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RESUMEN

Los triglicéridos son ésteres derivados de glicerol y de &cidos grasos que se
encuentran en las grasas o aceites. En el organismo, se absorben en el intestino a
partir de los alimentos ingeridos, aunque también se pueden sintetizar en el higado
a partir de la acetil-CoA. En el cuerpo humano, los triglicéridos se utilizan

principalmente como reserva de agua, energia y calor.

No obstante sus importantes funciones, tener niveles elevados de triglicéridos
incrementa el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, las cuales
constituyen las principales causas de muerte en México. Por lo tanto, es necesario
cuantificarlos en fluidos biol6gicos y en alimentos como un parametro que
contribuya a monitorizar el estado de salud y proporcione informacion nutricional del
alimento.

Actualmente, los métodos mas comunes para cuantificar triglicéridos tienen la
desventaja de ser complejos ya que requieren un pretratamiento de muestra
complicado, lo cual incrementa el costo y exige personal capacitado para su
utilizacion.

Tomando en cuenta lo anterior, es necesario el desarrollo de nuevas
metodologias analiticas que contribuyan a resolver estas desventajas. Una
alternativa viable son los biosensores electroquimicos, ya que son dispositivos
analiticos simples, de bajo costo, rapidos y de operacion sencilla. Dentro de los
esquemas comunes de deteccion de triglicéridos empleando biosensores destacan
los amperométricos y los potenciométricos. Los primeros siguen un esquema
multienziméatico, lo cual incrementa su costo, aunque son altamente selectivos;
mientras que los segundos siguen un esquema de deteccién mas simple ya que
involucran solo una enzima, lo que los hace menos sensibles y selectivos que los
anteriores.

En el presente trabajo se reporta el desarrollo y evaluacion de un biosensor
para determinar triglicéridos, basado en un transductor amperométrico de pH y en,

un esquema de deteccidbn monoenzimatico.

Vi
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1.1. Generalidades de los lipidos

Los lipidos son substancias hidrocarbonadas de cadena larga, son solubles en
solventes organicos no polares e insolubles en solventes polares (Hammond, J. L.,
et al.,, 2016). Pueden clasificarse con base en su composicion en simples y
complejos. Los simples solo contienen carbono, hidrogeno y oxigeno, mientras que
los complejos contienen ademas de los elementos ya mencionados fdsforo,
nitrogeno y azufre. Otra clasificacion se basa en sus propiedades fisicas
agrupandolos como grasas o aceites dependiendo de si se encuentran en estado
sélido o liquido a temperatura ambiente, respectivamente (Argiieso Armesto, R., et
al., 2011).

De igual manera se diferencian los lipidos que son esenciales, es decir,
aguellos que se obtienen de la alimentacion y no esenciales para el organismo.
Basados en su polaridad se clasifican en polares y neutros (Akoh, C. C. y Min, D.
B., 2002; Pefna Diaz, A., et al., 2004).

1.2. Triglicéridos

Los triglicéridos (TG), forman parte de los lipidos simples y son ésteres de acidos
grasos del glicerol. Su estructura se compone de una cadena lineal anfipatica con
un grupo carboxilo (extremo polar) y una cadena hidrofébica que termina con grupos
metilo. Quimicamente pueden obtenerse por la reaccion de esterificacién entre los
grupos hidroxilo de la molécula de glicerol con tres moléculas de acidos grasos,
dando como producto al éster correspondiente como se muestra en la Figura I.1.,
(Huwaida Rosli, N., et al., 2016; Argleso Armesto, R., et al., 2011).
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Figura I.1. Estructura molecular general de un triglicérido.

1.2.1 Funciones de TG en el organismo y en alimentos

En el organismo, los triglicéridos forman parte de la estructura de las membranas
celulares, y almacenan energia en forma de depdsitos; es decir, constituyen la grasa
gue se utiliza como fuente de energia al oxidarse mediante la respiracion. Asi
mismo, actian como precursores de hormonas y vitaminas liposolubles, intervienen
en el transporte de la energia metabdlica y aislan los 6rganos internos de choques
térmicos, eléctricos y fisicos. Ademas, actian como reserva de agua, ya que la
combustion aerdbica de los lipidos produce una gran cantidad del vital liquido (Diaz
Portillo, J., et al., 1997; Fornaguera, J. y Gomez, G., 2004).

En los alimentos, aportan color, sabor, textura y aroma. Asimismo, se agregan
a los alimentos por su capacidad de formar agregados cristalinos y de interaccionar

con otros componentes como proteinas o hidratos de carbono.

1.2.2 Valores convencionales y padecimientos asociados a TG

Un exceso de TG en el organismo (hipertrigliceridemia) se puede acumular en las
paredes de las arterias y derivar en diversos padecimientos como aterosclerosis,

enfermedades cerebrovasculares y enfermedades coronarias. Los niveles altos de
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TG en el organismo se asocian a desérdenes como: Alzheimer, pancreatitis,
diabetes, enfermedades hepaticas, cardiovasculares y del rifion; consecuencia del
metabolismo anormal de las lipoproteinas. En la Tabla I.1. se muestran los valores
de triglicéridos en sangre (Lang, F., 2009).

Tabla I.1. Valores de triglicéridos en sangre.

Triglicéridos Niveles de triglicéridos (mg-dLt)
Normales <150

Altos en el limite 150-199

Altos 200-499

Muy altos >500

Los niveles altos de triglicéridos también se asocian a dietas con elevado contenido
de grasas. De ahi que es importante conocer y monitorizar el contenido de
triglicéridos en alimentos.

El aporte de lipidos esenciales en la dieta debe ser equilibrado: 3 a 5 gramos
por dia o alrededor del 2% del total cal6rico. El exceso en su consumo, aunado a
una vida sedentaria, conduce a un incremento progresivo de peso que determina la
aparicion de obesidad (Araya, L. H. y Lutz R. M., 2003; Gémez Candela, C. et al.,
2005).

1.2.3 Origen de triglicéridos en el organismo

Los seres humanos poseemos TG en nuestro organismo, los cuales obtenemos por
dos vias: la via endogena y la via exégena. En la primera, los triglicéridos se
sintetizan principalmente en el higado a partir de acetil-CoA. En la segunda, los
lipidos se absorben desde el intestino delgado a partir de los alimentos ingeridos
para después ser resintetizados en el higado para su posterior utilizacion (Pefia
Diaz, A., et al., 2004).
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Un alimento es aquella sustancia que contiene nutrientes fisiolégicamente
activos que benefician la salud y sustentan el organismo. Por lo tanto, la energia
gue se usa para vivir y realizar diversas actividades proviene del consumo de
alimentos. Entre los principales nutrientes que debe de tener un alimento destacan
los carbohidratos, proteinas, vitaminas, minerales y lipidos. Los triglicéridos son los

principales componentes de los lipidos que aporta la dieta.

En la dieta, la mayor contribucion de TG proviene de los lacteos como
mantequilla y quesos, los cuales tienen un alto contenido en grasas saturadas. Las
carnes, huevos, pescados y aceites vegetales aportan ademas grasas saturadas,
monoinsaturadas y poliinsaturadas. No obstante, en alimentos industriales tales
como bolleria y frituras, normalmente no se reporta con precision el contenido ni la
naturaleza de los lipidos presentes (Araya, L. H. y Lutz R. M., 2003; Gomez Candela,
C. et al., 2005).

Es particularmente importante cuantificar triglicéridos en fluidos biologicos y
alimentos, debido a que su concentracion es relevante informacion nutricional y
biomédica que contribuye a evaluar el estado de salud para prevenir enfermedades
y mejorar la dieta. Comunmente los TG se encuentran en matrices complejas y es

necesario extraerlos para su posterior analisis.

1.3. Métodos de extracciéon de triglicéridos

Para llevar a cabo una extraccion exitosa de triglicéridos para su posterior analisis,
es necesario tener una buena eficiencia de extraccion y la eliminaciéon completa del
contenido no lipidico de la muestra. Al realizar un tratamiento previo de la muestra

se optimiza la separacion de TG aumentando la reproducibilidad de los andlisis.
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1.3.1. Pretratamiento de la muestra

La preparacion depende de la naturaleza de la muestra; la eficacia de la extraccion
requiere un conocimiento de la estructura, las principales clases de lipidos y sus
componentes. Si la extraccidn se realiza a muestras que se degradan o sufren un
cambio estas se almacenan en contenedores sellados bajo condiciones de
temperatura o atmaosfera inerte que mejor las conserve, las bajas temperaturas

reducen la degradacion de los lipidos (Hewavitharana, G. G., et al., 2020).

La extraccion de los lipidos se facilita reduciendo el contenido de humedad en
las muestras (secado). Debido a que los lipidos se unen a proteinas y carbohidratos,
se emplea secado al horno o vacio a bajas temperaturas (liofilizacion). Ademas, el
menor tamafio de la particula aumenta el area de superficie, permitiendo un mayor
contacto entre el disolvente y la muestra para obtener una mayor eficiencia de

separacion (Hewavitharana, G. G., et al., 2020).

1.3.2. Extraccion mediante hidroélisis acida o alcalina

Se utilizan medios acidos o alcalinos para liberar lipidos que se encuentran unidos
covalentemente o iGnicamente a proteinas o carbohidratos y para romper grasas
emulsionadas con el fin de mejorar la eficacia de extraccion. En este proceso
también se puede emplear el uso de enzimas para hidrolizar a los triglicéridos
(Hewavitharana, G. G., et al., 2020).

1.3.3. Extraccion de triglicéridos con solventes organicos

Los triglicéridos son hidrofébicos, esta propiedad permite utilizar solventes
organicos para extraerlos de las matrices complejas. Se emplean solventes de
diferentes polaridades para separar diferentes constituyentes lipidicos; por ejemplo,
las grasas se pueden extraer con solventes menos polares como éter de petréleo;

los constituyentes lipidicos “unidos” necesitan solventes polares.
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Los lipidos neutros, estan unidos hidrofébicamente y se pueden extraer
mediante solventes no polares. Los lipidos polares, que estan unidos generalmente
por fuerzas electrostaticas y enlaces de hidrogeno, necesitan solventes polares
capaces de romper estos enlaces (Cequier Sanchez, E., et al., 2008; Schmid, M., et
al., 2016).

1.3.4. Digestion asistida por microondas

La energia de microondas aumenta la fuerza de rotacion sobre los enlaces que
conectan restos dipolares a las moléculas adyacentes y reduce la energia requerida
para alterar las uniones hidrofébicas, lo que ayuda a disolver todo tipo de lipidos.
Ademas, este método tiene la ventaja de ser rapido y consume una menor cantidad

de solvente para extraer lipidos (de Moura, R. R., 2018; Rahimi, M. A., et al., 2017).

1.3.5. Extraccion con fluidos supercriticos

Las muestras para analizar se calientan en una cadmara presurizada y se mezclan
con el fluido supercritico, generalmente se utiliza CO2 para la recuperacion de los
lipidos no polares, como los acidos grasos esterificados, acilgliceroles y la materia
insaponificable. Posteriormente bajo presion y a bajas temperaturas del solvente
provocan que el COz de convierta nuevamente en gas, dejando la fraccion lipidica

sin el solvente orgéanico.

Los lipidos polares complejos son insolubles en COz, para extraerlos se puede
modificar la polaridad del fluido utilizando un agente de arrastre como metanol,
etanol o incluso agua. Este método reduce significativamente el uso de solventes
organicos, evita problemas de eliminacion de desechos, elimina el uso de solventes
potencialmente téxicos e inflamables, y reduce el tiempo de extraccién. Sin
embargo, mantener las condiciones del fluido supercritico es muy costoso (Cheng,
C. H., et al., 2011; Hewavitharana, G. G., et al., 2020).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535220302458#!
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1.3.6. Método Soxhlet

Este método consiste en separar los triglicéridos de las muestras con solventes
organicos, generalmente éter etilico y temperatura. Es importante secar la muestra
y reducir el tamafio de particula de esta, la materia se coloca en un dedal poroso
contenido en una camara de extraccidbn que recoge el solvente evaporado
realizando la separacién. La ventaja de esta técnica es que se puede recuperar el
solvente empleado y se puede cuantificar la cantidad de triglicéridos por diferencia
de pesos del cartucho empleado para la extraccion, mientras que la desventaja es
el tiempo de analisis, ya que se necesitan varias horas de extraccion (Ahangari, B.,
et al., 2013; Zarnowski, R., et al., 2004).

