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RESUMEN

El reciente cambio de habitos alimenticios en la poblacibn ha generado un
desequilibrio en los niveles de grasas consumidas diariamente, aumentando los
niveles de triglicéridos (TG) en suero sanguineo y convirtiéndose en un factor de
riesgo para la salud humana; los altos niveles de TG estan relacionados con diversos
trastornos metabdlicos como la obesidad, hipertension e infartos.

Considerando la relevancia de los TG, para el analisis rutinario de TG se han
desarrollado diversos métodos analiticos, entre los que destacan la
espectrofotometria UV/Vis y la cromatografia de liquidos HPLC que debido a sus
rigurosos procedimientos aumentan el tiempo de analisis y requieren de sofisticada
instrumentacioén, lo que incrementa su costo. En contraparte, existen nuevas
alternativas analiticas que se basan en el uso de biosensores de transduccion
electroquimica, mismas que han logrado simplificar el proceso analitico a bajo costo
y con buena fiabilidad.

En el presente trabajo se describe el desarrollo de un biosensor potenciométrico
basado en el uso de la enzima lipasa inmovilizada en una membrana de Nafion sobre
un transductor grafito-epoxy. Dicho dispositivo ha sido utilizado para cuantificar TG
en muestras de alimentos a partir de los extractos acuosos obtenidos por emulsion
con goma arabiga. La metodologia propuesta no presenta diferencias significativas
respecto a la determinacién espectrofotométrica utilizada como contraste.

Este trabajo de investigacion constituye la primera descripcion de un biosensor
potenciométrico basado en la detecciébn de los cambios de pH mediante un
transductor grafito-epoxy y constituye el primer dispositivo potenciométrico que no
utiliza un ISFET como transductor por lo que puede ser fabricado sin la necesidad de
contar con costosas instalaciones para su produccion.

La metodologia disefiada es una alternativa sencilla y de bajo costo que permite
minimizar el uso de disolventes organicos, sin afectar la precision y exactitud del
analisis en muestras complejas de alimentos como mantequilla, papas fritas y pan
dulce.
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1.- ANTECEDENTES
1.1 Triglicéridos en alimentos

Los alimentos son en términos generales, mezclas complejas de sustancias. Sus
componentes sirven para la nutricibn del hombre; es decir, para la sintesis e
intercambio de sustancias destinadas a la constitucion y funcionamiento del
organismo, asi como para la obtencién de energia. Se caracterizan por poseer
propiedades como aspecto, olor, sabor y consistencia; mismas que determinan su
valor culinario, lo que les confiere importancia para su aceptacion. La composicion de
los alimentos incluye los siguientes nutrimentos: proteinas, grasas, carbohidratos,
vitaminas y sales minerales [1].

Alimentos como carne, huevo, productos lacteos y grasas, particularmente la
mantequilla, margarina y aceites, son las fuentes primarias de las grasas comestibles
o lipidos de la dieta. Estos estan formados fundamentalmente por triglicéridos TG
(>95%) y otros lipidos saponificables complejos (como fosfoglicéridos) y lipidos no
saponificables (terpenos y esteroles) en menor proporcion (<3%). Los TG destacan
sobre otros nutrientes por el alto aporte energético fisioldgico, el cual es de 9 Kcall/g,
mientras que para proteinas y carbohidratos es de 4 Kcal/g. Por otra parte los TG
almacenados en depdsitos grasos en el organismo, proporcionan proteccion del
esqueleto y o6rganos, ademas de funcionar como un aislante térmico eficiente.
Adicionalmente, este tipo de lipidos son imprescindibles para la biosintesis de
sustancias de importancia metabdlica como fosfolipidos, colesterol y vitaminas [2,3]

Para poder utilizar la energia almacenada en células adiposas, los TG deben ser
transformados a una mezcla de acidos grasos y glicerol. Los acidos grasos liberados
son llevados a las células del higado, corazén y otros musculos donde se lleva a
cabo su oxidacion total, llegando a la formacién de CO, y H,O. En los seres humanos
y otros animales, existen tres fuentes primarias de &cidos grasos para el
metabolismo energético: a) TG de la dieta, b) TG sintetizados en el higado, ¢) TG
almacenados en los adipocitos como gotas de lipidos. Los procesos de digestion,
absorcién y transporte de grasas de la dieta en los animales superiores son
complicados porque no son solubles en agua. Para que los TG estén listos para
almacenarse o utilizarse como fuente de energia, primero deben experimentar varias
etapas de preparacion, que van desde la emulsificacion en el intestino delgado hasta
su almaceén en los adipocitos o su catabolismo en los musculos [4].

