica se encuentra al desarrollar biosensores con un área cubierta del 70% 

del total del área del electrodo de trabajo, al inmovilizar la enzima mediante los métodos de 

atrapamiento y reticulado, siendo este último el mejor método para generar biosensores 

robustos.  

 

Tabla 4.4. Parámetros cinéticos obtenidos para la inmovilización de laccasa de Trametes versicolor, 

mediante atrapamiento utilizando alcohol polivinílico (PVA) en biosensores con un electrodo de 

trabajo cubierto en un 30%, 70% y 100% de su área por la membrana polimérica.  

Biosensor - % de 

área cubierta 

Km´ 

(µM) 

Imax 

(µA) 
h 

kcat 

(µA mL mg-1) 

kcat /Km´ 

(µA mL mg-1 µM-1) 

ESP/LTv/PVA – 

30% 
180 ± 2 5.56 ± 0.04 1.97 ± 0.05 1.11 0.0062 

ESP/LTv/PVA – 

70% 
127 ± 2 7.07 ± 0.03 1.63 ± 0.04 1.41 0.0111 

ESP/LTv/PVA – 

100% 
188 ± 1 4.66 ± 0.01 2.14 ± 0.02 0.944 0.0050 

 

 

Tabla 4.4. Parámetros analíticos obtenidos para la inmovilización de laccasa de Trametes 

versicolor, mediante atrapamiento utilizando alcohol polivinílico (PVA) en biosensores con un 

electrodo de trabajo cubierto en un 30%, 70% y 100% de su área por la membrana polimérica.  

 

 

Es importante elaborar biosensores que mantengan un equilibrio entre la reacción 

electroquímica como en la reacción enzimática, de esta forma los parámetros cinéticos y 

analíticos obtenidos mejoran significativamente.  

 

Biosensor - % de 

área cubierta  

Km´ 

(µM) 

Sensibilidad 

(nA µM-1) 

LOD  

 (µM) 

LOQ 

(µM) 

Intervalo lineal 

(µM) 
R2 

ESP/LTv/PVA – 

30% 
180 ± 2 15 ± 1 1.8   ±   0.6 6.0 ± 0.2 0 ≤ [HQ] ≤ 268 0.9954 

ESP/LTv/PVA – 

70% 
127 ± 2 24 ± 1 1.2 ± 0.4 4.1 ± 0.1 0 ≤ [HQ] ≤ 207 0.9967 

ESP/LTv/PVA – 

100% 
188 ± 1 12 ± 1 2.7 ± 0.3 9.0 ± 0.3 0 ≤ [HQ] ≤ 268 0.9891 
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5.1. Introducción  

Existen diversos métodos para conocer la capacidad antioxidante [116, 117, 118], sin 

embargo en los últimos años se ha buscado elaborar dispositivos compactos y de bajo costo 

que permitan conocer la cantidad de antioxidantes presentes en los alimentos y los 

biosensores electroquímicos son uno de los dispositivos más utilizados para este fin [119].  

 

Un  antioxidante puede ser definido como una molécula capaz de prevenir o retardar la 

oxidación de otra [120], hay antioxidantes que normalmente se encuentran presentes en el 

organismo, tales como los antioxidantes enzimáticos como catalasa, o bien los antioxidantes 

no enzimáticos por ejemplo la Co-enzima Q, sin embargo mediante la dieta cotidiana pueden 

ser suministrados al organismo antioxidantes como vitaminas, carotenoides, flavonoides, 

polifenoles entre otros, por ello en los últimos años se ha determinado de la capacidad 

antioxidante en alimentos [121], jugos [122], vinos [123], cervezas [124], tés frutales [125], 

plantas medicinales [126], etcétera, con la finalidad de consumir una dieta balanceada y rica 

en antioxidantes.  

 

Un gran porcentaje de la población mundial utiliza la herbolaria no solo para proveer 

antioxidantes al organismo sino como una opción alternativa en el tratamiento de 

enfermedades ya que en los últimos años se ha asociado a los antioxidantes no solo con la 

promesa de retardar en envejecimiento sino con el hecho de que al ser consumidos como 

alimentos pueden reducir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, neuro-

degenerativas e incluso tumorales.  

 

México es un país que desde tiempos muy antiguos se ha caracterizado por el uso de plantas 

en el tratamiento de enfermedades, que pueden ser desde leves malestares hasta 

enfermedades crónicas, como son el cáncer, la diabetes, la hipertensión, etcétera. En la región 

de “Tierra caliente” en el estado de Guerrero, México, la gente utiliza Mirto (Salvia 

microphylla) para aliviar los dolores de cabeza, tomando una taza de té antes de dormir, o 
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bien suelen hacerse pomadas para aliviar el dolor colocando un poco sobre la sien. El uso de 

Muicle (Justicia spicigera) como calmante del sistema nervioso es común también en esta 

zona, la población ingiere esta infusión las veces que sea necesario durante el día.   

 

Para curar el malestar estomacal o la diarrea se utilizan  Salve Real (Lippia alba)  y/o Hierba 

dulce (Lippia dulcis) la gente consume una taza de té antes de cada alimento durante el día, 

esta infusión puede ser preparada utilizando alguna de las dos plantas medicinales o bien las 

dos al mismo tiempo. La Hierba de San Cayetano (Solanum rudepannum) es utilizada para 

controlar la presión arterial, así como para relajar el sistema nervioso, consumiendo una taza 

de té por las mañanas durante una semana, se suspende su toma por una semana y se retoma 

a la semana siguiente durante tres semanas, de esta forma la presión arterial suele mantener 

niveles estables.  Estas plantas medicinales (Figura 5.1) son típicas de la región, son 

almacenadas y en algunos casos cultivadas por los pobladores para su uso cotidiano.  