1.3.7. Extraccion de triglicéridos mediante emulsificantes

Las emulsiones estan formadas por dos liquidos inmiscibles dispersado uno sobre
del otro en forma de gotas pequefias, esto es llamado fase discontinua, mientras
gue el liquido restante se conoce como fase continua. Los emulsificantes contienen
partes polares y no polares separadas entre si de manera equilibrada, de esta
manera generan la extraccion formando micelas de lipidos contenidos en las
muestras alimenticias (Shahidi, F. y Wanasundara, P. K. J. P. D., 2002; Lauridsen,
J. B., 1976; Miller, R., 2015).

La Tabla 1.2., muestra una recopilaciéon de los métodos descritos para extraer

triglicéridos de diferentes muestras.
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Tabla 1.2. Métodos de extraccién de triglicéridos.

Método de extraccion

Muestra

Tratamiento de muestra

Referencia

Solventes organicos

CHCI3:MeOH (2:1 VIV) y
CH.Cl>:MeOH (2:1 V/IV)

Hueva congelada de bacalao

Liofilizacion
Secado
Reduccién de particula

Cequier Sanchez, E., et
al., 2008

CHCI3:MeOH
EtOH
Hexano
EtOH:hexano

Algas comestibles

Liofilizacion
Reduccién de particula

Schmid, M., et al., 2016

Digestion asistida por microondas

CHCI3:MeOH (2:1 VIV) e
irradiacién en microondas

Pasta de algas

Reduccién de particula

de Moura, R. R., et al.,
2018

Hexano:isopropanol (3:2 V/V)

Sardina

Reduccion de particula
Secado

Rahimi, M. A., et al., 2017

Fluidos supercriticos

COo; caudal 20 g/min

Suero de leche en polvo

Secado
Reduccién de particula

Spence, A. J., et al., 2009

CO,; P=306 bary T=60 °C

Microalgas

Liofilizacion

Cheng, C.H., etal., 2011

Método Soxhlet

Extraccion por 6 horas usando
acetona, cloroformo, ciclohexano,
éter dietilico, acetato de etilo y n-
hexano

Granos de trigo

Zarnowski, R. y Suzuki,
Y., 2004

Extraccion por 6 horas usando
benceno de petroleo y n-hexano

Granos de café

Secado
Reduccién de tamaio

Ahangari, B. y Sargolzaei,
J., 2013

Emulsificantes

Se utiliza goma arabiga, bafo de
agua a 65 °C y filtrado

Mantequilla

Escamilla Mejia, J. C., et
al., 2014

Se utiliza goma arabiga al 4%,
bafio de agua a 65 °C, agitacion y
filtrado

Papas (frituras)

Reduccién de tamafio

Cruz Aburto, Z. G., 2018
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1.4. Métodos de determinacién de triglicéridos

Los métodos para cuantificar triglicéridos se utilizan por lo general posteriormente a
la extraccion de la muestra. Los mas utilizados son los métodos indirectos de
determinacion total de TG, su principio se basa en utilizar una referencia y es

necesario contrastarse con una metodologia para ser validados.

1.4.1. Métodos cromatograficos

La completa caracterizacion del contenido lipidico de una muestra se realiza con la
determinaciéon de las especies moleculares de las clases de triglicéridos que la
componen. De este modo se conoce la forma en que se distribuyen los acidos
grasos dentro de cada molécula lipidica (Shahidi, F. y Wanasundara, P. K. J. P. D.,
2002).

La cromatografia de capa fina se utiliza para el fraccionamiento de mezclas de
lipidos complejos, ensayo de pureza, identificacion e informacion sobre la
estructura. El principio implica una fase estacionaria que contienen un adsorbente
como alumina, silice o celulosa sobre una placa inerte. Este método es de bajo

costo, sin embargo, el analisis demanda mayor tiempo (Narang, J., et al., 2013).

La cromatografia de gases involucra la particion de los componentes de la
muestra (mezcla lipidica) en el estado de vapor entre una fase movil gaseosa y una
fase liquida estacionaria no volatil dispersa en un soporte inerte. Generalmente se
utiliza una fase mdvil de nitrébgeno o helio cuando se utilizan columnas
empaqguetadas y en las columnas capilares helio o hidrégeno, ademas el detector
mas empleado es el de ionizacion de llama (FID). Este andlisis requiere de la
derivatizacion de é&cidos grasos para incrementar su volatilidad (Shahidi, F. y
Wanasundara, P. K. J. P. D., 2002).
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El principio de la cromatografia liquida de alto rendimiento se basa en un
soporte finamente dividido empaquetado sobre una columna de acero inoxidable
(fase estacionaria) sobre la cual se hace pasar un solvente o una mezcla de
disolventes (fase mavil). La composicion de la fase estacionaria empleada (fase
normal o fase inversa) dependera de la polaridad del analito de interés. La
metodologia se emplea para la separacion y cuantificacion de diglicéridos,
monoglicéridos vy triglicérido, sin embargo, la muestra necesita una derivatizacion
para facilitar la separacion y mejorar el limite de deteccion del analisis (Shahidi, F.
y Wanasundara, P. K. J. P. D., 2002).

1.4.2. Espectrometria de masas

Es una técnica empleada para la caracterizaciéon estructural de lipidos que se basa
en la separacion de iones con base en la carga eléctrica y la masa atdbmica mediante
campos eléctricos y magnéticos. La muestra en estado gaseoso pasa a una camara
de ionizacion, donde se utiliza un campo eléctrico fuerte para generar pequefas
gotas cargadas que se envian al analizador, donde son separadas por su relacion
masa/carga (m / z). El espectro de masas obtenido es un patron de picos
caracteristicos que representan fragmentos moleculares de la muestra con
diferentes relaciones masa/carga (m / z). Es muy util para identificar la estructura,
longitud o ramificacion de la cadena de los acidos grasos o la presencia de anillos

en las especies saturadas (lvanova, S. B., et al., 2007).

1.4.3. Métodos espectroscopicos

Los métodos espectroscopicos se basan en estudiar como interacciona la materia
con la cantidad de radiacion absorbida o emitida por la especie de interés; son
métodos no destructivos y tienen aplicaciones especificas en el analisis de lipidos,

generalmente se utilizan para la identificacion y cuantificacion.
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La espectroscopia de absorcion infrarroja es un método féacil, rapido y no
destructivo empleado para identificar lipidos donde la radiacion electromagnética en
forma de reflexion, dispersion, absorcion o transmisién procedente de la muestra
interacciona en funcién al nUmero de onda. Las bandas resultantes que se observan
en un espectro IR proporciona informacion acerca de la estructura y los grupos

funcionales, generalmente de muestras de aceites comestibles (Rohman, A., 2017).

La espectroscopia de infrarrojo cercano tiene la ventaja de contar con un
registro espectral rapido y ser una técnica no destructiva. Los grupos funcionales
contenidos en los analitos absorben energia IR a longitudes de ondas especificas
gue dependen del contenido de triglicéridos de la muestra, debido a las diferentes
interacciones de luz y materia. La cuantificacion de TG se realiza utilizando una
curva estandar de la absorcion IR y del contenido de triglicéridos determinados por

métodos analiticos estandar (Castillo Martinez, M., 2017).

El método de resonancia magnética nuclear es un método robusto empleado
para determinar el contenido de lipidos en alimentos; con él se obtiene informacion
cuantitativa y estructural sobre los TG. EIl principio se basa en determinar la
frecuencia de resonancia de los nucleos atomicos de protén o carbono presentes
en la muestra. La intensidad de la sefial se puede relacionar con el contenido de
triglicéridos de la muestra utilizando curvas de calibracion (Garcia Rodriguez, E.,
2019).

La espectroscopia UV-Visible se basa en la luz que absorben las moléculas
produciendo excitaciones o transiciones electronicas en grupos funcionales con alta
densidad de electrones como los grupos carbonilo o grupos con dobles enlaces,
triples enlaces o enlaces conjugados que absorben fuertemente en el rango
ultravioleta o visible a longitudes de onda caracteristicas. Un ejemplo del uso de
esta técnica es para evitar la adulteracién en la industria de los aceites comerciales
(Salinas Buenaiio, J. P., 2018).

Los métodos enziméticos involucran el uso de enzimas y se basa en las

reacciones acopladas sobre los triglicéridos. El ensayo mas descrito es el que
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emplea lipasa para generar glicerol y acidos grasos libres, estos ultimos reacciona
con glicerol quinasa para producir glicerolfosfato; finalmente la enzima glicerol
fosfato deshidrogenasa reduce el difosfato de nicotinamida y adenina (NAD") a
NADH, el producto final es un croméforo que se puede medir mediante

espectrofotometria.

Existen enzimas que al reaccionar con los triglicéridos generan productos
estereoespecificos, de esta manera se pueden determinar las diferencias
estructurales de los TG que contiene la muestra; por ejemplo, el uso de lipasa
pancreatica elimina los acidos grasos de las posiciones 1 y 3 generados por la
hidrélisos del triglicerido. Por otra parte, la enzima fosfolipasa A: libera los acidos
grasos de la posicion 2 del TG (Shahidi, F. y Wanasundara, P. K. J. P. D., 2002).

1.5. Biosensores electroquimicos

Los meétodos convencionales para analizar triglicéridos presentan importantes
desventajas como el costo de la instrumentacién, prolongado tiempo de andlisis,
necesidad de extenso pretratamiento de muestras y personal capacitado para su
implementacion. La mayoria no se utiliza con fines de cuantificaciéon sino de
caracterizacion y determinacion de abundancia relativa de triglicéridos en muestras

particulares.

En este sentido, es necesario el desarrollo de nuevas alternativas analiticas

que contribuyan a superar algunas de estas limitaciones.

Los biosensores electroquimicos que incorporan enzimas inmovilizadas como
elemento de reconocimiento han demostrado ser comparativamente simples,
rapidos, sensibles y no requerir de una preparacién de muestra que consuma
demasiado tiempo o de una instrumentacion costosa, proporcionado un futuro
prometedor para la deteccion facil y oportuna de triglicéridos en los dmbitos clinico

y alimentario.
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Un biosensor electroquimico, como el que se muestra en la Figura 1.2., es un
dispositivo analitico compuesto por un elemento de reconocimiento bioldgico
(receptor) que se encuentra inmovilizado sobre un transductor. El transductor
convierte un cambio observado en una sefial medible, que se registra en un
procesador de sefial. Los receptores aportan selectividad y evita interferencias, los

mas utilizados son enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos y antigenos.

Bioreceptor

Amperométrico

A. o
N

muestra .
. ‘ Potenciométrico

- Conductimétrico
A %

.Analito Transductor

Voltamperométrico

Figura I. 2. Esquema de los componentes de un biosensor. Modificado de Eggins,
G. B. (2002).

Los biosensores electroquimicos se clasifican con base en el tipo de
transductor en: amperométricos, voltamperométricos, potenciométricos vy
conductimétricos (Eggins, G. B., 2002). Entre los biosensores mas utilizados para
determinar triglicéridos, destacan dos tipos principales: los amperométricos y los

potenciométricos.

13



Capitulo | Antecedentes

1.5.1. Biosensores amperométricos para determinar triglicéridos

Los biosensores amperomeétricos se basan en la medida de la intensidad de
corriente producida por la oxidacion o reduccion de especies electroactivas. La
intensidad de corriente resultante es proporcional a la concentracién del analito
(Nguyen, H.H., et al.,2019).