La ingesta desmedida de alimentos con gran valor energético produce
acumulaciones anormales de TG en el cuerpo, produciendo la ganancia de peso por
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el incremento del tejido adiposo. El incremento de peso en el organismo se asocia
con la enfermedad metabdlica llamada obesidad, la cual depende de factores
genéticos y ambientales. La distribucidén de grasa y el grado de obesidad tienen un
efecto independiente y aditivo sobre la glucosa plasmatica, los niveles de TG y la
presion sanguinea [5,6]. Diversos estudios epidemiolégicos han asociado
directamente la obesidad y las enfermedades cardiovasculares, siendo las segundas
la principal causa de defuncion en todo el mundo segun muestra la Organizacion
Mundial de la Salud [7]. Como consecuencia se recomienda el monitoreo rutinario de
los niveles de TG en suero sanguineo para detectar posibles anomalias como la
hipertrigliceridemia en el paciente, lo que permite aplicar un tratamiento oportuno que
disminuye los niveles de estos lipidos que son considerados como “factor de riesgo”
de las enfermedades cardiovasculares. Estos tratamientos involucran, ademas de
medicamentos, el cambio en el estilo de vida, promoviendo el ejercicio y la
disminucién de la ingesta calérica de carbohidratos refinados y grasas saturadas. El
resultado es la pérdida de peso y la reduccion en los niveles de TG en sangre que se
ven reflejados en la salud del paciente [5,8].

Los TG, llamados también triacilgliceroles son lipidos simples que tienen un origen
natural o sintético; se encuentran en forma de grasas y/o aceites. Los TG estan
formados por glicerol (1,2,3-propanotriol) y tres acidos grasos o tres grupos acilo; son
simples si tienen grupos acilo iguales y mixtos si contienen dos o tres grupos acilo
diferentes (Fig.1) [9].

o)
HO)J\R

o)
HO)J\R'

o] O
Lipasa
R")J\o/\ﬁoJ\R HO/\COH N
o (0]
P 2
HO™ "R’
Triglicérido Glicerol Acidos grasos

Figura 1. Hidrdlisis enzimatica de triglicéridos

Las propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos se deben principalmente a
los &cidos grasos que constituyen su estructura, y son [10]:

1. Poco solubles en agua y solubles en disolventes apolares.
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2. Su punto de fusién viene determinado por el nimero de carbonos y grado de
saturacion de los 4cidos grasos. Esta propiedad distingue unos acilglicéridos
de otros. Se denominan grasas los que son sélidos a temperatura ambiente y
aceites a los que son liquidos.

3. La configuracion estructural en estado liquido de un TG, depende de la
cadena del acido graso. Las tres cadenas de acidos grasos forman entre si un
angulo de 120° aproximadamente.

4. La hidrdlisis de TG es inversa a la esterificacién y es una reaccion reversible.
Se realiza calentando en presencia de &cidos fuertes o por accion de enzimas
especificas, como las lipasas pancreaticas, aunque de igual manera se puede
llevar a cabo con alcalis, usando NaOH o KOH para formar “jabones” por un
proceso de saponificacion. Este tipo de reacciones permite la formacion de
fases intermedias parciales de diglicéridos y monoglicéridos. Otra alteracion
gue ocurre frecuentemente en las grasas es el “enranciamiento”, es decir la
hidrolisis parcial por calor y humedad; una oxidacion de los &cidos grasos
insaturados a aldehidos y cetonas. La oxidacion por fermentacién de estos
lipidos conduce de igual manera a la formacion de cetonas.

1.2 Métodos de extraccion de lipidos en alimentos

Los lipidos contenidos en alimentos provienen principalmente de tejidos animales y
vegetales que conforman una matriz celular compleja donde las fuerzas
intramoleculares e intermoleculares prevalecen todo el tiempo. Estas interacciones
dificultan la separaciéon de los lipidos y hace necesario el uso de diferentes
tratamientos quimicos y fisicos para su extraccidn. Esta separacion permite aumentar
Su pureza, elimina componentes no deseados e incrementa el valor afiadido de los
productos [11].

1.2.1 Método mecéanico para la extracciéon de lipidos

Desde el siglo XVI a.C. se tienen registros de sistemas mecanicos utilizados para la
extraccion de aceites de distintos frutos y semillas en la region del Mediterraneo.
Estas técnicas primitivas utilizaban procesos de prensado, torsibn en sacos y
compresion de la pulpa mediante piedras, entre otras. Estos procesos eran
cotidianos en la extraccion de aceite de oliva. Para lograr extraer la mayor cantidad
posible de aceite se vertia agua caliente [12]. Actualmente la obtencion de aceites de
distintas semillas sigue los mismos principios mecéanicos usados en la antigiedad;




Antecedentes

sin embargo, se ha logrado aumentar la eficiencia de la extraccién gracias a la
comprension de la naturaleza de los lipidos, asi como a los avances tecnoldgicos. No
obstante, siempre se debe evaluar un tratamiento particular, si se requiere un aceite
con mejores caracteristicas de pureza.