 

 
Figura 5.1. Fotografía de Mirto (Salvia microphylla), Muicle (Justicia spicigera), Salve Real (Lippia alba), 

Hierba dulce (Lippia dulcis) y Hierba de San Cayetano (Solanum rudepannum), plantas medicinales 

pertenecientes a la herbolaria mexicana.  

 

Mirto (Salvia microphylla)

Hierba San Cayetano 

(Solanum rudepannum)
Hierba dulce (Lippia dulcis)

Salve real (Lippia alba)Muicle (Justicia spicigera)
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En este capítulo se presenta la determinación de la capacidad antioxidante de Mirto (Salvia 

microphylla), Muicle (Justicia spicigera), Salve Real (Lippia alba), Hierba dulce (Lippia 

dulcis) y Hierba de San Cayetano (Solanum rudepannum), utilizando biosensores 

amperométricos construidos con laccasa de Trametes versicolor y tirosinasa mushroom en 

sensores de tipo screen-printed, así como su comparación con el método de DPPH. 

 

 

5.2. Obtención de la capacidad antioxidante equivalente a Trolox mediante el 

método espectrofotométrico de DPPH. 

El efecto de los compuestos fenólicos sobre el DPPH (Figura 5.2) en solución es estimado 

por reacción directa y los resultados son expresados en equivalentes de TROLOX (TEAC) 

[127]. La curva de calibración se obtiene graficando la concentración de TROLOX (Figura 

5.3) en función de la absorbancia después de la reacción. Inicialmente se colocan 100 μL de 

DPPH 10-3 M y se agregan distintos volúmenes de la solución 10-4 M ó 10-5 de TROLOX  

ajustando en todos los casos un volumen final de celda de 1.0 mL.  

 

 

Figura 5.2. Estructura química de  2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 
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Figura 5.3. Estructura química de  ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (TROLOX). 

 

 

Tabla 5.1. Volúmenes de reacción para el sistema TROLOX-DPPH en etanol. 

Celda 
V DPPH 

10-3 / μL 

V Etanol 

/ μL 

V TROLOX 

10-5/ μL 

V TROLOX 

10-4/ μL 

[TROLOX]final 

/ μM 
A514 

1 100 900 0 0 0  

2 100 800 100 0 1  

3 100 400 500 0 5  

4 100 800 0 100 10  

   5 100 700 0 200 20  

6 100 500 0 400 40  

7 100 400 0 500 50  

 

La concentración de TROLOX en las celdas se incrementa desde 1.0 hasta 50 μM (ver Tabla 

5.1), se registra la absorbancia de la mezcla en 514 nm a 5 minutos de iniciada la reacción 

usando etanol como blanco. En estas condiciones la absorbancia de DPPH 100 μM en 

ausencia de TROLOX debe ser Amáx= 1.05 ± 3%. 

 

La Figura 5.4 muestra el cambio en la absorbancia para diferentes concentraciones de Trolox, 

al incrementar la [Trolox] en el sistema la absorbancia disminuye, lo que implica que hay 

mayor cantidad de especies oxidantes. El sistema llega al equilibrio en un tiempo de 5 
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minutos por lo que se mide la absorbancia de la muestra a este tiempo para construir la curva 

de calibración de absorbancia vs [Trolox] (Figura 5.5). 

 

 

Figura 5.4. Absorbancia vs. Tiempo de los distintos sistemas descritos en la Tabla 5.1. 

 

 

Figura 5.5. Curva de calibración espectrofotométrica para el sistema TROLOX-DPPH. 
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Las plantas medicinales son obtenidas de la zona de “Tierra caliente” en el Estado de 

Guerrero, México. Las infusiones de Mirto (Salvia microphylla) Hierba San Cayetano 

(Solanum rudepannum), Muicle (Justicia spicigera), Hierba dulce (Lippia dulcis) y Salve 

Real (Lippia alba) se peparan siguiendo la metodología descrita en el apartado de materiales 

y métodos.  

 

La concentración de Mirto, Muicle, Salve Real, Hierba dulce y Hierba de San Cayetano en 

las celdas se incrementa respectivamente y se  registra la absorbancia de la mezcla en 514 

nm a 5 minutos de iniciada la reacción usando etanol como blanco. En estas condiciones la 

absorbancia de la primera celda, DPPH 100 μM en ausencia de la muestra debe ser Amáx= 

1.05 ± 3%. En la Figura 5.6 se muestran dichas curvas de calibración.  

 

 

Utilizando la pendiente de las curvas de calibración de la muestra y la pendiente de la curva 

de calibración con Trolox (TEAC), se obtiene la capacidad antioxidante equivalente a Trolox 

utilizando la ecuación  

Trolox

muestra

m

g
m

TEAC
muestra de 

      (5.1) 

Estos resultados se muestran en la Tabla 5.2 la mayor cantidad de especies antioxidantes se 

encuentra en Mirto, seguido de Muicle y Hierba dulce, la infusión preparada con hierba de 

San Cayetano muestra el menor TEAC.  
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Figura 5.6. Curva de calibración espectrofotométrica para el sistema DPPH-Muestra. 

 

 

De acuerdo con lo reportado en la literatura Mirto (Salvia microphylla) tiene propiedades 

bactericidas [128], Muicle (Justicia spicigera) presenta propiedades antidiabéticas [129] y 

antitumorales [130], Salve Real (Lippia alba) presenta efectos antiespasmódicos [131] y es 

utilizada en el tratamiento de la migraña en mujeres [132], Hierba dulce (Lippia dulcis) tiene 

propiedades antiinflamatorias [133] y antiespasmódicas [134]. La Hierba de San Cayetano 

ha sido poco estudiada, sin embargo todos estos resultados muestran la efectividad del estas 

plantas medicinales en el tratamiento y prevención de enfermedades como diarrea, tos, dolor 

de cabeza, hipertensión, entre otras. Los resultados obtenidos en este capítulo demuestran 

que dichas plantas medicinales poseen un alto grado de capacidad antioxidante. 
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Tabla 5.2. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) para diferentes infusiones de plantas 

medicinales obtenidas mediante el método espectrofotométrico con DPPH. 