Los biosensores amperométricos de triglicéridos siguen un esquema de
deteccién como el que se muestra en la Figura 1.3. Se basan en la interaccion de
tres enzimas, lipasa (LIP), glicerol quinasa (GK) y glicerol-3-fosfato oxidasa (GPO).
La cantidad de triglicéridos se puede determinar mediante la medicién del consumo
de oxigeno o la cantidad de H202 producido por las reacciones enzimaticas; el
biosensor mide los cambios de corriente provocados por la oxidacién del H202 o la
reduccion de Oz al imponer un potencial (E) sobre un transductor electroquimico
(electrodo de trabajo) (Narang, J., et al., 2013; Minakshi y Pundir, C. S., 2008). En
la Tabla 1.3., se muestra una recopilacion de ejemplos de biosensores

amperométricos para determinar triglicéridos.
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Figura 1.3. Esquema de deteccion de un biosensor amperométrico convencional
para determinar TG mediante las enzimas LIP, GK y GPO. Modificado de Dhull, R.,
et al. (2017).
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Tabla I.3. Biosensores amperomeétricos para determinar triglicéridos.
Enzimas _I\/Ietod_o_de - Muestra SOI[,JC'On IRL Método de_, pH T/°C  Actividad Referencias
inmovilizacion estandar comparacion
LIP Candida Cross-linking Leche de  Trioleina 0.3-1.3 UHPLC 7.0 25 Decremento Manoj, D.,
rugosa /GPO gelatina/BSA/ coco 0.5 mM mM de 57% et al., 2020
Aerococcus glutaraldehido después de
viridans /GK 30 dias
Cellulomonas almacenado
sp. a4°C
LIPNPs Cross-linking Suero Trioleina 0.5-1.0 Espectrometria 7.0 35 Decremento Narwal, V.y
Candida glutaraldehido/  sanguineo 0.1 mM mM UV-Kit de 20% Pundir, C.
rugosa cisteamina enziméatico después de S., 2017
/IGKNPs colorimétrico 240 dias
Cellulomonas almacenado
species/GPON a4°C
Ps Aerococcus
viridans
LIP/GK/GPO/H Cross-linking Suero Trioleina 0.56 — Espectrometria 7.0 25 Decremento Pundir, C.
RP Polivinil alcohol/  sanguineo 2.25mM  UV-Kit de 50 % S, etal,
glutaraldehido enzimatico después de 2010
colorimétrico 50 dias a 4°C

LIP Aspergillus Covalente sobre Tributirina ~ Tributirina 0.25-4 - - Decremento  Solanki, S.,
oryzae / una pelicula de mg-mL? de 15 % etal., 2016
glicerol Chit-nano-ZrO2 después de
deshidrogenas 11 semanas.
a
Cellulomonas
Sp
LIP pancreas Adsorcién BSA  Suero Trioleina Espectrometria 6.5 25 Decremento Minakshi y
de porcino /GK /glutaraldehido  sanguineo UV-Kit de 50 % Pundir, C.
Cellulomonas enzimatico después de S., 2008
sp/GPO colorimétrico 25diasa4
Aerococcus °C
viridans

LIP: Lipasa; GK: Glicerol quinasa; GPO: glicerol-3-fosfato oxidasa; HRP: peroxidasa de rabano picante; LIPNPs: Nanoparticulas de
lipasa; GKNPs: Nanoparticulas de glicerol quinasa; GPONPs: Nanoparticulas de glicerol-3-fosfato oxidasa.
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1.5.2. Biosensores potenciomeétricos para determinar triglicéridos

El biosensor potenciométrico mide la diferencia de potencial entre un electrodo
indicador y un electrodo de referencia. Esta diferencia es proporcional al logaritmo

de la actividad ionica o la concentracion del analito (Thakur, M. S., y Ragavan, K.
V., 2013).

Los biosensores potenciométricos de TG se basan en la hidrélisis de
triglicéridos catalizada por la enzima lipasa a glicerol y acidos grasos libres (Figura
[. 4.). La produccién de acidos grasos induce cambios en el pH de la solucién del
analito que se miden con un electrodo de vidrio o equivalente (Huwaida Rosli, N., et
al., 2016).

ﬁ
HzC—O—C\i\/\/\/l/ H,C——0——H H—oO—
g “

Figura I. 4. Reaccion generada en un biosensor potenciométrico para determinar
triglicéridos. Modificado de Huwaida Rosli, N., et al. (2016).

17



Capitulo | Antecedentes

La Tabla I.4., muestra ejemplos de biosensores potenciométricos para determinar TG.

Tabla |.4. Biosensores potenciométricos para determinar triglicéridos.

Enzimas Metodo de .. Muestra SOI[,JC'On Metodo de;, IRL LD pH. Referencias
inmovilizacion estandar comparacion optimo

LIP Candida Adsorcion Mayonesa, Tributirina  Espectrometria - 0.02 7.0 Escamilla

rugosa Nafion mantequilla, UV-Kit enziméatico mM Mejia, J. C.,
chorizo, colorimétrico etal., 2014
pate, papas,
pasteleria

LIP Cross-linking Suero Tributirina - 0.7-2.86 - 7.4 Veeramani,

Pseudomonas glutaraldehido  sanguineo 1mM mM M.S., etal.,

cepacia 2014

LIP Cross-linking Tributirina Tributirina  Sensores de 1-7 mM - - Fernandez,

Pseudomonas glutaraldehido 1mM microcantilever R.E., etal.,

cepacia 2009

LIP pancreas Adsorcion Aceite de Tributirina - - - 7.0 Kumar

de porcino girasol y Reddy, R.
suero R., etal.,,
sanguineo 2003

LIP Candida Cross-linking Aceite de Tributirina GC - - 7.0 Huwaida

rugosa glutaraldehido  oliva 2mM Rosli, N, et

al., 2016

LIP: Lipasa; GC: Cromatografia de gases; LD

: Limite de deteccion.
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1.6. Enzima lipasa empleada como elemento de
reconocimiento biolégico en los biosensores para

determinar triglicéridos

Las enzimas son proteinas globulares de estructura flexible, su funcion es catalizar
las reacciones quimicas y disminuir la energia de activacion, de igual manera
poseen una alta especificidad ya que contienen un sitio activo especifico para un
sustrato, son estereoselectivas y regioselectivas. La desventaja del uso de enzimas
es que funcionan en ciertos intervalos de trabajo como lo son el pH y la temperatura,
ya que si no se utilizan estas condiciones pueden desnaturalizarse facilmente y por

lo tanto, perder su actividad (Arroyo, M., et al., 2014).

La enzima lipasa (E.C. 3.1.1.3), pertenece a la clase de las hidrolasas que
catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster del triglicérido produciendo glicerol y
acidos grasos libres. Las lipasas contienen una superficie hidrofilica donde el sitio
activo hidrofébico esta cubierto por una tapa lipofilica. El mecanismo de hidrélisis
ocurre cuando la enzima entra en contacto con una superficie lipofilica, la tapa se
abre revelando el sitio activo hacia el solvente hidrofobico (grasa o aceite), de esta
manera el lipido entra en contacto con el sitio activo; asi, los productos hidrofilicos
de la hidrdlisis se difunden rapidamente en la capa acuosa, como se muestra en la
Figura I.5. (Hou, C. T. y Shimada, Y., 2004).
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|

e

Lipasa abierta, sitio activo
accesible

Lipasa cerrada

Superficie hidrofilica
Abierta, sitio activo accesible

Superficie hidrofdbica

Solvente hidrofébico (grasa o aceite)

Lipasa abierta, sitio activo
accesible

Capa acuosa

Figura I.5. Mecanismo de la hidrolisis enzimatica de lipidos. Modificado de
Paravidino, M., et al. (2012).

La especificidad de la enzima depende también de la familia procedente, las lipasas
inespecificas como las lipasas provenientes de Candida Rugosa, producen acidos
grasos libres, glicerol asi como mono y diglicéridos como intermedios. Las lipasas
1,3-especificas liberan acidos grasos de las posiciones 1y 3, de esta manera la
hidrélisis de TG a diglicéridos es mayor que la de monoglicéridos. También algunas
lipasas que actuan especificamente sobre la hidrolisis de los ésteres que tienen
acidos grasos de cadena larga con dobles enlaces en posiciones cis sobre el
carbono 9 (Utama, Q. D., et al., 2019).
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Existen diversos ejemplos de enzimas, su tipo y condiciones 6ptimas de
trabajo dependen del organismo de procedencia estas pueden ser producidas por
mamiferos, bacterias y hongos. Por ejemplo la lipasa de la especie Candida Rugosa
trabaja en el intervalo de pH de 5-8 a una temperatura de 35-50 °C y es una enzima
inespecifica (Vakhlu, J. y Kour, A., 2006).

1.7. Métodos de inmovilizacion del elemento de

reconocimiento bioldgico

Las enzimas empleadas en el uso de biosensores implican la medicion
electroquimica de su oxidaciéon o reduccién, aportan ventajas al biosensor como
sensibilidad y rapidez (Eggins, G. B., 2002). Con la finalidad de obtener un biosensor
viable, el elemento biolégico debe estar perfectamente conectado al transductor,
este proceso es conocido como inmovilizacion. Los principales métodos que se
utilizan para inmovilizar bioreceptores son los que se describen a continuacion (de

la Guardia, M. y Gonzalvez lllueca, A., 2013).

La adsorcidn es la transferencia selectiva de ciertos componentes de una fase
fluida llamados solutos, a la superficie de un soélido insoluble. Los solutos adsorbidos
se denominan adsorbatos y el material sélido, adsorbente. Cuando un adsorbente
se expone a una fase fluida, las moléculas en la fase fluida se difunden a su
superficie, donde se unen quimicamente con la superficie sélida o se mantienen alli

fisicamente por fuerzas de Van der Waals e interacciones electrostaticas.

Existen dos tipos de adsorcion. La fisisorcion se produce cuando las fuerzas
de atraccion intermoleculares entre las moléculas de adsorbente y de fluido son
mayores que las de las propias moléculas de soluto; por otra parte, la quimisorcién

se produce cuando se forman enlaces covalentes entre el adsorbato y adsorbente.

Las ventajas de este método es que es facil, es de bajo costo, no es necesario
el uso de aditivos quimicos y regeneracion para su uso repetido (Eggins, G. B.,
2002; de la Guardia, M. y Gonzélvez, lllueca, A., 2013).
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En la microencapsulacion el biomaterial esta rodeado de membranas
semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no
de la enzima. Los materiales mas utilizados incluyen acetato de celulosa, colageno,
policarbonato, teflén, Nafion y poliuretanos. Este procedimiento le proporciona un
contacto directo con el transductor. Las ventajas son la estabilidad a los cambios de
temperatura, pH o fuerza i6nica del medio (Eggins, G. B., 2002; de la Guardia, M. y

Gonzalvez, lllueca, A., 2013).

El atrapamiento es un método facil de realizar, de bajo costo y estable; al no
modificar a la enzima se conserva su actividad. Consiste en la retencion fisica de la
enzima en las cavidades interiores de una matriz sélida porosa. Las enzimas,
agentes dopantes y mediadores artificiales como ferroceno facilitan el transporte de
los electrones desde el centro de la enzima hasta la superficie del electrodo. Uno
de los inconvenientes es la gran barrera creada que dificulta la difusion del analito
hasta el centro activo de la enzima, aumentando el tiempo de respuesta del sensor
(Eggins, G. B., 2002; de la Guardia, M. y Gonzalvez, lllueca, A., 2013).

El método de electropolimerizacién, es un tipo de atrapamiento que se basa
en aplicar un potencial o corriente al transductor que se encuentra sumergido en
una solucién que contiene a la enzima, un monémero y un agente dopante (Eggins,
G. B., 2002; de la Guardia, M. y Gonzalvez, lllueca, A., 2013).

La reticulacion utiliza agentes bifuncionales como el glutaraldehido, glioxal o
hexametilendiamina para unir el biomaterial al material de soporte. De igual manera
se pueden unir empleando con una proteina como la albimina de suero bovino. Las
ventajas de este método es que es simple y se logra una fuerte union quimica entre
las moléculas. Sin embargo, la actividad enzimatica puede disminuir debido a la
distorsion de la conformacion de la enzima (Eggins, G. B., 2002; de la Guardia, M.
y Gonzalvez, lllueca, A., 2013).

Las enzimas contienen algunos grupos funcionales que no son esenciales
para la actividad catalitica, estos se pueden unir covalentemente a la matriz de

soporte. Primero se debe de activar la superficie con un reactivo multifuncional como
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carbodiimida o glutaraldehido, seguido del acoplamiento del biocatalizador al
sustrato activado (Eggins, G. B., 2002; de la Guardia, M. y Gonzalvez, lllueca, A.,
2013).

1.8. Electrodos potenciométricos para determinar pH

Los electrodos convencionales para determinar pH responden principalmente al ion
H* y a los iones del grupo IA (Na* y K*), estan constituidos por una membrana de
vidrio compuesta por Na20, 22%; CaO, 6% y SiO2, 72% (Pingarron Carrazon, J. M.,
y Sanchez Batanero, P., 2003). Ademas de estos materiales se han utilizado los
electrodos de carbono para este fin, ya que poseen una buena conductividad
eléctrica, es un material con baja densidad, elasticidad, expansion térmica y tienen
la propiedad de poder modificarse para mejorar las propiedades redox,

electrocataliticas o de deteccion de iones (Kahlert, H., 2008).