1.2.2 Método para la extraccion de lipidos con solventes organicos

La extraccion de lipidos rutinaria en la industria alimentaria utiliza gran variedad de
disolventes y se realiza por métodos estandares establecidos por la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists), los cuales constituyen una serie de
etapas que se describen a continuacion [13]:

Pretratamiento de la muestra. Los procedimientos aplicados antes de la separacion
de lipidos facilitaran los procesos de extraccion. Incluye un proceso de secado que
rompe las emulsiones existentes en la muestra del alimento y un proceso de
molienda que permite la reduccién del tamafio las particulas para una mejor
interaccion con el disolvente.

Homogenizacién y separacion de lipidos con solventes organicos. La hidrofobicidad
de los lipidos permite su separacion con solventes organicos en una sola fase,
separandola de carbohidratos, proteinas, aminoacidos y otros componentes
encontrados en la matriz. Los disolventes mas utilizados para la extraccion de lipidos
son los alcoholes (metanol, etanol, isopropanol, n-butanol), acetona, acetonitrilo,
éteres (éter dietilico, éter isopropilico, dioxano, tetrahidrofurano), hidrocarburos
halogenados (cloroformo, diclorometano), hidrocarburos (hexano, benceno,
ciclohexano, isooctano) o sus mezclas.

Eliminacién del disolvente y secado del extracto. Para obtener el extracto lipidico se
recurre a la evaporacion de disolvente organico que tiene un punto de ebullicién bajo
y facilita su separacion. Debido a que el disolvente no es extraido en su totalidad se
sigue un procedimiento de secado.

Actualmente mediante métodos gravimétricos rutinarios se logran cuantificar las
grasas totales de gran variedad de alimentos por medio de procedimientos de
extraccion que utilizan disolventes organicos. Las ventajas de utilizar estos métodos
de extraccion son: la obtencion de la fraccion lipidica con alto rendimiento y la
conservacion de su integridad durante el proceso, ya que se evita la degradacion
hidrolitica y oxidativa, lo que facilita la cuantificacion y caracterizacion [14].
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Los lipidos totales o grasas totales estan compuestos por los lipidos libres y ligados a
los tejidos de los alimentos. La determinacién de grasas totales (grasas comestibles)
se define como la suma de los &cidos grasos expresados como TG segun dicta la ley
de etiquetado y educacion nutrimental [15].

Los procedimientos extractivos para obtener lipidos con disolventes organicos mas
utilizados en la industria alimenticia son: el método oficial de la AOAC para lipidos
libres (mejor conocido como extraccidn Soxhlet), el método de Folch y el método
Bling y Dyer.

La extraccion de lipidos directa por Soxhlet utiliza principalmente el éter de petroleo
como disolvente no polar, el cual tiene estabilidad quimica, bajo punto de ebullicion
(40-60 °C) y tiene una mayor afinidad por los lipidos mayoritarios en los alimentos,
aunque se pueden utilizar n-hexano o éter dietilico para realizar el mismo
procedimiento [16]. El uso de mezclas de disolventes organicos favorece la
extraccidon completa de lipidos, incluyendo aun a los mas polares; ademas, reduce
considerablemente uso de volimenes de disolventes organicos respecto al método
oficial de la AOAC. El método Folch utiliza una mezcla cloroformo:metanol (2:1 v/v) y
puede utilizarse en alimentos humedos que no fueron sometidos a secado [17]. El
método Bligh y Dyer es la modificacion del Folch, que aumenta las proporciones de
los disolventes en una relacion (1:3 v/v) [18,19].

1.2.3 Método para la extraccion de lipidos sin solventes organicos

La industria alimentaria busca métodos alternativos que faciliten la extraccion de los
lipidos y contribuyan con las regulaciones ambientales al disminuir y/o eliminar el uso
de disolventes organicos [20].

1.2.3.1 Extraccién de lipidos por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos (SCFE) es una separacion donde
componentes de una sustancia son disueltos en un fluido, el cual es capaz de
modificar su capacidad de disolucion por los cambios de presion y temperatura. Un
fluido supercritico (SCF) es un liquido o gas que se comprime por encima de su
presion critica y se calienta por encima de su temperatura critica, proporcionandole
propiedades fisicoquimicas intermedias entre un liquido y un gas, que le permiten
tener una mayor difusion en gran diversidad de compuestos. Algunos ejemplos de
disolventes utilizados como SCF son: agua, acetileno, etanol, metanol y el diéxido de
carbono, siendo el tltimo compuesto el mas utilizado en la industria alimenticia.
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El proceso de SCFE ha mostrado ventajas sobre el método convencional que utiliza
disolventes al disminuir el nUmero de operaciones en el proceso ya que lleva acabo
la extraccion y separacion de forma simultanea, reduce el uso de disolventes
organicos, evita la descomposicion por calor y oxidacion ya que el fluido utilizado es
inerte, de facil recuperacion y no deja residuos. Sin embargo, mantener las
condiciones especiales de presion y temperatura del disolvente por medio de equipos
especializados que aumentan el costo por procesado, limitandolo a una serie
alimentos [21].