 

Muestra 
TEAC •DPPH 

µg  de Trolox/mL 

Mirto (Salvia microphylla) 620 ± 38 

Muicle (Justicia spicigera) 519 ± 24 

Salve Real (Lippia alba) 459 ± 16 

Hierba dulce (Lippia dulcis) 519 ± 23 

Hierba San Cayetano (Solanum 

rudepannum) 
102 ± 41 

 

 

 

5.3. Medición de la capacidad antioxidante de plantas medicinales del estado de 

Guerrero, utilizando un biosensor de laccasa de Trametes versicolor. 

 

Utilizando el biosensor ESP/LTv/GA 2.5%, se obtienen las curvas de calibración, para 

Trolox, Las mediciones amperométricas se realizan en una celda temostatada a 30ºC en 10 

mL de amortiguador de acetatos 0.1 M pH 4.5 bajo agitación constante e imponiendo un 

potencial de celda de -300 mV usando el método de adiciones estándar con un amperímetro 

BAS LC-4C conectado a una PC. La recopilación de datos se hace mediante el software 

especializado DAISY LAB 6.0.  

 

La Figura 5.7 muestra la curva de calibración de ESP/LTv/GA 2.5% con TROLOX, en ella 

se observa una dependencia lineal con una sensibilidad de 6.27 nAµM-1, las curvas de 

calibración para cada muestra se construyeron agregando pequeñas alícuotas de la muestra y 

registrando la corriente obtenida (Figura 5.8), la mayor sensibilidad se observa para Mirto 

seguido por Hierba dulce y Hierba San Cayetano.  
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Figura 5.7. Curva de calibración electroquímica para el sistema ESP/LTv/GA 2.5% -TROLOX 

 

 

 
Figura 5.8. Curva de calibración electroquímica para el sistema ESP/LTv/GA 2.5% - muestra 
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Utilizando el biosensor ESP/LTv/GA 2.5%, considerado el mejor biosensor, se lleva a cabo 

la determinación de TEAC. La Tabla 5.3 muestra que utilizando el método 

espectrofotométrico de DPPH se obtiene un TEAC mayor para Mirto (Salvia microphylla), 

seguido por Muicle (Justicia spicigera) y finalmente Hierba San Cayetano (Solanum 

rudepannum), este resultado es consistente al hacer la determinación de TEAC utilizando el 

biosensor ESP/LTv/GA 2.5%, lo cual demuestra que el sensor es aplicable a la determinación 

de antioxidantes en muestras reales.  Dichas muestras tiene un TEAC cinco veces mayor 

comparado con otros extractos de plantas medicinales [135].  

 

Tabla 5.3. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox para diferentes muestras reales obtenidas mediante el 

método espectrofotométrico y utilizando el biosensor ESP/LTv/GA 

Muestra 
TEAC •DPPH 

µg  de Trolox/mL 

TEAC ESP/LTv/GA 

µg of Trolox/ mL 

Mirto (Salvia microphylla) 620 ± 38 6.0 ± 0.1 

Hierba San Cayetano (Solanum rudepannum) 102 ± 41 1.4 ± 0.3 

Muicle (Justicia spicigera) 519 ± 24 3.9 ± 0.1 

 

 

 

5.4. Medición de la capacidad antioxidante de plantas medicinales del estado de 

Guerrero. Usando el biosensor ESP/Tir/GA 2.5%. 

Cuando se utiliza el biosensor modificado con glutaraldehído al 2,5% y 40 ° C  considerado 

como mejor método de inmovilización para tirosinasa, y siguiendo la metodología anterior, 

se obtiene la curva de calibración de ESP/Tir/GA 2.5% con TROLOX (Figura 5.9), en ella 

se observa una dependencia lineal con una sensibilidad de 0.26 nA µM-1, las curvas de 

calibración para cada muestra se construyeron agregando pequeñas alícuotas de la solución 

y registrando la corriente (Figura 5.10), la mayor sensibilidad se observa para Mirto seguido 

por Hierba dulce y posteriormente Salve Real.  
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Figura 5.9. Curva de calibración electroquímica para el sistema ESP/Tir/GA 2.5% -TROLOX 

 

 

Usando este biosensor se determina la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC, 

por sus siglas en ingles), la Tabla 5.4 muestra que utilizando el método espectrofotométrico 

de DPPH se obtiene un TEAC mayor para Mirto (Salvia microphylla), seguido por Hierba 

dulce (Lippia dulcis) y finalmente Salve Real (Lippia alba), estas muestras son parte de la 

herbolaria mexicana y tienen un TEAC cinco veces mayor comparado con otros extractos de 

plantas medicinales [135]. Esto demuestra que el sensor es aplicable a la determinación de 

antioxidantes.  
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Figura 5.10. Curva de calibración electroquímica para el sistema ESP/Tir/GA 2.5% - muestra 

 

 

Tabla 5.4. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox para diferentes muestras reales obtenidas mediante el 

método espectrofotométrico y utilizando el biosensor ESP/Tir/GA 

Muestra 
TEAC •DPPH 

µg  de Trolox/mL 

TEAC ESP/Tir/GA 

µg of Trolox/ mL 

Mirto (Salvia microphylla) 620 ± 38 31 ± 1 

Hierba dulce (Lippia dulcis) 519 ± 23 4.9 ± 0.2 

Salve Real (Lippia alba) 459 ± 16 0.82 ± 0.03 

 

 

La sensibilidad de cada biosensor con las diferentes muestras preparadas, se debe al 

contenido de compuestos fenólicos, en cada infusión, recordemos que la LTv es sensible a 

compuestos fenólicos para-sustituidos, mientras que Tir es más sensible a compuestos orto- 

y meta- sustituidos. Estos resultados demuestran la aplicabilidad de los sensores construidos 

en este trabajo para la determinación de capacidad antioxidante, y dan una descripción 

cualitativa de los componentes de la muestra.  
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Se caracterizó electroquímica y espectrofotométricamente la hidroquinona y catecol, 

sustratos afines a laccasa de Trametes versicolor y tirosinasa mushroom respectivamente.  