Las modificaciones de las superficies de los electrodos de distintos tipos de
grafito como: carbon vitreo, nanotubos de carbono, fibras de carbono y nanotubos
de carbono de paredes multiples, consiste en inmovilizar sustancias sensibles al
cambio de pH. Un ejemplo de esto es la maodificacion quimica con grupos
funcionales gque contienen oxigeno. El oxigeno proveniente de grupos funcionales
como cetonas, acidos carboxilicos y alcoholes se quimisorbe en la superficie del
electrodo de trabajo para formar complejos carbono-oxigeno. La cantidad y el tipo
de grupos funcionales dependen del material de carbono y pueden modificarse con
un pretratamiento del electrodo, por ejemplo, oxidacion quimica, en fase gaseosa,
radiofrecuencia, oxidacion electroquimica o pulido mecanico de la superficie del
electrodo (Kahlert, H., 2008).

Otra modificacion es el enlace covalente de compuestos sensibles al pH. El
proceso de activacion electroquimica se basa en la generacion de radicales en
solucién, y en como se unen estos radicales a las superficies de los electrodos de

trabajo; es decir, forman un enlace covalente entre la superficie de carbono y el
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compuesto modificador sensible al pH. Un ejemplo de este tipo es la union covalente
de estructuras que contengan una quinona a la superficie de carboén vitreo (Kahlert,
H., 2008).

Los compuestos con estructura de quinhidrona se adsorben a la superficie del
electrodo mediante polarizacion electroquimica en medio acido o simplemente con
la inmersion del electrodo en la solucién. Por ejemplo, el uso del sistema
quinona/hidroquinona forma un sistema redox estable sobre la superficie de carbén
vitreo, esto se atribuye a la reaccién redox del par quinona/hidroquinona. A este

método se le llama adsorcion fisica de materiales sensibles al pH (Kahlert, H., 2008).

En el método de electrodeposicion de peliculas de polimeros, se forma una
pelicula sobre la superficie del electrodo de carbon vitreo, un ejemplo es el uso de
difenilamina fisisorbida que sufre una reaccion oxidativa de electropolimerizacion
para formar polidifenilamina. La pelicula del polimero es facil de fabricar y su
comportamiento muestra una respuesta rapida. Sin embargo, estos electrodos
muestran una cierta vida Util después de la cual la superficie debe renovarse. Esto
incluye un pulido intensivo de la superficie del electrodo de carbono para eliminar
las peliculas viejas y un nuevo procedimiento de deposicidén de peliculas (Kahlert,
H., 2008).

Otro método comun es la fabricacion de electrodos compuestos. El método se
basa en inmovilizar microparticulas sobre la superficie del electrodo de carbono y
un aglutinante, es un método facil y, dependiendo del aglutinante, se pueden usar
incluso a temperaturas o condiciones quimicas severas. No obstante sus ventajas,
la capa que se inmovilizé puede ser inestable cundo las soluciones fluyen a través

de la superficie del electrodo en condiciones adversas.

Desde el punto de vista potenciométrico, existen los electrodos de quinhidrona
(especies acido base) propuestos por primera vez en 1920 por Biilmann, donde el
cambio de pH provoca un cambio en el potencial y esto se registra con una sonda

de pH. Las quinhidronas también siguen una reaccion redox, de tal manera que la

24



Capitulo | Antecedentes

intensidad de corriente que se obtienen por la oxidacién de la hidroguinona sera

proporcional al pH (Galster, H., 1991).

1.9. Electrodos de polimeros conductores para determinar pH

Los electrodos se eligen de tal manera que sean selectivos y especificos a un
determinado analito, o bien que sean capaces de modificar la velocidad de reaccion.
A través de la incorporacién de un modificador superficial apropiado, se intenta
ejercer un mayor control sobre sus caracteristicas electroquimicas e influir no solo
en el potencial aplicado sino también en la reactividad superficial, pudiendo
preseleccionar o anticipar la respuesta del electrodo modificado hacia especies
externas (Pingarrén Carrazon, J. M., y Sanchez Batanero, P., 2003).

Los electrodos modificados por especies que involucran reacciones acido-
base acopladas a reacciones redox (como algunos polimeros conductores), miden
la concentracion de iones de hidrégeno del medio en funcion de la interaccion y el
intercambio de iones entre el polimero y el ion de hidrégeno. El polimero conductor
gue se encuentra en varios estados de oxidacion depende del pH y el cambio de
potencial afecta la conductividad, por lo tanto, el cambio en la estructura electrénica
medido por diferentes tipos de técnicas electroquimicas se puede utilizar para la
medicién del pH (Gupta, B., et al., 2010).

Los polimeros conductores tipicos incluyen polianilina, polipirrol y politiofenos;
estos se pueden inmovilizar mediante electropolimerizacién sobre la superficie del
electrodo de trabajo, también se puede aprovechar este método de deposicion para
atrapar moléculas bioldgicas presentes en la solucién. Alternativamente, una
pelicula polimérica puede depositarse electroquimicamente y luego la especie
bioldgica puede adsorberse o injertarse quimicamente en la pelicula; facilitando la
transferencia rapida de electrones entre las especies activas y la superficie del
electrodo. De esta manera, el polimero conductor actia como elemento transductor

dentro del biosensor (Davis, F., y Higson, S. P. J., 2007).
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La Tabla I.5., muestra algunos ejemplos de biosensores que emplean polimeros conductores.

Tabla. I. 5. Dispositivos analiticos que utilizan polimeros conductores.

Transductor PC Analito Bioreceptor Sensibilidad  trespuesta LD IRL Referencias
Amperométrico  Polipirrol Triglicérido  Lipasa - 15s 25 50-500 Chauhan, R.,
mg-dL-1 mg-dL- etal,. 2013
1
Potenciométrico PANI Glucosa Glucosa - 5-10s 0.5mM 0.01- Zhao, M., et
oxidasa 1.0 mM al,. 2009
Amperométrico  PANi-Nafion L-arginina Ureasa y 110 10s 0.0038 0.07- Stasyuk, N., et
arginasa nA/(mM-mm?) mM 0.06 al., 2012
mM
Sensor PPPD Urea - 34 - 1x101  2-11 M Gupta, B., et
potenciométrico mV-década M al., 2010

PPPD= Polietilentriamina; PANi= Polianilina
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Desarrollar, evaluar y optimizar un biosensor amperométrico monoenzimatico para

la determinacién de triglicéridos en muestras alimenticias.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Desarrollar, evaluar y optimizar un transductor amperométrico de pH como base para

el desarrollo de un biosensor para determinar triglicéridos.

2.2.2. Desarrollar, evaluar y optimizar un biosensor amperométrico monoenzimatico para

la determinacion de triglicéridos.

2.2.3. Evaluar el desempefio del biosensor desarrollado en una muestra alimenticia real.
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3.1. Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos comerciales de grado
analitico y las disoluciones acuosas se prepararon con agua desionizada Mili Q

(Millipore) con resistividad 218 MQ cm.

Los reactivos fueron utilizados sin ningan tratamiento previo, tal y como se
recibieron del proveedor. Kz2HPO4¢3H20, KH2PO4, C23H25N2:-C2HO4:0.5C2H204 (sal
de oxalato verde de malaquita), CH3COOH, tributirina, Nafion 5% (v/v), lipasa de
Candida rugosa (E.C. 3. 1. 1. 3) 5.3 U/mg proteina, CsHa-1,4-(OH)2 (hidroquinona)
HCI, H3BO3s, H3PO4, HNO3s, CH3COCHs, (Sigma-Aldrich), KCI (J. T. Baker), NaOH
(MEYER), H2SO4 (Fisher Scientific), Al2Oz (Alfa Aesar), goma arabiga (grado

alimenticio).

3.2. Soluciones

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando las siguientes soluciones

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH=7.0 preparada con KH2POs4 +
K2HPO4-3H20 (1x10 mol-L!) en KCI 0.1 mol-L.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH=7.0 preparada con KH2POs; +
K2HPO4-3H20 (1x10 mol-L?) en KCI 0.1 mol-L* con goma arabiga al 4%.

Solucién amortiguadora Britton Robinson de pH=2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 con Hs3POsa,
H3BO3 y CH3COOH 0.1 mol-L* c/u ajustada con NaOH.

El coctel enzimatico se prepara con lipasa, nafion y PBS pH=7.0.

3.3. Instrumentacioén

Micropipeta, Eppendorf de volumen variable 10-100 pL.
Micropipeta, Eppendorf de volumen variable 100-1000 pL.

Agitador magnético
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Bafio ultrasénico, Cole-Parmer 8890R-MT.

Electrodo combinado de pH de vidrio Orion 910600.

Potenciometro pH 510 Oakton.

Celda electroquimica: La celda de trabajo esta formada por un electrodo de
trabajo de carbdn vitreo, BASIi MF-2012; electrodo de referencia Ag/AgCl, BASI
MF-2052 y un electrodo auxiliar Pt, BASi MF-2013.

Los estudios de voltametria lineal y diferencial de pulsos se obtuvieron con un
Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N, FRA32M con software
Nova 2.0.

Los estudios de cronoamperometria se realizaron en un detector Amperométrico

LC-4C, Bioanalytical Systems.

3.4. Tratamiento del electrodo de trabajo

Con la finalidad de conseguir una superficie del electrodo de trabajo libre de
impurezas y limpia (acabado espejo), es necesario realizar un proceso de
pretratamiento para obtener una respuesta electroquimica reproducible. El
electrodo de carbon vitreo se pule sobre un pafio con una solucién de alumina al

1% y se enjuaga con agua desionizada.

Posteriormente, se coloca el electrodo durante un minuto en el bafio
ultrasénico en cada una de las siguientes soluciones de manera sucesiva: NaOH
2.0 mol-Lt, HNO3 1:1 agua desionizada y acetona 1:1 agua desionizada. Entre cada
una se enjuaga el electrodo con agua desionizada y se retira el exceso de agua con
papel (Wang, X., et al., 2007; Fnag, C., et al., 1999).

La activacion electroquimica es el mejor método para tratar el electrodo de
carbon vitreo, ya que esto proporciona una superficie reproducible y una mejor
transferencia de electrones. Esto se realiza haciendo cinco barridos consecutivos
de voltametria ciclica en sentido anddico, en una solucién de H2SO4 0.1 mol-L%, en

el intervalo de potencial de 1.2 V a -1.2 V; velocidad de barrido 100 mV-s™.
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Finalmente se enjuaga el electrodo con agua desionizada y se deja secar a

temperatura ambiente para su posterior uso (Shi, K. y Shiu, K. K., 2002).

3.5. Metodologia

El dispositivo propuesto en este trabajo consta de un electrodo de trabajo de carbon
vitreo sobre el cual se inmoviliza la enzima lipasa y una especie redox sensible a

los cambios de pH, como se muestra en la Figura I11.6.

Especie redox Enzima lipasa
Sensible a los cambios (Hidrdlisis enzimatica)
de pH

> BIOSENSOR

ELECTRODO DE TRABAJO

Figura 1ll.6. Esquema de los componentes del biosensor amperométrico

monoenzimatico para determinar triglicéridos.

La metodologia propuesta para la construccion y evaluacion del biosensor se
desarrolla en tres etapas. La primera etapa corresponde a la construccion del
transductor amperomeétrico, la evaluacion de su respuesta con respecto al pH y su
optimizacion mediante un disefio Taguchi Le. La segunda etapa se baso en la
construccion del biosensor, la evaluacion de su comportamiento y su optimizacion
empleando un disefio de Taguchi Le. La tercera etapa se bas6é en evaluar el

biosensor en una muestra real.

30



Capitulo Il Metodologia experimental

Etapa l

3.5.1. Evaluacion del comportamiento electroquimico de hidroquinona

(HQ)

Se evalud el comportamiento electroquimico de la hidroquinona en un potenciostato
mediante estudios voltamperométricos. En una solucion amortiguadora de fosfatos
pH=7.0, 1x10° mol-L* que contiene HQ 1x10° mol-L?, sobre la cual se hacen
adiciones sucesivas de HCI 4.4x103 mol-L! para provocar cambios del pH. A partir
de estos voltamperogramas se generan curvas de calibracion realizando cortes a

diferentes potenciales y se obtienen los parametros analiticos.

Los potenciales en los que se observé una mayor sensibilidad se evalGan
cronoamperomeétricamente, en un sistema igual al descrito en el parrafo anterior,

con la finalidad de encontrar el potencial de trabajo adecuado.