El uso del CO, como SCF es ampliamente utilizado para la extraccién de lipidos
debido a su facil accesibilidad, alta pureza y facil manipulacion. Las ventajas del
método de extraccion por fluidos supercriticos han sido recomendadas por la AOAC
como una alternativa para la extraccion de grasas y aceites. Algunos ejemplos de
alimentos a los que se les extrajeron los grasas (como triglicéridos) utilizando CO,
supercritico son: huevo, leche, carne de res, carne de cerdo, nuez moscada, hinojo,
avellana, pimienta y cacao [20,22,23].

1.2.3.2 Extraccion de lipidos en medio acuoso

El método de Weibull y Schimind se realiza en fase acuosa para separar los lipidos y
es aplicado para gran variedad de alimentos simples o compuestos. El procedimiento
implica una hidrdlisis con acido clorhidrico para liberar las grasas en forma de acidos
grasos principalmente, lo que permite cuantificar de forma indirecta la fraccion
correspondiente a grasas totales, sin embargo imposibilita la caracterizacion de los
distintos lipidos por que han cambiado quimicamente. El tratamiento con alcalis
(método de Rdse Gottlieb) tiene ventajas similares al llevado a cabo en medio acido
[15].

1.3 Uso de emulsiones aceite/agua (o/w) en alimentos

Las emulsiones son ampliamente utilizadas en los estudios de estabilidad cinética de
lipasas y otras enzimas en sistemas acuosos [24]. También se utilizan en la industria
alimentaria para conservar y mantener homogénea la consistencia de los lipidos en
los alimentos. Otra aplicacion es su uso para formar micelas por medio de
tensoactivos para facilitar la extraccion de lipidos de muestras de alimentos y
disminuir el uso de disolventes organicos [13].

Una emulsién es una mezcla de dos fases inmiscibles, una dispersa o discontinua,
en forma de gotitas o cristales liquidos, y otra fase no dispersa o continua. Las
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emulsiones del tipo aceite en agua (o/w) utilizan emulsionantes para reducir la
tension superficial y aumentar el area superficial de las gotas de aceite en la fase
continua ya que se favorece termodinamicamente su formacion y disminuye su
ruptura conforme al tiempo por fendbmenos fisicoquimicos como: la sedimentacion
(diferencia de densidad), la desproporcionalizacion (disminucion del area superficial),
la floculacion y la coalescencia (aumento de las fuerzas de atraccion de Van de
Waals y disminucion en la fuerza electrostatica al disminuir la distancia de separacion
entre las gotas) [25,26)].

Un emulsionante o surfactante es una molécula anfifilica, es decir, que tiene una
zona molecular polar que interacciona con las moléculas del agua y otra hidrofobica
que lo hace con la fase lipidica. Estas moléculas se pueden clasificar por su
estructura como: anionicos, cationicos, no-ionicos o anfotéricos. Los emulsionantes
generalmente son adicionados después de un pretratamiento del alimento para
estabilizar las emulsiones de aceite en agua, por ejemplo, para la extraccion de los
lipidos de la leche; primero se rompe la capa proteica del alimento con fosfato sédico
seguido del emulsibnante monolaurato de sorbitan [27,28]. En la Tabla 1 se muestran
diversos emulsionantes grado alimenticio utilizados en la industria alimenticia.

Tabla 1. Principales emulsionantes de triglicéridos en alimentos

Naturaleza Emulsionantes
Polisacéaridos Goma arabiga (goma acacia) Pectina de la remolacha
Almidones modificados Goma de fibra de maiz
Metilcelulosa Polisacarido de soya soluble
Hidroxipropilcelulosa Quillaja saponaria
Metil-p-hidroxipropilcelulosa
Proteinas Globulina Gelatina de pescado y
Lactoalbumina animales
Caseina
Sintéticos Monolaurato de sorbitan Monooleato de sorbitan
polietoxilado (Tween 20) polietoxilado (Tween 80)
Monopalmitato de sorbitan Sucroésteres de acidos
polietoxilado (Tween 40) grasos

Monoesterato de sorbitan
polietoxilado (Tween 60)
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La goma arabiga es un polisacarido complejo de alta solubilidad en agua debido a
grupos funcionales polares existentes en su estructura como —OH. Se extrae de
arboles de acacia en Africa y es ampliamente utilizado como emulsionante de TG en
bebidas, debido a su estabilidad ante los cambios fisicos y quimicos producidos por
la ambientacion. Las propiedades de las emulsiones formadas por este polisacarido
han mostrado estabilidad en un amplio rango de pH (3.0-9.0), a la presencia de
electrolitos provenientes de sales (NaCl, CaCl,) y al tratamiento térmico (30-90 °C).
Las soluciones de goma arabiga tienen una baja viscosidad en comparacion con
otras gomas, caracteristica que le permite incorporar una mayor cantidad de TG
hasta alcanzar una viscosidad alta, cuando la concentracion de goma se aproxima al
50% [27].