 

Se caracterizó la superficie del electrodo de trabajo, del screen-printed.  

 

Se construyeron biosensores con laccasa de Trametes versicolor y tirosinasa mushroom 

inmovilizadas mediante los métodos de atrapamiento, reticulado, co-reticulado y enlace 

covalente.  

 

La determinación de la constante de Michaelis-Menten se puede llevar a cabo al observar 

alguna propiedad del sistema que varíe directamente proporcional con la concentración del 

sustrato, en el caso de la laccasa de Trametes versicolor, el uso de la amperometría genera 

una descripción mayor del sistema obteniendo una Km apropiada, por lo tanto el método 

analítico utilizado para la determinación de dicho parámetro cinético, modifica la interacción 

enzima-sustrato.  

 

Si la enzima es inmovilizada, el sistema tiene un grado de libertad menos, comparado con el 

sistema de la enzima en solución, por lo tanto la inmovilización por atrapamiento es, en este 

caso, el mejor método de inmovilización para laccasa de Trametes versicolor, lo cual se ve 

reflejado en la constante de Michaelis-Menten aparente, que indica mejor método de 

inmovilización y por consecuencia mejores parámetros analíticos para el sensor. Si se utiliza 

un proceso de termocurado el sensor obtendrá ventajas atribuidas a un método de 

atrapamiento exponiendo de manera considerable los sitios activos de la enzima.  

 

La inmovilización de tirosinasa mediante el método de enlace covalente genera biosensores 

robustos con una  mejora considerable en la actividad de la enzima, así como mayor 

sensibilidad, mejores límites de detección y cuantificación. Por otro lado la inmovilización 

mediante reticulado es considerado el peor método de inmovilización para tirosinasa, en el 

que existe la mayor pérdida de actividad enzimática, por ello la Km´ es mayor. 
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La inmovilización de tirosinasa mushroom mediante el método de reticulado sin albúmina, 

con glutaraldehído al 2.5% y a 40°C es considerado el mejor método de inmovilización dado 

que mejora la actividad enzimática, genera biosensores robustos con mejores límites de 

detección, cuantificación y sensibilidad; seguido de la inmovilización por atrapamiento, 

posteriormente el método de enlace covalente seguido por el método de reticulado puro 

reticulado utilizando ASH para la funcionalización de los sitios activos de la tirosinasa y 

finalmente el reticulado sin albúmina con glutaraldehído al 1% donde existe la mayor pérdida 

de actividad enzimática.  

 

Mediante la espectroscopia de impedancia electroquímica es posible evaluar el efecto en la 

doble capa en cada sistema así como la porosidad del sensor la cual tiene un efecto en la 

interacción de la enzima con el sustrato, comprobando de esta forma que la inmovilización 

por reticulado con GA a 40°C genera sensores rugosos que permiten una buena 

cooperatividad en el sistema, dando como resultado biosensores robustos, de bajo costo, fácil 

elaboración, y reutilizables.  

 

Mediante la evaluación de método de inmovilización de enzimas puede diseñarse biosensores 

más robustos, de bajo costo y con un amplio tiempo de vida.  

 

La aplicación de dicho biosensor en muestras reales indica que el biosensor propuesto en este 

trabajo es completamente útil en la determinación de la capacidad antioxidante y comparable 

con otros métodos ya establecidos.  

 

Al dejar descubierta una parte proporcional a la cubierta por la membrana al momento de 

diseñar los biosensores se mejora la transferencia de carga en cada dispositivo y por lo tanto 

los equilibrios en las reacciones químicas y electroquímicas, se mantienen obteniendo 

mejores parámetros cinéticos y analíticos en cada biosensor.  
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Este trabajo puede tomarse como base para el desarrollo de biosensores con características 

similares a los dispositivos de medición de glucosa en personas diabéticas, la cuantificación 

de antioxidantes en el cuerpo es un tema de interés y preocupación actual, desarrollando 

dispositivos que nos indiquen la cantidad de antioxidantes presentes en el organismo, daría a 

la población una ayuda en la prevención de enfermedades tales como el estrés oxidativo y 

por ende ayudaría a mantener una mejor calidad de vida.  

 

Desarrollar dispositivos de bajos costo con mejores límites de detección y cuantificación, un 

amplio tiempo de vida, etcétera, caracterizar métodos de inmovilización de enzimas de 

grupos distintos a las oxidasas, utilizar nano materiales para mejorar el desempeño de 

biosensores con dispositivos más compactos, evaluar la respuesta de la enzima en 

condiciones fisicoquímicas cercanas a las del cuerpo humano, diseñar materiales no 

abrasivos permitirá cumplir con el objetivo anterior. 