3.5.2. Evaluacion del esquema de deteccion

Para evaluar el esquema de deteccion propuesto, se realizan estudios
electroquimicos de la hidroquinona, lipasa y tributirina en solucién. Se realizan
mediciones por voltamperometria empleando 25 mL de una solucion amortiguadora
de fosfatos pH=7.0, 1x10° mol-L* que contiene HQ 1x10° mol-L* y 15.9 U
enzimaticas de lipasa, sobre esta solucidn se realizan adiciones sucesivas de TB
0.1 mol-L1.

De los registros voltamperométricos se obtienen las curvas de calibracién
haciendo cortes diferentes a diferentes potenciales, para encontrar el potencial
Optimo de trabajo y los parametros analiticos, de igual manera a partir de los
registros cronoamperomeétricos se obtienen curvas de calibracion a diferentes

potenciales impuestos.
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3.5.3. Evaluacion del comportamiento electroguimico de verde

malaquita en solucion

Para estudiar el comportamiento electroquimico del verde malaquita se utiliza la
técnica de voltamperometria diferencial de pulsos, empleando soluciones
amortiguadoras Britton Robinson 0.1 mol-L* de diferentes valores de pH con VM
1x10-3 mol-L2.

A partir de estos registros, se realiza la curva de calibracion haciendo cortes a

distintos valores de potencial, y se obtienen los parametros analiticos.

3.5.4. Estudio del comportamiento electroquimico de la

electropolimerizacion de verde malaquita sobre carbén vitreo

Para estudiar la reaccion de electropolimerizacion de VM, la celda electroquimica
se sumerge en una solucién de VM 1x104 mol-Lt en H2SO4 0.1 mol-L y se realizan
diez barridos en voltametria ciclica en sentido anddico en el intervalo de potencial
de 0.0V al.2V, con una velocidad de barrido de 100 mV-s.

3.5.5. Evaluacion del intervalo de potencial de trabajo para la

electropolimerizacion de verde malaquita

Con la finalidad de encontrar el mejor intervalo de potencial para electropolimerizar
la especie redox sobre el electrodo de trabajo, se realizan dos barridos por
voltametria ciclica en sentido anédico en una solucién de verde malaquita 1x10
mol-L-t en H2SO4 0.1 mol-L en los intervalos de potencial 0.0 Va1.0V,0.0Val.l
V,00Val2Vy00Val3V.
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3.5.6. Electropolimerizacién de verde malaquita en medio acido sobre

una membrana de Nafion

Para inmovilizar el verde malaquita sobre el electrodo de trabajo, se realiza la
electropolimerizacién colocando una gota de 5 pL de una solucion de Nafion
alcohdlica al 5% y se deja secar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Luego de que el electrodo se encuentra listo para realizar la
electropolimerizacion, la celda electroquimica se sumerge en 10 mL de una solucién
de verde malaquita 1x102 mol-L't en H2SO4 0.1 mol-L%, y se realizan 20 barridos
consecutivos mediante voltametria ciclica en un intervalo de potencial de 0.0 a 1.2
V; con una velocidad de barrido 100 mV-s? (Chen S. M., et al., 2007).

Terminados los ciclos, se lava la celda electroquimica con agua desionizada y el
electrodo de trabajo se sumerge durante diez minutos en PBS pH= 7.0 1x10-® mol-L

1 para su posterior uso.

Después de la formacion del polimero, se evalla su respuesta en soluciones
amortiguadoras Britton Robinson 0.1 mol-L* de diferentes valores de pH mediante
voltametria ciclica, en el intervalo de potencial de 0.0 V a 1.2 V utilizando una
velocidad de barrido de 100 mV-s™.

3.5.7. Evaluacion de la respuesta electroquimica del electrodo

electropolimerizado

Con la finalidad de medir como responde el electrodo que contiene el poli (verde
malaquita) con respecto a la disminucion del pH, se realizan barridos por voltametria
ciclica en sentido anddico en PBS 1x102 mol-L* sobre la cual se realizan adiciones
sucesivas de HCI 4.42x102 mol-L? para monitorear los cambios de intensidad de

corriente en diferentes valores de potencial.
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3.5.8. Optimizacion del transductor

Para optimizar del transductor, se realiza un disefio de experimentos de Taguchi,
evaluando como variable de salida la sensibilidad analitica del transductor, respecto
a las variables de entrada: concentracién de verde malaquita (2.0x104-2.0x103

mol-LY), velocidad de barrido (20-100 mV-s), nimero de ciclos (5-25) y el volumen

de Nafion (5-15 plL).

El disefio de experimentos se realizd6 mediante un disefio Taguchi Le de tres
niveles con cuatro factores. El transductor se prepara siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 3.5.6. con los niveles propuestos por el disefio experimental

gue se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 111.6. Disefio de Taguchi del transductor
Disefio Taguchi Lg (3%)

Factores y niveles

Velocidad de Numero de Volumen de
VM. M] barrido (mV-s1)  ciclos Nafion (uL)
2.0x10* 20 5 5
2.0x10* 60 15 10
2.0x10* 100 25 15
1.1x10°3 20 15 15
1.1x103 60 25 5
1.1x10°3 100 5 10
2.0x103 20 25 10
2.0x103 60 5 15
2.0x103 100 15 5

La sensibilidad analitica se determina a partir de los respectivos registros de

voltamperometria diferencial de pulsos de la evaluacion del transductor en una
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solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 1x10- mol-L, pH=7.0 sobre la cual, se

realizan adiciones sucesivas de HCI 4.42x102 mol-L™.

3.5.9. Parametros analiticos del transductor

Con base en las condiciones Optimas donde se encuentra la mayor sensibilidad, se

evalla la reproducibilidad del transductor realizando el experimento por triplicado.

Terminados los ciclos de electropolimerizacion, se lava la celda electroquimica con
agua desionizada y el transductor se sumerge durante diez minutos en PBS pH=
7.0 1x10° mol-L! para su uso. Posterior a este paso se evallla su respuesta
mediante voltametria diferencial de pulsos en una solucion amortiguadora de
fosfatos pH=7.0 1x10° mol-L* sobre la cual se realizan adiciones sucesivas de HCI
4.42x102 mol-L™.

Etapa 2
3.5.10. Evaluacion de larespuesta del biosensor

Después de electropolimerizar el electrodo de trabajo, se prepara un coctel
enzimatico con 8.48 U de lipasa, Nafion al 0.71% y 120 uL de PBS pH=7.5; 1x103
mol-L1. Se coloca 1 gota de 5 uL del coctel enzimético sobre el electrodo de trabajo
previamente electropolimerizado y se deja secar a temperatura ambiente durante

20 minutos.

Posteriormente se sumerge el biosensor durante 20 minutos en una solucién
de PBS pH=7.5; 1x10-® mol-L. Transcurrido el tiempo, se enjuaga el biosensor con
agua desionizada y la celda electroguimica se evalla mediante voltametria ciclica
y voltametria diferencial de pulsos en una solucién de PBS pH=7.5; 1x10-3 mol-L.

A esta solucion se realizan adiciones sucesivas de 5 uL de aceite de oliva.
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3.5.11. Optimizacién del biosensor

Después de obtener las condiciones Optimas del transductor, se optimiza la
composicién del coctel enzimatico, evaluando las variables de entrada: % Nafion v/v
(0.35-1.1 %), unidades enzimaticas de lipasa (4.55-14.15 Ul) y la cantidad del coctel

enzimatico que se coloca sobre el transductor (5-20 pL).

El biosensor se prepara siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
3.5.10. Con las cantidades propuestas por el disefio experimental que se muestran

en la siguiente tabla.

Tabla I1l.7. Disefio de Taguchi del biosensor
Disefio Taguchi Lg (3%)

Factores y niveles

Cantidad de co6ctel enzimatico

%Nafion (v/v) Lipasa (Ul)

(L)
0.35 4.55 5.0
0.35 9.35 12.5
0.35 14.15 20.0
0.73 4.55 12.5
0.73 9.35 20.0
0.73 14.15 5.0
1.10 4.55 20.0
1.10 9.35 5.0
1.10 14.15 12.5

La sensibilidad analitica se determina a partir de los respectivos registros obtenidos
mediante voltametria diferencial de pulsos de la evaluacion del biosensor en una
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 1x10-3 mol-L* que contiene goma arabiga

al 4%, sobre la cual se realizan adiciones sucesivas de 10 pL de TB 0.1 mol-L™.
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3.5.12. Parametros analiticos del biosensor

Con la finalidad de obtener los principales parametros analiticos del biosensor
optimizado, se obtuvieron curvas de calibracion de I/uA vs [TB)/mM a partir de los
voltamperogramas de diferencial de pulsos de 5 mL de PBS 1x102 mol-L%; pH=7.0
gue contiene goma arabiga al 4% con adiciones sucesivas de 10 uL de tributirina
0.1 mol-L*. Para realizar la voltametria diferencial de pulsos se utiliz6 una ventana
de potencial de 0.0 a 1.2 V; paso: 0.005 V; amplitud de modulacion: 0.025 V; tiempo
de modulacién: 0.05 s; tiempo de intervalo: 0.49648 s; numero estimado de puntos:

310 y un rango de escaneo de 0.010071 V/s.

Etapa 3
3.5.13. Analisis de triglicéridos en muestras reales con el biosensor

El analisis de triglicéridos se realizé con una muestra comercial de aceite de

aguacate, el criterio para elegir esta muestra fue por su alto contenido de lipidos.

Se prepar6 una solucién con 295.9 uL de la muestra aforados a 10 mL con una
soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) 1x10- mol-L1; pH=7.0 que contiene goma

arabiga al 4%.

Para llevar a cabo el analisis de la muestra real con el biosensor se utilizo el
método de adicion patron mediante mediciones de voltamperometria diferencial de
pulsos. La celda electroguimica se sumerge en 5 mL de PBS 1x10° mol-Lt; pH=7.0
gue contiene goma arabiga al 4%, se hace una primera adicién de 10 uL de la
solucion de la muestra y otras dos adiciones de 10 uL de la solucién de tributirina
0.1 mol-L.
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4.1. Evaluacion del comportamiento electroquimico de hidroquinona

Las quinhidronas tienen asociada una reaccién redox que involucra 2 electrones y
2 protones como se muestra en la Figura 1V.7. Dicha reaccién redox implica una
dependencia del potencial del sistema respecto al pH conforme la ley de Nernst

correspondiente a la Ecuacion 1.

OH
+ 2 + 2H @ —» ©
OH

Figura IV.7. Reaccion de reduccion y oxidaciéon de la quinona/hidroquinona.
Modificado de Bailey, S. I. y Ritchie, I. M. (1985).

0]

0]

E=E, + %59[0!]( Lo} ) Ecuacion 1

Conforme a la reaccién de oxido-reduccion del sistema quinona-hidroquinona y el
Diagrama de Pourbaix de la Figura 1V.8., existen cambios de potencial del sistema
dependientes del pH que se veran reflejados voltamperométricamente en cambios
de los potenciales de los picos de oxidacion y reduccién; asi como de la intensidad

de corriente.
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Figura IV.8. Diagrama de Pourbaix del sistema Q/H2Q.

Conforme a lo anterior la Figura 1V.9., muestra el comportamiento electroquimico de
la hidroquinona respecto al cambio de pH. En la imagen se observan dos picos de
oxidacion, el primero corresponde a la reaccion de oxidacion de hidroquinona (H2Q)
al radical fenoxi (HQ") (Reaccién 1), a medida que el pH disminuye el radical fenoxi
se desestabiliza y se pierde la sefal, por lo cual la intensidad de corriente del pico |

disminuye (Reaccién 1y 2).