1.4 Métodos para la cuantificacion de triglicéridos

Actualmente los métodos de analisis y caracterizacion de TG comprenden un gran
namero de técnicas clasicas e instrumentales entre las que destacan la gravimetria,
cromatografia de capa fina (TLC), cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), la cromatografia de gases (GC), espectroscopia UV/Vis y espectrometria de
masas (MS). Por otra parte, en las Ultimas décadas el uso de biosensores
electroquimicos se ha convertido en una alternativa fiable para el analisis de estos
lipidos.

Es de gran relevancia destacar la vigencia y uso de las técnicas gravimeétricas en los
métodos oficiales AOAC para la cuantificacion rutinaria de lipidos gracias a su
exactitud e instrumentacién comun y sencilla. El ejemplo mas conocido es el “método
Soxhlet” para la cuantificacion de dichos extractos después de evaporar el
disolvente.

1.4.1 Métodos cromatograficos para la cuantificacién de triglicéridos

Uno de los objetivos en la determinacion cuantitativa y cualitativa de TG en aceites y
grasas es la autentificacién de las muestras, la cual es dificil debido al gran nimero
de posibles combinaciones de los acidos grasos en la cadena de glicerol. Los aceites
vegetales contienen entre cinco y diez acidos grasos, mientras que las grasas
animales pueden ser mucho mas complejas y contener entre diez y cuarenta acidos
grasos diferentes. Los acidos grasos mas abundantes son: palmitico (P; CisH3205),
estedrico (E; C1gH3502), oleico (O; Ci1gH3405), linoléico (L; C1gH3202) y linolénico (Ln;
CisH3002) [29].
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La determinacion de TG mediante métodos cromatograficos ha permitido establecer
los perfiles de composicion que funcionan como “huellas dactilares”, ya que se ha
encontrado una distribucion estéreo-especifica de los acidos grasos unidos al
glicerol, la cual es Unica para cada alimento [30]. Las técnicas cromatograficas son
de gran relevancia en la autentificacion de aceites encontrados en varios alimentos
como: aceite de oliva, aceites vegetales, grasas animales, aceite de pescado, leche y
sus derivados, cacao y café [31].

La cromatografia es un método fisico de separacién en el cual los componentes a
separar se distribuyen en dos fases: una fase movil, que puede ser gas, un liquido o
un fluido supercritico. La fase movil en conjunto con los analitos se hace pasar por
una fase estacionaria fija en una columna o una superficie sélida. Las dos fases se
eligen de tal forma que los analitos contenidos en la muestra se distribuyan de modo
distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de
la fase movil, mientras que los componentes que se unen débilmente a ésta fase, se
mueven con mayor velocidad. Como consecuencia de las distintas movilidades, los
componentes de las muestras se separan en bandas o zonas discretas que pueden
utilizarse para el andlisis cualitativo o cuantitativo [32].

1.4.1.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) es una técnica separativa util en la determinacién de
TG sin hidrdlisis previa. La elucion de los TG se produce por el flujo de gases inertes
como H;, Nz, y He en la fase movil dentro de la columna cromatogréfica. Las
columnas utilizadas se componen generalmente de polisiloxano funcionalizado con
grupos metilo y fenilo. La composicién de la fase estacionaria determina la baja o
media polaridad de la columna [33].

La separacion de los TG depende de las insaturaciones en su estructura, asi como,
del namero total de carbonos (NC), los cuales son la sumatoria de los carbonos
contenidos en las cadenas de acidos grasos libres. La elucién para el NC se da
primero por los TG de menor NC seguida de los de mayor longitud, de manera
general se separan los TG que contienen entre 24-56 NC. La deteccion se realiza a
temperaturas entre 340 y 390 °C utilizando el detector de ionizacion de llama (FID).
El andlisis cuantitativo se realiza mediante la interpretacion del cromatograma
obtenido durante la separacion de los lipidos, el cual muestra la relacién sefal/tiempo
donde se lleva el fraccionamiento o separacibn de cada componente. La
cuantificacion total de los TG esta dada por la suma de fracciones que contienen el
mayor numero de &cidos grasos abundantes [33]. Cada fraccion depende del area
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bajo la sefial o pico correspondiente a los TG con igual NC. Los picos de los TG se
determinan por NC mediante una férmula para la identificacién de &cidos grasos. La
variacion de tamafio y numero de picos esta relacionada con las cantidades y/o los
diferentes grupos de TG en aceites y grasas [34]. Las condiciones para el analisis

por GC para triglicéridos en diversas muestras se presentan la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para la determinacion de triglicéridos en diversas matrices