 

Analizar las infusiones herbales usando otros métodos de análisis químico tales como la 

cromatografía y la electroforesis capilar con el fin de cuantificar la cantidad de compuestos 

fenólicos presentes en cada muestra, con el fin de establecer una correlación con los 

resultados obtenidos con los biosensores propuestos en esta investigación.   
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Anexo 1. Métodos de inmovilización 

 

Existen diversos métodos de inmovilización de enzimas, algunos de ellos son: 

Inmovilización por retención física:  

 Atrapamiento  

El atrapamiento consiste en la retención física de la enzima a las cavidades interiores de la 

matriz sólida porosa, constituida generalmente por prepolímeros fotoentrecruzables o 

polímeros del tipo poliacrilamida, colágeno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano.  

Algunas de las ventajas de este método son que requiere poca cantidad de enzima para 

obtener derivados activos, es de gran sencillez desde el punto de vista experimental, como 

ventaja adicional, la enzima no sufre ninguna alteración en su estructura. Sin embargo 

también podemos encontrar algunas desventajas, por ejemplo, requiere un control riguroso 

de las condiciones de polimerización, así como la comprobación de que la naturaleza química 

del proceso no altera los grupos reactivos de la proteína [136]. 

 

 Inclusión en membranas  

La inclusión en membranas está dividida en dos partes:  

a) Microencapsulación 

La microencapsulación es una técnica en la que las enzimas están rodeadas de membranas 

semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de la 

enzima (Figura A1.1). Estas membranas semipermeables, pueden ser también permanentes 

(originadas por la polimerización interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes, 

también llamadas “micelas inversas”). Las microcápsulas obtenidas son de forma esférica, 

con tamaños comprendidos entre 1 y 100 µm de diámetro. Mediante este método se pueden 

encapsular simultáneamente una gran variedad de enzimas, células o biomoléculas, 
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permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden en múltiples pasos 

[137]. 

 

Figura A1.1 Inmovilización enzimática mediante microencapsulación. 

 

b) Reactores de membrana: 

El desarrollo de reactores o sistemas que contengan enzimas atrapadas ha despertado gran 

interés en la industria. Estos reactores emplean membranas permeables al producto final, 

permeables o no al sustrato inicial y obviamente impermeables a la enzima. Mediante una 

bomba se establece un flujo líquido de sustrato que traviesa el reactor. 

En general, en esta metodología, se produce inicialmente a la adsorción de la enzima sobre 

la membrana que formará el reactor. Esta adsorción se puede realizar de dos formas 

i. Mediante el paso de una solución tamponada de enzima a través de la membrana  

ii. Por el contacto continuo de una solución de enzima con la membrana 

 

Inmovilización por unión química  

 Unión a soportes.  

Las enzimas se pueden unir químicamente a soportes. La unión a soportes es el  método de 

inmovilización más utilizado y del que se dispone de una mayor información. La elección 

del soporte y del tipo de enlace resultan determinantes en el comportamiento posterior del 

biocatalizador. Se debe procurar que la inmovilización incremente la afinidad por el sustrato, 

disminuya la inhibición, amplíe el intervalo de pH óptimo y reduzca las posibles 

contaminaciones microbianas [138].  
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Además el soporte debe tener resistencia mecánica adecuada a las condiciones de operación 

del reactor y ser fácilmente separable del medio líquido para que pueda ser reutilizado. Se 

han usado una gran variedad de materiales como soportes para la inmovilización de 

numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamaño, densidad, porosidad y forma, 

aunque generalmente nos los encontramos en forma de cilindro, hojas, fibras y más 

corrientemente en forma de esferas.  

 

 Tipos de soportes:  

Los soportes pueden clasificarse en dos grandes grupos: 

i. Soportes orgánicos:  

Los soportes orgánicos se pueden clasificar en: 

 Polímeros naturales: a su vez divididos en: 

 polisacáridos (celulosa, almidón, etc). 

 proteínas fibrosas (colágeno, queratina, etc). 

 Polímeros sintéticos: divididos en: 

 Poliolefinas (como el poliestireno) 

 Polímeros acrílicos (poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc.) 

 Otros tipos (alcohol polivinílico, poliamidas, etc). 

 

ii. Soportes inorgánicos: 

Dentro de este grupo existe una gran variedad de soportes, que pueden ser  

 naturales (arcillas como la bentonita, piedra pómez, sílice, etc.)   

 materiales manufacturados (óxidos de metales y vidrio de tamaño de poro 

controlado, vidrio no poroso, alúmina, cerámicas, gel de sílice, etc.) 
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Las enzimas se pueden unir químicamente a estos soportes por adsorción iónica o por unión 

covalente 

a) Adsorción  iónica  

En la adsorción iónica la enzima se une a un soporte sin funcionalizar mediante interacciones 

iónicas. Fuerzas de Van der Waals y por puentes de hidrógeno [139]. Esta técnica consiste 

en emplear resinas de intercambio iónico, las cuales contienen grupos funcionales y 

contraiones móviles. Estos contraiones se pueden intercambiar reversiblemente por otros 

iones de la misma carga, sin que se produzcan cambios en la matriz insoluble. Los principales 

factores que influyen en la adsorción son: 

 el pH del medio: controla el número y la naturaleza de las cargas que presenta la 

superficie de la proteína y del sólido;  

 la fuerza iónica: al aumentar la fuerza iónica se produce la desorción de la enzima, 

ya que los iones inorgánicos se unen con más fuerza al soporte que la proteína; 

 el diámetro de poro: debe ser aproximadamente dos veces el tamaño del eje mayor 

de la enzima; 

 la presencia de iones que actúen como cofactores de la enzima, ya que pueden 

incrementar la carga enzimática del derivado.  

En este caso las ventajas son: su preparación sencilla, su bajo costo, no hay cambios de 

especificidad enzimática, los derivados son estables en medios de trabajo con bajo contenido 

en agua. Mientras que las desventajas encontradas son,  la optimización de las variables que 

controlan la adsorción, los derivados obtenidos son poco estables desde el punto de vista 

mecánico, y la unión al soporte es débil. 