El pico Il corresponde a la formacién directa de la para-benzoquinona (Q)
(Reaccion 3), al ser un sistema de dos electrones su intensidad de corriente
incrementa y el potencial se desplaza a valores mayores al disminuir el pH como se

observa en el diagrama de Pourbaix de la Figura IV.8.
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—— PBS pH=7.05
—— PBS+HQ pH=7.00
—— PBS+HQ pH=6.98
—— PBS+HQ pH=6.93
PBS+HQ pH=6.86
PBS+HQ pH=6.78
PBS+HQ pH=6.71
PBS+HQ pH=6.64
—— PBS+HQ pH=6.59
—— PBS+HQ pH=6.48
—— PBS+HQ pH=6.35
—— PBS+HQ pH=6.23
—— PBS+HQ pH=6.06
—— PBS+HQ pH=5.83
—— PBS+HQ pH=5.44
—— PBS+HQ pH=4.54
—— PBS+HQ pH=3.97
—— PBS+HQ pH=3.70
—— PBS+HQ pH=3.54
—— PBS+HQ pH=3.43
—— PBS+HQ pH=3.34
—— PBS+HQ pH=3.27
PBS+HQ pH=3.20
PBS+HQ pH=3.15
PBS+HQ pH=3.10
PBS+HQ pH=2.99

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

EN
Figura IV.9. Voltamperogramas lineales (velocidad de barrido: 100 mV-s; intervalo

de potencial de 0.0 a 0.8 V). en funcién del pH. En 25 mL de PBS 1x10 mol-L*
pH=7.0 con H2Q 1x10° mol-L?, con adiciones sucesivas de HCI 4.4x10° mol-L;
100 mV-s™,

Para hacer el analisis de los potenciales de trabajo, se prefieren los potenciales
comprendidos entre 0.2 V y 0.4 V, donde se observan los cambios mas significativos
de laintensidad de corriente; ademas, al trabajar en potenciales menores disminuye

la probabilidad de oxidar interferentes que pueda contener la muestra.
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Los parametros obtenidos de las curvas de calibracion de la Tabla 1V.8.,
muestran que el potencial adecuado de trabajo es 0.3 V, ya que a este potencial se

obtiene la mayor sensibilidad voltamperométricamente.

Tabla I1V.8. Parametros analiticos obtenidos a partir de voltamperometria lineal

E X m IRL

V) r (ATpH) (pH)
0.20 0.99 1.05 6.23-7.0
0.30 0.99 3.08 6.23-7.0
0.40 0.99 1.42 583-7.0

Realizando el cronoamperograma al potencial de trabajo 6ptimo de 0.3 V (Figura
V.10 a), se observa que al disminuir el pH de la solucion evaluada la intensidad de
corriente disminuye. Esto quiere decir que el sensor es sensible a los cambios

voltamétricos y cronoamperométricos.
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14

0.0 T T T
0 20 40 60 80
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Figura IV.10. a) Cronoamperograma en PBS 1x10 mol-L* pH=7.0 con HQ 1x103
mol-L1; con adiciones sucesivas de HCI 4.4x10-3 mol-L* cada 6 minutos. Rango 5.0
WA, Filtro 0.02 Hz, potencial 0.3 V
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Figura IV.10. a) Cronoamperograma en PBS 1x10 mol-L* pH=7.0 con HQ 1x103

mol-L1; con adiciones sucesivas de HCI 4.4x10-3 mol-L* cada 6 minutos. Rango 5.0

WA, Filtro 0.02 Hz, potencial 0.3 V y b) curva de calibracién a 0.3 V.

A partir de estos resultados, se realizo la curva de calibracion (Figura 1V. 10

a), obteniéndose los pardmetros mostrados en la Tabla IV.9., una sensibilidad de

0.705 pA/pH y un IRL 7.04 — 5.95, adecuado para realizar los experimentos en el

intervalo éptimo de trabajo de la enzima lipasa (Ribeiro, B. D., 2011), en este sentido

la hidroquinona se puede utilizar en el desarrollo de un transductor amperométrico

como base para la construccion de un biosensor monoenzimatico de triglicéridos.
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Tabla 1V.9. Parametros analiticos de la curva de calibracion obtenida del registro

cronoamperomeétrico de la figura 4.

, m IRL
i

(LA/pH) (pH)
0.995 0.705 7.04-5.95

Estos resultados permitieron establecer que se puede emplear un sensor
amperométrico de pH con especies redox y, que se puede medir mediante

voltamperometria y cronoamperometria.

4.2. Evaluacion del esquema de deteccion

Una vez que se evalu6 el comportamiento de la especie redox para poder registrar
los cambios de pH amperométricamente, se estudié como se comporta el sistema

cuando hay lipasa y tributirina presente en la solucion.

En la Figura 1V.11., se observan los desplazamientos en el potencial y los
cambios en la intensidad de corriente al aumentar la cantidad de triglicéridos
agregados en la solucion. Esto indica que el sistema monoenzimatico se puede
medir voltamperométricamente y que no afecta la presencia de lipasa y triglicéridos

en el medio; es decir, el esquema de deteccion funciona adecuadamente.

En estos resultados no se observan los dos picos de oxidacion que se
mostraban en la Figura 1V.9. Considerando que en esta solucion estan presentes la
lipasa y los triglicéridos, la presencia de un solo pico de oxidacion y su
desplazamiento a potenciales mas andédicos cuando el pH disminuye se atribuye

una posible adsorcion de la enzima o del triglicérido sobre el electrodo de trabajo.
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— [TBYmM=0.16; pH=6.97
—— [TBYmM=0.32; pH=E 91
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Figura IV.11. Voltamperogramas lineales; velocidad de barrido: 100 mV-st; intervalo

de potencial de 0.0 a 0.8 V. En 25 mL de PBS 1x10° mol-L* pH=7.0 + HQ 1x103

mol-L* + 15.9 U enzimaticas con adiciones sucesivas de 40 uL, TB 0.1 mol-L™.

De acuerdo con los datos obtenidos de las curvas de calibracion de los
voltamperogramas, la Tabla 1V.10. muestra una mayor sensibilidad al potencial de

trabajo de 0.3 V para este sistema y muestra un IRL de 0.16 — 2.04 mM de tributirina.
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Tabla IV.10. Parametros analiticos obtenidos a partir de las curvas de calibracién

de voltamperometria lineal.

E . m IRL
V) (hA-mM) (mM)

0.2 0.99 -0.20 0.16 - 1.73
0.3 0.99 -0.43 0.16 - 2.04
0.4 0.98 -0.08 0.48 - 1.11
0.5 0.97 0.07 0.32-1.11
0.6 0.99 0.01 0.16 - 0.64
0.7 0.89 0.02 0.48 - 0.95
0.8 0.94 -0.20 0.16 - 0.48

Con los resultados obtenidos se demuestra que las quinonas son especies
sensibles a los cambios de pH en la soluciéon que se encuentran, generando un
cambio en la intensidad de corriente al potencial de trabajo, por lo tanto se pueden

utilizar en el desarrollo del transductor.

En el sistema estudiado que contiene hidroquinona, lipasa y triglicéridos se
encuentra una respuesta proporcional a la concentracion de TG; sin embargo, para
realizar el biosensor es necesario inmovilizar la especie redox sensible a los
cambios de pH sobre la superficie del electrodo de trabajo, lo cual en este caso no
es posible, ya que la hidroquinona es una especie muy soluble en medio acuoso.
En este sentido se propone el uso de otra especie con un comportamiento

electroquimico similar que sea susceptible de inmovilizarse.

47



Capitulo IV Resultados y discusiones

4.3. Evaluacion del comportamiento electroquimico de verde malaquita en

solucién

El verde malaquita es una especie que tiene asociada una reaccion redox que

intercambia 2 electrones, como se muestra en la Figura 1V.12.

/
— =N+ 2¢ + 2H —>» N
. DS

(MG) (LMG)

Figura 1V.12. Reaccion redox de verde malaquita. Modificado de Mitrowska, K., et
al. (2005).

En la Figura IV.15., se observan cambios de la respuesta de intensidad de corriente
y el potencial de los picos de oxidacion y reduccion del verde malaquita en solucion,
es decir, los resultados muestran una clara dependencia de la respuesta
voltamperométrica con respecto al pH debido a los cambios en la abundancia
relativa de las diferentes especies acido base (verde malaquita, verde malaquita-
carbinol; Figura 1V.13.). Particularmente en pH 2.09 es importante resaltar dos

procesos de reduccion que estan asociados a la electropolimerizacién de VM.
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oo

Figura 1V.13. Especies acido base de verde malaquita. Modificado de Ghodbane,

l., et al. (2018).
(LVM) (VM) (VM carbinol)
|
6.90 10.30 pH

Figura IV.14. Diagrama lineal de zonas de predominio de verde malaquita con base
en sus valores de pKa. Modificado de Ghodbane, 1., et al. (2018) y Mitrowska, K., et
al. (2005).
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Figura IV.15. Voltamperogramas ciclicos en sentido anddico; de verde malaquita
1x10° mol-L* en soluciones amortiguadoras Britton Robinson 0.1 mol-L* de
diferentes valores de pH. Velocidad de barrido: 100 mV-s!; intervalo de potencial de

0.0 a 1.2 V. *Tratamiento del electrodo entre cada medicioén.

La oxidaciéon electroquimica de VM a pH=2.09 (linea naranja) conduce a la
formacion de leuco verde malaquita (forma oxidada), caracterizada por un
comportamiento cuasi-reversible 2e”, 2H*. Los picos de oxidacién y reduccién que
aparecen aproximadamente en 0.8 V y 0.9 V son el par redox del VM en solucién.
Los picos que aparecen entre 0.4 Vy 0.8 V corresponden al par redox del poli (verde

malaquita).
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La linea azul muestra el comportamiento obtenido a pH=4.11, aun se observa
la oxidacion del pH anterior (aproximadamente a 0.9 V) y el pico de reduccién tiene
una menor intensidad de corriente. De igual manera se observan otros picos de

oxidacion entre 0.6 Vy 1.0 V asociados a las formas del verde malaquita.

La evaluacién de VM a pH=6.22 se muestra en el voltamperograma ciclico de
color rojo, se observan dos picos de oxidacion de verde malaquita en solucién
aproximadamente en 0.8 V y, a 1.0 V el pico del pH anterior. El pico
aproximadamente en 0.6 V corresponde la oxidacion de la forma carbinol del verde
malaquita sobre el electrodo de trabajo (adsorcién) y en 0.4 V el pico de reduccion

del par redox de verde malaquita.

En valores de pH superiores al pka del VM (pH=8.06 linea verde), se produce
una reduccion de VM a carbinol, este producto se puede oxidar para generar VM y
el ion hidroxilo

El pico de oxidacion cercano a 1.0 V es el resultado de la oxidacion del par
libre de electrones del nitrégeno aminico para formar una especie de radical
(Reaccion 4), Zhu, D., et al., (2016).

,,,,, N
- / \ — ———/ \ e

Reaccién 4

A partir de los registros de voltametria ciclica de la Figura 1V.16., se obtuvieron
curvas de calibracion realizando cortes a diferentes potenciales para obtener los

parametros analiticos que se muestran en la Tabla IV.11.
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Tabla IV.11. Parametros analiticos obtenidos de las curvas de calibracion a
diferentes potenciales

E m 2 IRL

(V) (nA-pH™) (pH)

0.2 0.08 1.00 2.09 - 6.22
0.4 0.10 0.93 2.09 - 6.22
0.6 1.45 0.79 2.09 - 6.22
0.8 3.83 0.71 2.09 - 6.22
1.0 0.90 0.97 2.09 - 6.22
1.2 11.41 0.97 2.09 - 6.22

Hay que tener en cuenta que la mayor sensibilidad se encuentra en el potencial de
1.2 V; sin embargo, seria preferible trabajar en 0.6 V, ya que existe una menor

posibilidad de oxidar especies interferentes que pueda contener una muestra.

4.4. Estudio del comportamiento electroquimico de la electropolimerizacién

de verde malaquita sobre carbén vitreo

La Figura IV.16., muestra en la linea de color negro el primer barrido de voltametria
ciclica en sentido andédico del verde malaquita en medio acido. El pico | corresponde
a su oxidacién en solucién, el pico Il pertenece a la reduccion del verde malaquita

en solucion y el pico Il se asocia a la reduccion del poli (verde malaquita).

En el segundo barrido (linea roja) se observa la aparicibn de un pico IV
atribuido a la oxidacion del poli (verde malaquita). La intensidad de corriente del pico
| disminuye al consumirse el VM de la solucién, mientras que los picos Il y IV se
incrementan al aumentar el nimero de ciclos (linea azul), lo que confirma la

formacion del polimero de verde malaquita sobre el electrodo de trabajo.
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Figura 1V.16. Voltamperogramas ciclidos en sentido anddico de verde malaquita
1x10% mol-Lt en H2SO4 0.1 mol-L1. Velocidad de barrido: 100 mV-s; intervalo de
potencial de 0.0a 1.2 V.

Los procesos  quimico-electroquimicos  asociados al proceso de
electropolimerizacién del VM se presentan en la Figura IV.17. Primero se oxida el
verde malaquita (estructura 1) electroguimicamente a un radical catiénico (reaccion
1, estructura 2). Este radical de la estructura 2, también puede formar la estructura
de resonancia 3. La estructura 3, puede conducir a la dimerizacién de cola a cola
electrofilica de dos de estas especies de radicales para dar el dimero de la

estructura 4. Esto se puede convertir en la especie de poli verde malaquita de la
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estructura 5, mediante una oxidacion electroquimica de 2e-, 2H* (Zhu, D., et al.,
2016).