Matriz Columna GC Fase Deteccion Ref.
movil con base en
NC
Aceite: palma, PhMeSi 50%., 25 m x H> Csz - Csg 35
avellana, nuez, 0.25 mm; 0.12 pm
nuez de brasil Separacion isotérmica
370 °C
Muestras de PhMeSi (CB-TAP)., 25 m x He Ca6 - Cs4 36
queso 0.25 mm; 0.1um
Rampa de temperatura
280-350°C
Mezcla sintética PhMeSi 75% (SOP-75)., H> Ca2 - Css 37
de triglicéridos 15 m x 0.32 mm; 0.2 um
Rampa de temperatura
280-390°C
Plasma PhMeSi 50% (RSL-300)., H, Cys - Csy 38
sanguineo 25m x 0.25 mm; 0.12 pum
Rampa de temperatura
290-360°C
Aceite: oliva, PhMeSi 50% (OV-17- H> Cso - Css 39
cacahuate, OH)., 25 m x 0.25 mm;
palma 0.1 pm
Rampa de temperatura
320-340°C
Grasa de leche PhMeSi 65% (RTx-65)., He Cos - Css 40

de cabra

2.5m x0.25 mm; 0.1 um

Separacion isotérmica
355 °C

11
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1.4.1.2 Cromatografia liquida de alta resolucion

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC por sus siglas en inglés
es la técnica mas empleada para el analisis de las especies moleculares de TG
debido a su mayor sensibilidad y selectividad. La HPLC, a diferencia de la GC, para
su funcionamiento necesita de una fase movil liquida. Al tener una amplia eleccion de
fases moviles se favorece la selectividad y la separacion de un mayor numero de
grupos de TG. No obstante desde el punto de vista operativo, ambos métodos tienen
resultados adecuados [41,42].

Una clasificacién ampliamente utilizada para esta cromatografia, es con base en la
polaridad relativa de las fases involucradas [43]:

Cromatografia de fase normal (NP). La fase estacionaria es de naturaleza polar (p.
ej. silice y alimina) y la fase movil es apolar (p. ej. n-hexano o tetrahidrofurano). Las
muestras quedan retenidas por procesos de adsorcion reversibles sobre la columna
durante tiempos mayores que los materiales menos polares. El método de NP-HPLC
es ampliamente utilizado en el andlisis de diacilgliceroles, monogliceroles, ésteres
metilicos, esteroles, acidos grasos libres y fosfolipidos; no siendo asi para el andlisis
de TG, ya que no tiene buena selectividad en la separacion de las diversas especies
moleculares de dichos lipidos [36].

Cromatografia de fase inversa o reversa (RP). La fase estacionaria es apolar (p. €j.
gel de octadecilsilano ODS o C-18), mientras la fase moévil es un liquido polar,
normalmente mezclas agua con metanol, acetona y acetonitrilo. En este caso,
cuando mas apolar sea la muestra, mayor sera su retencion. La RP-HPLC es el
método mas utilizado para el analisis de TG debido a que permite realizar
separaciones basadas en el NC y su grado insaturacién logrando una mejor
caracterizacion de los TG [30].

Para el andlisis de los TG se utilizan detectores ultravioleta (UV), indice de refraccion
(RI) y de ionizacion de llama (FID). La caracterizacion cualitativa y cuantitativa de los
TG en alimentos se realiza de igual manera mediante la sumatoria de area. En la
Tabla 3 se muestran las condiciones descritas para la cuantificacion de TG en
distintos alimentos. Trabajos actuales sugieren el acoplamiento a un espectréometro
de masas (MS) como detector para obtener datos mas precisos respecto a los
anteriores sistemas de deteccion [41].
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Tabla 3. Condiciones para la determinacion de triglicéridos en matrices de alimentos

por RP-HPLC
Matriz Columna HPLC  Fase movil Detector Deteccién  Ref.
con base
en NC
Aceite de ODS Zorbax., ACN-DCM FID C24-Cs4 44
oliva 60 x 6.2 mm; 5
Hm
Mantequilla, Hibar RP-18., ACN IR C12— Ces 45
aceite de: 250 x 4 mm; 5 pm
soya, girasol,
palma, oliva,
cacahuate
Aceite de Spherisorb-5- ACN-MTBE UV215 nm Cz4 - Cso 46
soya OoDS2.,
150 x 4.6 mm;
Sum
Leche Supelcosil LC-18., AC-ACN IR Cs6-Cs4 47
humana 250 x 4.6 mm,;
Sum
Aceite de Supelcosil LC-18., ACN-iProp UV215 nm Css - Cs2 48
onagra 250 x 4.6 mm
Sum