 

b) Unión covalente.  

La unión covalente  (Figura A1.2) de una enzima a un soporte es quizá el método más 

interesante desde el punto de vista industrial. La metodología de la unión covalente se basa 

en la activación de grupos químicos del soporte para que reaccionen con nucleófilos de las 

proteínas. De entre los 20 aminoácidos diferentes que se encuentran en la estructura de las 
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enzimas, los más empleados para la formación de enlaces con el soporte son principalmente 

la lisina, la cisteína, la tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptófano, 

la arginina y el ácido aspártico y glutámico. 

 

 
Figura A1.2 Inmovilización de enzimas mediante unión covalente. 

 

 

 Reticulado: 

 Reticulado puro 

Otro método de inmovilización es el reticulado, el cual puede llevarse a cabo mediante dos 

formas distintas, una de ellas es el reticulado puro, también denominado entrecruzamiento 

o cross-linking, es una técnica que ha sido ampliamente utilizada en la estabilización de 

muchas enzimas (Figura A1.3).  Este método consiste en uso de reactivos bifuncionales (por 

ejemplo: dialdehídos, diiminoésteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio e, incluso, diaminas 

si están activadas con carbodiimida), que originan uniones intermoleculares entre las 

moléculas de enzima. 

 

El resultado del reticulado son enzimas con enlaces intermoleculares irreversibles capaces de 

resistir condiciones extremas de pH y temperatura. 
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Figura A1.3 Inmovilización de enzimas mediante cross-linking, o entrecruzamiento o reticulado. 

 

 

 Co-reticulado  

El  co-reticulado es un procedimiento mixto de inmovilización muy común consiste en 

inmovilizar la enzima por adsorción sobre una resina de intercambio iónico o un soporte 

polimérico (con lo que se consigue una elevada carga enzimática) y posteriormente añadir el 

reactivo bifuncional. Actualmente el método más novedoso de cross-linking consiste en la 

cristalización de enzimas y su posterior reticulado con glutaraldehído (Cross-Linked Enzyme 

Crystals o CLECs) [140].  

 

El aumento de estabilidad se basa en la obtención de un entramado cristalino, donde las 

moléculas de enzima están rodeadas exclusivamente por otras moléculas de proteína. De esta 

manera la propia enzima actúa como soporte, y su estructura terciaria está estabilizada por 

las uniones covalentes intermoleculares. La estructura cristalina posee canales microscópicos 

(20-50 Å) que permiten el paso de sustratos hasta el centro activo de la enzima donde se 

cataliza la reacción. Estos cristales pueden soportar temperaturas elevadas y pH extremos, 

así como la acción de las proteasas. Esta tecnología se ha aplicado a enzimas muy diferentes 

[141], las cuales se han utilizado en la obtención de compuestos enatioméricamente puros y 

en la síntesis de péptidos. 

 

El co-reticulado, permite eliminar las pérdidas de actividad enzimática debidas a efectos 

difusionales, mediante el entrecruzamiento de las enzimas con una proteína sin actividad 

enzimática y rica en residuos de lisina (por ejemplo, la albúmina bovina).  
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La Tabla A1.1  nos muestra algunas de las características de cada método para llevar a cabo 

una buena elección del método de inmovilización.  

 

Tabla A1.4. Elección del método de inmovilización 

Método 
Inclusión en 

Membranas 
Atrapamiento Reticulado 

Adsorción 

química 

Unión 

covalente 

Preparación Intermedia Difícil Intermedia Sencilla Difícil 

Fuerza de unión Débil Media Débil-Media Media Fuerte 

Actividad 

enzimática 
Media-Alta Baja Baja Media Alta 

Regeneración del 

soporte 
Posible Imposible Imposible Posible Difícil 

Costo del proceso Medio-Alto Medio Medio Bajo Alto 

Estabilidad Media Alta Alta Baja Alta 

Validez General General Limitada General Limitada 

Resistencia 

microbiana 
Sí Sí Sí No No 
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Anexo 2. Modelos matemáticos para estudiar 

la cinética enzimática. 

Los modelos matemáticos más relevantes en el estudio de la cinética enzimática son el 

modelo de Michaelis-Menten [142] y el modelo o la ecuación de Hill [143]. Ambos modelos 

estudian la cinética enzimática mediante ecuaciones del tipo, 

          

][

][
1

][

][

5.0

5.0

h

h

máx

S

S

S

S

RR
























           (A2.1) 

Donde R es la respuesta del biosensor; [S] es la concentración del sustrato; [S]0.5 es la 

concentración de media saturación, es decir cuando R=Rlím/2 ; Rlím es el valor límite de R 

cuando ][S , y h es el coeficiente de Hill.  

 

Cuando el coeficiente de Hill tiene un valor de 1, la ecuación A2.1 se convierte en la ecuación 

de Michaelis-Menten, donde [S]0.5 = Km. por lo tanto la ecuación es: 

][

][

SK

SR
R

m

máx


                             (A2.2) 

La energía de los sistemas biológicos, se describe en función de la energía libre de Gibbs 

(G). Al punto de partida tanto para la reacción hacia productos como hacia reactivos se 

denomina estado basal, que es la contribución a la energía libre del sistema de una molécula 

promedio (S o P) bajo un conjunto de condiciones dadas.  

 

Para un sistema: 
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PEEPESSE
kkk

kkk

   



3

3

2

2

1

1

     (R.A2.2) 

Donde E es la enzima, S es el sustrato, P es el producto, ES y EP son los complejos enzima-

sustrato y enzima-producto respectivamente, las ki son las constantes de velocidad para cada 

reacción.  