/ / /

O /- le O +e/ O +/
—
N —= =N = XN

(1) ()

|
©) 4)
Figura IV.17. Proceso de electropolimerizacion de verde malaquita. Modificado de

Zhu, D., et al., (2016).

Debido a que se utiliza una membrana de Nafion (carga negativa) sobre el electrodo
de trabajo para electropolimerizar VM (carga positiva), este interacciona con el
polimero formando interacciones hidrofobicas y electrostaticas, lo que permite una
mayor estabilidad de la pelicula formada. La Figura 1V.18., muestra la

representacion de estas interacciones.
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Figura 1V.18. Interacciones de VM con Nafion sobre el electrodo de trabajo.
Modificado de Xu, M., et al. (2012).

4.5. Evaluacion del intervalo de potencial de trabajo para Ila

electropolimerizacion de verde malaquita

Considerando el mecanismo de electropolimerizacion, al aumentar el potencial de
oxidacion se favorece la formacion del p(VM). Con la finalidad de encontrar el mejor
intervalo de potencial para electropolimerizar la especie redox sobre el electrodo de
trabajo, se amplio el potencial maximo hasta 1.3 V. En la Figura 1V.19., se observa
el primer barrido de la voltametria ciclica en sentido anddico de verde malaquita en
medio acido, similar a la Figura 1V.16., se observan los picos de oxidacion y

reduccion del verde malaquita en solucion y la reduccion del poli (verde malaquita).
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EN

Figura IV.19. Primer barrido de voltametria ciclica en sentido anddico de verde
malaquita 1x10-2 mol-L* en H2SO4 0.1 mol-L! en los intervalos de potencial 0.0 a
1.0V,00a1.1V,0.0a1.2Vy0.0a1.3V; velocidad de barrido 100 mV-s.

La Figura 1V.20., muestra el segundo barrido de VM. Se observa que en un mayor
intervalo de potencial (por ejemplo, 0.0 a 1.3 V, linea verde) se incrementa la
polimerizacion del verde malaquita sobre el electrodo de trabajo. Esto se puede
observar en el aumento de la intensidad de corriente de los picos Ill y IV de
reduccion y oxidacion del poli (verde malaquita).

Debido a que el electrodo de trabajo que se utiliza en el desarrollo del

biosensor es de carbdn vitreo, para evitar fracturas de su superficie, el intervalo de
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potencial de trabajo utilizado en la electropolimerizacion de verde malaquita fue de
0.0a1l1.2V.

UuA

EN

Figura IV.20. Segundo barrido de voltametria ciclica en sentido anddico de verde
malaquita 1x10-2 mol-L* en H2S04 0.1 mol-L! en los intervalos de potencial 0.0 a
1.0V,00a1.1V,0.0a1.2Vy0.0a1.3V; velocidad de barrido 100 mV-s.

A pesar de que se logré electropolimerizar la especie redox sobre el electrodo de
trabajo, la pelicula obtenida es fragil y se desprende con facilidad. Por esta razén,
se propuso emplear una membrana de Nafion sobre el electrodo de trabajo para
electropolimerizar el VM, basandose en los reportes de Chen, S. M., et al, 2007;
Fnag, C., et al., 1999 y Wang, X., et al., 2007.
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4.6. Electropolimerizacion de verde malaquita en medio acido sobre una

membrana de Nafion

La Figura IV.21., muestra en la linea sélida de color negro el barrido de un electrodo
con Nafion en éacido sulfirico 0.1 mol-L*? (blanco). Posterior a esto se muestra la
electropolimerizacion de verde malaquita en el mismo medio acido realizando 25
ciclos consecutivos mediante voltametria ciclica en el intervalo de potencial de 0.0
Valz2V.

El primer barrido (linea punteada de color negro) muestra el pico |
correspondiente a la oxidacion del verde malaquita en soluciéon y los picos Il y Il

atribuidos a la reduccion del VM vy del poli (verde malaquita).

A partir del segundo barrido se observa el incremento del pico de oxidacion

gue corresponde a la combinacion de los picos I+IV de oxidacion de VM en solucion
y p(VM).

De igual manera, al incrementar el nimero de ciclos la intensidad de corriente
del pico Il se incrementa, lo que confirma la formacion de la pelicula del polimero

sobre el electrodo de trabajo.
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Figura IV.21. Electropolimerizacién de verde malaquita 1x10-3 mol-L™* en H2SO4 0.1

mol-L1; 25 ciclos a 100 mV-s?; intervalo de potencial: 0.0 V a 1.2 V, sobre una

pelicula de 5 uL de Nafion.

Cabe destacar que en este caso, al enjuagar el electrodo de trabajo la pelicula
obtenida se mantiene estable sobre la superficie del electrodo, esto es debido a las
interacciones electrostéaticas e hidrofobicas entre el Nafion y el VM. Este resultado

se muestra en la Imagen 1V.1.
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Imagen IV.1. a) Superficie del electrodo de carbdn vitreo con Nafion; b) Superficie
del electrodo de trabajo electropolimerizado sin la membrana de Nafion, membrana
inestable; c) Superficie del electrodo de trabajo electropolimerizado con la

membrana de Nafion.

Posterior a la formacion del polimero, se evalué su respuesta en soluciones
amortiguadoras de diferentes valores de pH. En la Figura IV.22., se muestra que la
intensidad de corriente y la posicién de los picos de oxidacién y reduccion cambia
respecto al pH de manera analoga a la observada para el VM en solucion (Figura
IV.15.).
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Figura [V.22. Voltamperograma ciclico en sentido anodico en soluciones

amortiguadora de fosfatos 1x10° mol-L, haciendo adiciones de HCI 4.42x102

mol-L; velocidad de barrido: 100 mV-s?; intervalo de potencial de 0.0 a 1.2 V.

4.7. Evaluacion de la respuesta electroquimica del electrodo

electropolimerizado

A partir de los voltamperogramas realizados a diferentes valores de pH, se
obtuvieron curvas de calibracién haciendo cortes a diferentes potenciales y se
calcularon los parametros analiticos que se muestran en la Tabla IV.12. Bajo estas
condiciones, se observa una mayor sensibilidad en el potencial de 0.6 V y el
intervalo de pH de 6.24-6.82.
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Figura 1V.23. Voltamperograma ciclico en sentido anddico en una solucién
amortiguadora de fosfatos pH=7.03; 1x10? mol-L?, realizando adiciones de HCI
4.42x102 mol-L; velocidad de barrido: 100 mV-s?; intervalo de potencial de 0.0 a

1.2V.
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Tabla IV.12. Pardmetros analiticos obtenidos de la curva de calibraciéon anterior.

E m ) IRL

V) (uA-pH) r (pH)

0.1 0.02 0.70 5.34 -6.52
0.2 0.76 0.98 5.34 - 6.52
0.3 1.05 0.10 5.34 - 6.52
0.4 3.53 1.00 6.24 - 6.82
0.5 3.66 0.97 6.24 - 6.82
0.6 4.00 0.92 6.24 - 6.82
0.7 5.36 0.92 6.24 - 6.82
0.8 3.23 0.83 5.34 -6.82
0.9 3.12 0.83 5.34 -6.82
1.0 2.35 0.82 5.34 -6.82
1.1 1.93 0.81 5.34 -6.82
1.2 1.68 0.80 5.34 -6.82

4.8. Optimizacion del transductor

Con la finalidad de obtener las variables de entrada que proporcionen una mayor
sensibilidad en las mediciones electroquimicas, se realizé la optimizacién del
transductor con un experimento de Taguchi Le (3%) evaluando cuatro factores con

tres niveles.

La Tabla 1V.13., muestra los resultados de la sensibilidad obtenida en el
proceso de optimizacion mismos que se utilizaron para analizarlos mediante el
programa MINITAB 17. Los resultados se obtuvieron al realizar curvas de
calibracion haciendo cortes a diferentes valores de potencial, se eligié el potencial

de 0.2 V ya que bajo este valor de potencial observamos una mayor sensibilidad.
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Tabla 1V.13. Sensibilidades analiticas de la optimizacion del transductor a E=0.2V

Disefio Taguchi Lg (3%

Factores y niveles Sensibilidad
analitica,
Velocidad de Nimero de Volumen de
[VM, M] . : _ (WA-mM-?
barrido (mV-s?)  ciclos Nafion (uL)
[HCI])
2.0x104 20 5 5 -0.1923
2.0x10* 60 15 10 -0.0258
2.0x10* 100 25 15 -0.0182
1.1x103 20 15 15 -0.4417
1.1x10°3 60 25 5 -0.1671
1.1x103 100 5 10 -0.0012
2.0x103 20 25 10 -0.5378
2.0x103 60 5 15 -0.1040
2.0x103 100 15 5 -0.1363

La Figura 1V.24., muestra las condiciones 6ptimas donde se obtiene la mayor
sensibilidad del transductor. Al utilizar una concentracion de verde malaquita 2x10°
3 mol-L* sugiere que una mayor cantidad de moles de verde malaquita ayudan a la
formacion de la cadena polimérica, por lo tanto favorece la formacién de la pelicula

sobre la superficie del electrodo de trabajo.

El verde de malaquita es un compuesto que tiene una estructura abierta pero
ionizada y, por lo tanto, el polimero resultante es prometedor al exhibir
caracteristicas interesantes como una velocidad rapida de transferencia de carga y
transporte de iones. Al utilizar una velocidad de barrido de 20 mV-s, el VM tiene
mas tiempo para oxidarse y por lo tanto formar el radical catiénico responsable de
la formacion del polimero. Realizar 25 ciclos asegura que toda o la mayor cantidad

de verde malaquita se convierta en p(VM).

El Nafion es un polimero anidnico, su estructura tiene canales hidrofilicos

contenidos dentro de una matriz hidrofobica, es una especie quimicamente inerte.
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El disefio de experimentos arrojo un volumen éptimo de Nafion de 10 pL para formar
la membrana sobre la cual se deposita el polimero. Este hecho implica que una
membrana de mayor espesor (15ulL) conlleva una mayor resistividad y menor

corriente, mientras que una membrana mas delgada retiene menos VM en su

estructura.
[VM], moliL Velocidad, mV/s
0.4 0.40
[
0.35 1
0.3 1 0.30 1
0.25 A
0.2 1 0.20 1
0.15 1
0.1 1 0.10 A
[
) T T T T 3! T T T " 0.05 T T T
2x10 1x10 2x10 20 40 60 80 100
Ciclos Nafion, uL
0.4 0.4
031 0.3
0.2 1 0.2 .
1/
0146 0.1
5 10 15 20 25 6 8 10 12 14

Figura IV.24. Condiciones Optimas del transductor.
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49. Parametros analiticos del transductor

Se construyo el transductor bajo las condiciones 6ptimas del disefio de Taguchi. Se
utilizé una concentracion de VM 2x1023 mol-L, velocidad de barrido 20 mV-s1, 25

ciclos y 10 uL de Nafion.

Se inmoviliz6 verde malaquita 2x10° mol-L* en medio acido, sobre una
membrana de Nafion de 10 uL cubriendo la superficie del electrodo de carbon vitreo.

Para la electropolimerizacion se realizaron 25 barridos en voltametria ciclica de 0.0
V a 1.2 V con una velocidad de barrido de 20 mV-s™.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12
EN

Figura IV. 25. Electropolimerizacion de verde malaquita 2x10 mol-L* en H2S04 0.1
mol-L con 25 ciclos a 20 mV-s™, intervalo de potencial de 0.0 V a 1.2 V, sobre una

pelicula de 10 uL de Nafion.
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La Figura IV. 25., muestra la electropolimerizacion de VM bajo las condiciones

optimas, se observa en el primer barrido (linea roja) el decremento en la intensidad

de corriente de los picos | y Il referentes a la oxidaciéon y reduccién del VM en

solucion. Los picos Il y IV corresponden a la reduccion y oxidacién del poli (verde

malaquita) respectivamente, su intensidad de corriente incrementa al aumentar el

namero de ciclos, esto indica la formacién del polimero sobre el electrodo de trabajo.