AC = acetona; ACN = acetonotrilo; DCM = diclorometano;
iProp = iso-propanol; MTBE =metilterbutileter; IR= indice de refraccién; FID=detector de
ionizacion en llama; UV = ultravioleta

HPLC de i6n plata (Ag-HPLC)

La cromatografia de iones plata (Ag) es aplicada con la misma finalidad que RP-
HPLC. Se fundamenta en la formacién de un complejo de interaccion especifica
entre las instauraciones del lipido y el idn plata; hecho que mejora la separacion al
igual que RP-HPLC, debido a las insaturaciones de los acidos grasos. La elucion de
los TG se realiza utilizando disolventes en toda el intervalo de polaridad. En la Tabla
4 se muestran las condiciones para la cuantificacion de TG para distintos alimentos
mediante cromatografia de i6n plata [29,49].
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Tabla 4. Condiciones para la determinacién de triglicéridos en matrices de alimentos

por Ag-HPLC

Matriz Columna HPLC Fase movil Detector Detecciéon Ref.

con base
en NC

Aceite de palma, ODS-3 ym., BZ FID C30—Ca2 50
cagahu?te, 2 % 150 X 4.6 (isocratica)
giraso dy mm DCE-DCM;

pisca'llo’ g AC; AC-
mantequilla de ACN

cacao (gradiente)

Muestra sintética ChromSphere., Hex-ACN uv Cos - Csy 51
250 x 2 mm: 5 (isocratico)

Hm

BZ = benceno; ACN = acetonotrilo; AC = acetona; DCM = diclorometano;
DCE = dicloroetano; Hex = hexano

1.4.1.3 Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina (TLC) es utilizada para la separacion rapida de TG en
grasas y aceites puros. La cuantificacion puede realizarse en una segunda etapa
mediante el revelado de la placa y el analisis de la absorbancia producida o mediante
la elucion de los analitos de la fase estacionaria y analisis posterior de los extractos
por otras técnicas cromatograficas (GC y HPLC) o espectroscopicas (UV/Vis) [30].

Existen tres formas de uso de la TLC: NP-TLC, RP-TLC y Ag-TLC. El mecanismo de
separaciéon de TG es similar al de HPLC. De manera general, las disoluciones
problema contienen acetona como disolvente. Uno de los reveladores mas
empleados es el acido fosfomolibdico, el cual se calienta a una temperatura de
110°C produciendo una coloracion gris-azulada. El correspondiente numero de
bandas y su secuencia, asi como su posicion (valor rf), es caracteristico de cada
grasa. El uso del acido fosfomolibdico, en el procedimiento no permite la
recuperacion de los lipidos, por lo que la cuantificacion suele realizarse midiendo la
densidad o6ptica. Existen descritos el uso de reveladores como la clorofluoresceina,
yodo y rodamina 6G que permiten la recuperacion de los componentes separados.
Los cromatogramas obtenidos a diferentes concentraciones permite la cuantificacion
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mediante interpolacidén en la linea de calibrado obtenida mediante el procesamiento
de imagen. Por otro lado la cuantificacion fuera de linea se puede realizar por
espectroscopia UV/Vis o cromatografia de gases después de extraer las muestras
fraccionadas en la TLC cuando el procedimiento es no destructivo. Aunque se tienen
buenas estimaciones en la determinacion de TG por estas metodologias, el
procedimiento para la cuantificacion es laborioso por lo que se le considera mas
como un método separativo [52,53].

1.4.2 Métodos espectrofotométricos

El andlisis de TG se basa en las posiciones de absorcion de energia
electromagnética dentro del espectro UV/visible (longitud de onda de 800 a 100 nm)
como consecuencia de las transiciones entre los niveles de energia electrénica de
los grupos funcionales que los componen. A estos grupos funcionales también se les
denomina cromoforos. Los grupos caracteristicos de los TG son: el grupo éster y el
enlace doble de alquenos. Aunque comUnmente se encuentran en su estructura
enlaces dobles conjugados.

En la industria de los alimentos, la espectrofotometria UV/Vis es ampliamente
utilizada para determinar la composicion, identificar adulteraciones y degradacion de
lipidos. La caracterizacion se realiza mediante su espectro UV, el pico de absorcion a
una longitud de onda definida tiene un coeficiente de absortividad molar (g)
caracteristico para cada molécula que conforma la grasa, pudiendo relacionar el
perfil espectral tedrico con la composicién de la muestra [52].