 

Debido a que la inter-conversión de dos intermediarios de reacción secuenciales constituyen 

un paso de la reacción; la reacción R.A2.2 se simplifica como: 

PEESSE
kk

kk

  



2

2

1

1

      (R.A2.3) 

Un equilibrio tal como  

ESSE
k

k

1

1

 



     (R.A2.4) 

Viene descrito por una constante de equilibrio Keq. En las condiciones biológicas se denota 

como K´eq. Por lo tanto: 

 
   SE

ES
K´

eq                     (A2.3) 

De la termodinámica puede describirse  

´
eq

´ KlnRTG  0                      (A2.4) 

donde R es la constante de los gases (8.314 J/mol K), T es la temperatura absoluta (298 K).  

 

De la ecuación A2.4 es posible conocer que ´0´
eqKG  . Para la reacción R.1.4 se tiene que  

]][[ SEk                   (A2.5) 

Para estudiar el cambio de la velocidad inicial (V0) con respecto a la concentración del 

sustrato, se tiene: 
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][0 Sk                   (A2.6) 

En 1913, Michaelis y Menten [144], postularon que la velocidad de reacción (v) es 

relativamente rápida,  

PEES
k

k

 



2

2

                        (R.A2.5) 

La velocidad de reacción (v2) es más lenta que v1.Por lo tanto R.A2.5 se convierte en la etapa 

limitante de la reacción, de aquí, se desprende que  

𝑣 ∝ [𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑒 𝑞𝑢𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛] 

es decir, 𝑣 ∝ [𝐸𝑆]. En cualquier momento E existe en dos formas, la forma libre o sin 

combinar [E] y la forma combinada [ES].  

 

A baja [S] la mayor parte del enzima está sin combinar, [E] y por lo tanto 𝑣 ∝ [𝑆] (ver 

reacción R.4). Sin embargo la Vmáx se observará cuando toda la enzima esté en forma de 

complejo ES y [E] será extremadamente pequeña (la  enzima está saturada). 

 

De acuerdo con la reacción R.A2.5 en los primeros minutos de reacción, [P] es despreciable 

y se hace la suposición de que puede ignorarse la reacción inversa descrita por k-2 obteniendo 

así 

PEES
k


2

                    (R.A2.6) 

Por lo tanto el sistema queda como: 

PEESSE
kk

k

 



21

1

                     (R.A2.7) 

La velocidad inicial (v0) se determina por la descomposición de ES para dar P es decir,  

][20 ESk                   (A2.7) 
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Dado que [ES] no se puede medir experimentalmente con facilidad, se busca una expresión 

alternativa para [ES].  

1. Se introduce el término [E]T que es la concentración total de la enzima que es igual a 

][][][ ESEE T                    (A2.8) 

][][][ ESEE T                    (A2.9) 

2. Debido que [S] es normalmente mucho mayor que [E]T, la cantidad de sustrato fija 

por la enzima en cualquier momento de la reacción es despreciable, comparada con 

[S]TOTAL.  

Se deduce entonces una expresión para v0 = f (parámetros que se miden fácilmente). 

a) Para un sistema descrito por la reacción 7 (R.A2.7) 

]][[1 SEkES
formación                   (A2.10) 

Sustituyendo la ecuación A2.9, en la ecuación anterior se obtiene,  

]])[[]([]][[ 11 SESEkSEk T
ES
formación                  (A2.11) 

Mientras que la velocidad de descomposición es: 

][][ 21 ESkESkES
cióndescomposi                         (A2.12) 

b) Si se asume que: vinicial refleja un estado estacionario en que [ES] es constante, es 

decir   

ES
cióndescomposi

ES
formación                           (A2.13) 

A lo que se le conoce como la hipótesis del estado estacionario. Por lo tanto  

][][]])[[]([ 211 ESkESkSESEk T                             (A2.14) 

c) Si se resuelve la ecuación A2.14 resulta.  
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][][]])[[]([ 211 ESkESkSESEk T                    (A2.14) 

][][]])[[][( 2111 ESkESkSESkEk T                     (A2.15) 

][][]][[][][ 2111 ESkESkSESkSEk T                    (A2.16) 

Sumando ]][[1 SESk en ambos lados de la ecuación A2.16 se tiene: 

]][[][][][][ 1211 SESkESkESkSEk T                    (A2.17) 

Agrupando resulta: 

])[]([][][ 1211 SkkkESSEk T                     (A2.18) 

Despejando [ES] se obtiene  

])[(
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                          (A2.19) 

Combinando las constantes de velocidad resulta: 
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 
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1

21][

][][
][

k

kk
S

SE
ES T                            (A2.21) 

De donde se define la constante de Michaelis-Menten (Km) como: 

1

21

k

kk
Km


                             (A2.22) 

Por lo tanto  
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
                            (A2.23) 

d) Ahora es posible expresar v0 como función de [ES], sustituyendo la ecuación A2.23 

en la ecuación A2.7 

][

][][
20

SK

SE
k

m

T


                            (A2.24) 

Dado que vmáx se obtiene cuando la enzima está saturada, es decir cuando [ES] = [E]T, 

entonces vmáx = k2[E]T de esta forma se obtiene la ecuación de Michaelis-Menten para 

describir la cinética enzimática: 

][

][max
0

SK

Sv
V

m 
                            (A2.25) 

Como es posible observar, Km está relacionada con las constantes de velocidad de cada paso 

de la reacción (ki), es decir Km está relacionada con la formación y/o descomposición del 

producto. 