A

—— pHET.30

Figura IV.26. Voltametria diferencial de pulsos en 5 mL de PBS 1x10° mol-L%;

pH=7.0 con adiciones sucesivas de HCI 4.42x102 mol-L. Intervalo de potencial de

0.0 V a 1.2 V; paso: 0.005 V; amplitud de modulacién: 0.025 V; tiempo de

modulacion: 0.05 s.
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La Figura IV.26., muestra la respuesta al cambio de pH del transductor optimizado,
se observa que al disminuir el pH la intensidad de corriente disminuye. A partir de
estos registros de voltametria diferencial de pulsos, se obtuvieron las curvas de
calibracion de I/uA vs [HCI, mM] realizando cortes a diferentes potenciales. En la

Tabla IV.14., se observan los parametros analiticos del transductor optimizado.

Tabla IV.14. Pardmetros analiticos obtenidos de la curva de calibracion I/uA vs [HCI,

mM].

E m b X IRL

V) WAMMY  (uA) r (mM)

0.0 -0.011 0.386 0.934 0.524 - 0.782
0.1 -0.212 0.462 0.987 0.088 —0.351
0.2 -1.425 1.014 0.997 0.088 — 0.351
0.3 -1.889 1.100 0.974 0.088 — 0.351
0.4 -0.742 0.504 0.939 0.088 — 0.351
0.5 -0.115 0.224 0.978 0.088 — 0.351
0.6 -0.058 0.181 0.993 0.088 — 0.438
0.7 -0.253 0.279 0.989 0.088 — 0.351
0.8 -1.103 0.685 0.979 0.088 —0.351
0.9 -0.255 0.290 0.992 0.088 —0.351
1.0 -0.126 0.266 0.985 0.088 — 0.351
1.1 -0.144 0.225 0.987 0.176 — 0.524
1.2 -0.074 0.206 0.992 0.088 — 0.351

Con base en los resultados obtenidos, la mayor sensibilidad se obtiene en un
potencial de 0.3 V, con un IRL de 0.088 a 0.351 mM.

4.10. Evaluacion de larespuesta del biosensor

La Figura IV.27., muestra los resultados obtenidos por voltametria ciclica y la Figura

IV.28., los resultados de voltametria diferencial de pulsos; ambos con el biosensor
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desarrollado al inmovilizar lipasa en Nafion sobre la pelicula de p(VM). La enzima
lipasa contenida en el biosensor reacciona con los triglicéridos que se agregan en
la soluciéon amortiguadora de fosfatos 1x103 mol-L*%, pH=7.5, generando los
productos glicerol y acidos grasos, siendo estos ultimos los responsables de
cambiar el pH de la solucion en la que se encuentran, mismo que se ve reflejado en
ambos gréaficos. Se observa un cambio en la intensidad de corriente a medida que
se realizan adiciones sucesivas de los triglicéridos a la solucion, confirmando el

esquema de deteccién propuesto.

4 F [TG/mM]
— 0.0
— 1.02
31— 2.03
—— 3.04
5 4.05
5.06
10.07
14— 15.04
<
=5
=
0 4
_1 -
-2 4
'3 T T T T T T T

00 02 04 06 08 10 12 14
EN

Figura IV.27. Evaluacion de la respuesta del biosensor en: voltametria ciclica en 5
mL de una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH=7.5; 1x10° mol-L?,
realizando adiciones sucesivas de TG, con un cambio de pH de 7.42 a 7.30.

velocidad de barrido: 100 mV-s!; intervalo de potencial de 0.0 a 1.2 V.
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07
[TG/mM]
0.0
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Figura IV.28. Evaluacion de la respuesta del biosensor mediante voltametria
diferencial de pulsos en 5 mL de PBS pH=7.5; 1x10® mol-L%, haciendo adiciones
sucesivas de TG, con un cambio de pH de 7.42 a 7.30. Intervalo de potencial de 0.0
V a1l.2V; paso: 0.005 V; amplitud de modulacion: 0.025 V; tiempo de modulacién:
0.05 s.

4.11. Optimizacion del biosensor

Después de evaluar que el principio de deteccion del biosensor funciona, se realizé
una optimizacion para incrementar la sensibilidad del dispositivo con un disefio de

Taguchi L9 (3%), la Tabla IV.15., muestra los resultados obtenidos de cada

experimento.
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Tabla IV.15. Sensibilidad analitica de la optimizacion del biosensor a E=0.20V

Disefio Taguchi L9 (33)

Factores y niveles o .
Sensibilidad analitica

Cantidad de cbéctel

%Nafion (v/v) Lipasa (Ul) S (WA-mM [TB])
enzimatico (uL)
0.35 4.55 5.0 0.2188
0.35 9.35 12.5 0.3156
0.35 14.15 20.0 0.3102
0.73 4.55 12.5 0.0617
0.73 9.35 20.0 0.2356
0.73 14.15 5.0 0.2365
1.10 4.55 20.0 0.0201
1.10 9.35 5.0 0.0575
1.10 14.15 12.5 0.0849

Los resultados obtenidos se procesaron en el programa MINITAB 17, con base
en este tratamiento las condiciones O6ptimas del céctel enzimético para la
construccion del biosensor son: Nafion al 0.35% y 14.15 unidades enzimaticas de
lipasa contenidos en PBS 1x103 mol-L?, pH=7.0, de este cdctel se coloca una gota
de 20 uL sobre el transductor. ElI uso de Nafion en el desarrollo del biosensor
muestra una biocompatibilidad con el material bioldgico, por lo tanto, ayuda a
inmovilizar a la enzima lipasa sobre el transductor formando una capa delgada, de
este proceso depende el control de los fendmenos superficiales como la reactividad
y la difusion. El Nafion es una especie con carga negativa que permite la difusion
de protones hacia el transductor, utilizando la menor cantidad (0.35 %) provee una
mayor sensibilidad a diferencia de las cantidades superiores al 1.0 % que

promueven una disminucion en la sefial atribuido al incremento del grosor de la
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membrana. Los resultados obtenidos muestran que al utilizar la menor cantidad de
lipasa el dispositivo muestra una menor respuesta, en este estudio la mayor
sensibilidad se obtuvo con la mayor cantidad de enzima. La Figura IV.29., muestra

las condiciones Optimas obtenidas a partir del disefio de experimentos del

biosensor.
% Nafion Lipasa, Ul
0.30 0.30
[
0.25 4 0.25 1
)

0.20 4 0.20

0.15 1 0.15

0.10 1 0.10 ¢

)
0 05 T T T T 0 05 T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 5.0 9.35 14.15
Coctel, uL

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05 1— . . . . . .
5.0 125 20.0

Figura IV.29. Condiciones 6ptimas del biosensor.
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4.12. Parédmetros analiticos del biosensor

Se construyo el biosensor bajo las condiciones Optimas para determinar los
parametros analiticos de respuesta, con base en el registro de voltametria
diferencial de pulsos en un intervalo de concentracién de tributirina de 0.200 mM a
1.186 mM.

Las curvas de calibracion se obtuvieron haciendo cortes a diferentes potenciales de
los registros de voltamperometria diferencial de pulsos. La sensibilidad, intercepto,
coeficiente de variacion y el IRL en diferentes potenciales, se muestran en la Tabla
IV.14.

La sensibilidad tiene un signo negativo debido a que al incrementar la cantidad de
TG el pH disminuye; este decremento se ve reflejado en la disminucion de la
intensidad de corriente. Se obtiene una mayor linealidad en el potencial de 1.1. V,
con una concentracion de 0.200 a 0.596 mM de TB.

Tabla IV.16. Parametros analiticos obtenidos de la curva de calibracion I/pA vs [TB,
mM].

E m b X IRL

V) WAMMY)  (uA) r (mM)

0.0 -0.018 0.175 0.998 0.398 - 0.990
0.1 -0.013 0.182 0.986 0.596 - 0.990
0.2 -0.072 0.237 0.976 0.200 — 0.596
0.3 -0.051 0.214 0.997 0.200 — 0.596
0.4 -0.012 0.134 0.999 0.200 — 0.596
0.5 -0.004 0.112 0.975 0.200-0.794
0.6 -0.001 0.110 0.898 0.596 — 0.990
0.7 -0.009 0.140 0.975 0.794 - 1.186
0.8 -0.029 0.178 0.975 0.200 — 0.990
0.9 -0.019 0.161 0.974 0.200 — 0.596
1.0 -0.011 0.157 0.993 0.398 -0.794
1.1 -0.023 0.187 1.000 0.200 — 0.596
1.2 -0.022 0.263 0.980 0.200 — 0.596
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4.13. Evaluacion de triglicéridos en una muestra real

Con lafinalidad de evaluar el desempefio del biosensor desarrollado en una muestra
real, se realiz6 una curva de adiciones patrén a partir de una muestra problema
preparada por dilucibn de un aceite de aguacate y una solucién estandar de
tributirina, ambas de aproximadamente la misma concentracion. Los resultados de

los voltamperogramas diferenciales de pulsos se presentan en la Fig. 1V.30.

0.35
— Blanco
—— Muestra
Adicion 2
Adicién 3
Adicion 4
0.25 1 —— Adicion 5
—— Adicion 6
i 0.20 A
=
0.15 A
0.10 A
005 T T T T T T T

00 02 04 06 08 1.0 12 14
EN
Figura 1V.30. Evaluacion de la respuesta del biosensor en: voltametria diferencial
de pulsos en 5 mL de PBS pH=7.5; 1x10 mol-L! mediante el método de adicién
patrén; haciendo adiciones sucesivas de la muestra y la solucion patron TB 0.1
mol-L1. Intervalo de potencial de 0.0 V a 1.2 V; paso: 0.005 V; amplitud de
modulacion: 0.025 V; tiempo de modulacion: 0.05 s.
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A pesar de haberse utilizado iguales volimenes de solucion problema y de las
adiciones de estandar, el cambio en la magnitud de la intensidad de corriente que
reporta el problema es significativamente mayor al de las adiciones estandar,
diferencia que se reduce mas alla de la pequefia dilucion del sistema (Figura IV.31.).
Este comportamiento se atribuye a una posible adsorcién de la trioleina (triglicérido
mayoritario del aceite de aguacate) sobre la superficie del biosensor, lo que provoca
gue el comportamiento no sea lineal y en consecuencia que sea imposible

cuantificar los triglicéridos de la muestra.

0.13

°
0.12 A Adicién 5 ® Adicién 6
. . -z
Adicion 4
0.11 -
® Adicion 3
0.10 +
® Adicion 2
0.09 A

VuA

0.08 - ® Adicion 1
0.07 -

0.06 1

d Muestra
005 T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

[mM, TG]

Figura IV.31. Curva de adicion patron de la determinacion de TG con el biosensor,

primer punto: adicion de la muestra, puntos subsecuentes, adiciones sucesivas de

la solucién estandar.
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Capitulo V Conclusiones y Perspectivas

Al evaluar el comportamiento voltamperométrico de la especie verde malaquita
en soluciones amortiguadoras, este muestra una respuesta en el cambio del
potencial y de la intensidad de corriente respecto al cambio del pH, demostrando

ser una especie que puede ser utilizada en el desarrollo del biosensor.

Se logré inmovilizar con éxito la especie redox verde malaquita en medio acido
sobre el electrodo de trabajo con ayuda de una membrana de Nafion, sirviendo
como base para el desarrollo del biosensor voltamperométrico monoenzimatico

para determinar triglicéridos.

Al evaluar el comportamiento del electrodo electropolimerizado en soluciones
amortiguadoras de pH, este responde de la manera esperada; es decir, su

intensidad de corriente cambia con respecto a los cambios de pH.

Se logré desarrollar el biosensor colocando un coctel enzimatico (lipasa,
Nafion y PBS) sobre el electrodo electropolimerizado. Este dispositivo es sensible a

los cambios de pH.

El trabajo desarrollado demuestra que es posible desarrollar biosensores
voltamperométricos basado en enzimas que provoquen un cambio en el pH

interfacial del dispositivo como consecuencia del evento de reconocimiento.

El biosensor desarrollado muestra un comportamiento no lineal respecto a los

cambios de concentracion de triglicéridos al analizar una muestra de aguacate. En
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este sentido es necesario evaluar la adicién de tensoactivos o solventes no acuosos

para disminuir la posible adsorcidon del analito sobre el dispositivo.

Es necesario evaluar otras especies electroactivas sensibles a los cambios de
pH y que puedan ser inmovilizadas sobre un electrodo para generar diversos
transductores voltamperomeétricos de pH que operen a potenciales reducidos y con
alta sensibilidad a fin de contar con plataformas para desarrollar biosensores con

un esquema Util y novedoso de operacion.

Con la finalidad de ampliar los alcances del trabajo, es necesario contrastar

los resultados del biosensor desarrollado con un método de referencia.
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