 

Es posible obtener una constante de Michaelis-Menten como se ha descrito o bien de manera 

gráfica (Figura A2.1) linealizando la ecuación de Michaelis-Menten para obtener una 

ecuación del tipo Lineweaver-Burk [145]. 

máxmáx

m

VV

K

V

1

[S]

11

0

      (A2.26) 

Si se lleva a cabo dicha linealización, la ecuación de la recta seria de la forma y=mx +b donde 

la pendiente es 











máx

m

V

K
 y la ordenada al origen es 

máxV

1
, y sería el inverso de la velocidad 












0

1

V
y x seria el inverso de la concentración de sustrato 









[S]

1
. De acuerdo con esta 

linealización se puede obtener la velocidad máxima como el inverso de la ordenada al origen 
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y la Km´ utilizando el valor de la pendiente de la recta o bien hacer la extrapolación para 

encontrar el valor de x cuando y=0. 

 

 

Figura A2.1. Diagrama de Lineweaver-Burk, trazando la inversa de la concentración de sustrato frente a la 

inversa de la velocidad inicial 

 

Por analogía con las gráficas de Lineweaver-Burk,  que son usadas para la determinación de 

los parámetros de la ecuación de Michaelis-Menten, este método de representación da una 

clara conformidad para la aplicabilidad de la ecuación de Hill para describir la dependencia 

experimental de R con respecto a [S], donde R es la respuesta medida para la enzima en 

estudio [146]. 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Lineweaver-Burke_plot.svg
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Anexo 3. Fabricación de biosensores. 

 

Biosensores con laccasa de Trametes versicolor (LTv).  

 

 Biosensor de LTv con PVA (método de atrapamiento)  

Sobre el electrodo de trabajo del ESP se depositan 5 µL de una mezcla 50 % v/v de una 

solución de laccasa de Trametes versicolor (LTv) 170 Umg-1mL-1 y alcohol polivinílico 

soluble en agua (PVA-WAP por simplicidad PVA), posteriormente el biosensor se somete a 

un proceso de fotocurado por 3 horas a 4°C, este biosensor es etiquetado como 

ESP/LTv/PVA. 

 

 Biosensor de laccasa de Trametes versicolor con albúmina y glutaraldehído 

(método de reticulado)  

Reticulado con albúmina: se prepara una solución enzimática de LTv 170 Umg-1mL-1 en 

Albúmina de Suero Humano 5 mgmL-1 (ASH), posteriormente se prepara una mezcla 50% 

v/v de la solución enzimática con glutaraldehído (GA) al 2.5%, se depositan 5 µL de esta 

solución sobre el electrodo de trabajo y se permite la polimerización de la membrana a una 

temperatura de 4°C por 3 horas, este sensor se etiqueta como ESP/LTv/ASH/GA 2.5%. 

Utilizando el mismo procedimiento se preparan biosensores inmovilizados con GA al 1.0%, 

los cuales son etiquetados como ESP/LTv/ASH/GA 1.0% 

 

 Biosensor de laccasa de Trametes versicolor y glutaraldehído (método de co-

reticulado) 
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Reticulado sin albúmina o co-reticulado: Se prepara una mezcla 50% v/v de la solución 

enzimática de LTv 170 Umg-1mL-1 con glutaraldehído al 2.5% se depositan 5 µL de esta 

solución sobre el electrodo de trabajo y se permite la polimerización de la membrana a 40°C 

por 1 hora, este biosensor es etiquetado como ESP/LTv/GA 2.5%. Utilizando GA al 1.0% y 

siguiendo el mismo procedimiento se prepara el biosensor etiquetado como ESP/LTv/GA 

1.0%. 

 

 Biosensor de laccasa de Trametes versicolor y EDC (método de enlace 

covalente) 

Antes de modificar la superficie del electrodo de trabajo ésta se activa con 5 µL de una 

solución amortiguadora que contiene acido 2-(N-morfolino)- etano sulfónico, MES, 0.1 M y 

NaCl 0.5 M a pH = 6. Después de 15 minutos se extrae el exceso de amortiguador y se 

colocan 3 µl de una solución que contiene clorhidrato de N-etil-N´-(3dimetilaminopropil) 

carbodimida (EDC) 2 mM y  hidroxi-2,5-dioxopirrolidina-3- sal sulfónica ácida de sodio 

(sulfo-NHS) 5 mM, el sistema se deja reaccionar durante 15 min a temperatura ambiente, 

posteriormente se colocan 5 µL de una solución de LTv 170 Umg-1mL-1 y se deja reaccionar  

el sistema durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente el biosensor se enjuaga con 

amortiguador de fosfatos 0.1 M, a pH = 7.00 ± 0.01 para eliminar la enzima no inmovilizada 

[55]. Este biosensor es etiquetado como ESP /LTv/EDC. 

 

 

Biosensores con tirosinasa mushroom (Tir).  

 

Para fabricar biosensores con tirosinasa mushroom como elemento de reconociomiento se 

sigue la metodología descrita anteriormente para cada método de inmovilización, utilizando 

ahora una solución enzimática de tirosinasa mushroom 170 Umg-1mL-1. 
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Caracterización electroquímica 

La caracterización mediante voltamperometría cíclica y amperometría de cada biosensor se 

lleva a cabo colocando 10 mL de amortiguador de acetatos 0.1 M  pH 4.7± 0.1 en una celda 

termostatada a 30°C ; en la determinación amperométrica se impone un potencial de -0.300 

V manteniendo la agitación constante. 

 

Caracterización analítica.  

Para la caracterización analítica de cada biosensor se utiliza el software OriginLab, con los 

modelos de Hill y Michaelis-Menten, aplicando una regresión no lineal para obtener los 

parametros cinéticos (Km´ y Imáx). Tomando los puntos experimentales correspondientes a el 

intervalo lineal, de cada cinetica, se determina la sensibilidad (pendiente de la recta), el limite 

de detección y cuantificación como la concentración correspondiente a la corriente dada por 

I=b + 3 y I=b + 10 respectivamente [147]; donde I es la corriente, b es la ordenada al origen 

y  es la desviación estándar o error típico de la regresión lineal.  
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