La longitud de onda donde absorbe el croméforo del grupo funcional éster esta entre
200-230 nm, el doble enlace sin conjugar absorbe a una longitud de onda menor a
210 nm, mientras los dienos y trienos conjugados absorben a longitudes mayores a
230 nm. La cercania de la absorcion entre estos dos tipos de cromoéforos puede
generar aditividad en la absorbancia del espectro UV/Vis. Para evitar esa
contribucion o interferencia del doble enlace en la absorcion del grupo éster las
mediciones se realizan a 220 nm. Las longitudes de ondas entre 230-300 nm se
utilizan para determinar la proporcién de los distintos 4cidos grasos que componen al
TG. Otro aspecto importante es el uso de un disolvente organico que no cause
interferencia en el andlisis de los TG. El isooctano es comunmente utilizado para
disolver las grasas y aceites debido a que no absorbe en la region UV/Vis donde se
lleva el analisis a diferencia del cloroformo, acetona, acetato de etilo o tolueno que
absorben fuertemente entre 200 y 220 nm [54]. En la Tabla 5 se muestran las
condiciones de analisis de TG por espectrofotometria para muestras de aceite.
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Tabla 5. Determinacion de triglicéridos en matrices de alimentos por UV/Vis

Matriz A (nm) de Composicién Ref.
analisis
Aceite de orujo de oliva, oliva 232 LLL 55

refinado, oliva lampante y orujo
de oliva refinado

Aceite de oliva 232y 274 Diferentes composiciones 54
de O, L, Ln en triglicéridos

O = 4cido oléico; L = &cido linoleico; Ln = acido linolénico

Alternativamente se han descrito métodos espectrofotométricos que involucran
enzimas lipasas para la cuantificacion de TG. ElI método enziméatico
espectrofotométrico es aplicado para la cuantificacion directa de TG en matrices
complejas. Se puede utilizar indistintamente en muestras de suero sanguineo, grasas
y aceites, aunque su popularidad es mayor en el andlisis clinico de TG.

El principio del método se basa en la hidrdlisis de los TG utilizando lipoproteinalipasa
(LPL) para la formacion de glicerol y acidos grasos libres. Este método
multienzimatico involucra varias reacciones, las cuales se observan en la Figura 2.
Las reacciones involucran la fosforilacién del glicerol en presencia de glicerol quinasa
(GK) y trifosfato de adenosina (ATP), para producir glicerol-3-fosfato. Este reacciona
con el oxigeno y glicerol-3-oxidasa (GPO), para formar dihidroxiacetona fosfato y
perdxido de hidrégeno. El peréxido de hidrogeno reacciona con la 4-aminofenazona y
p-clorofenol, en presencia de peroxidasa (POD) dando como producto una
qguinonaimina de coloracion roja que se detecta a longitud de onda 505 nm [56]. El
limite de deteccion del método en muestras de suero sanguineo humano es de 11.3
UM utilizando trioleina como estandar [57].
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Figura 2. Reacciones involucradas en la cuantificacion de triglicéridos por el método
colorimétrico enzimatico. Donde LPL = lipoproteinlipasa; GK = glicerol quinasa,
GPO = glicerol-3-oxidasa; POD = peroxidasa; ATP = trifosfato de adenosina;
ADP = difosfato de adenosina

1.4.3 Sensores quimicos

Los sensores quimicos son dispositivos analiticos que transforman las sefales
producidas quimicamente en una sefial analitica util. Estdn formados por un
elemento de reconocimiento (receptor) que puede ser de naturaleza molecular o
iGnica y que esta unido a un elemento instrumental (transductor). El funcionamiento
de estos dispositivos se basa en reacciones selectivas entre el receptor y un
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determinado analito contenido en la muestra. La reaccion genera una sefial primaria
gue es reconocida por el transductor el cual la transforma en una sefial secundaria
facilmente procesable, generalmente una sefial de tipo eléctrico [58]. El esquema
general del funcionamiento de un sensor quimico se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema del funcionamiento de un sensor quimico

Dentro de los sensores quimicos destacan por su especificidad los biosensores, al
incorporar un elemento biolégico para realizar la funcién de reconocimiento del
analito.

1.4.3.1 Biosensores

El uso de biosensores en distintas areas de la quimica es amplio y sigue en
aumento, de acuerdo a nuevas necesidades de andlisis que las diversas industrias
demandan. Un grupo importante de biosensores utilizados para el analisis de TG han
sido clasificados de acuerdo al transductor utilizado, existiendo los biosensores
masicos [59], térmicos [60] Opticos [61] y electroquimicos. De este grupo sobresalen
los de transduccion electroquimica por sus ventajas de analisis como mayor
sensibilidad, rapidez y practicidad. La clasificacion de biosensores anterior no es
absoluta para los dispositivos de transduccidén electroquimica ya que se puede
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obtener otra clasificacion en base al elemento de reconocimiento como: enzimaticos,
inmunosensores y celulares [62]. Una descripcidbn mas detallada de los biosensores
electroguimicos enzimaticos se presenta en el siguiente apartado.

1.4.3.2 Biosensores electroquimicos basados en enzimas

Este tipo de biosensores basan su funcionamiento en el cambio de magnitud
eléctrica producido por la reaccion del analito con el elemento biologico de
reconocimiento. Su principal caracteristica para el analisis se basa en la
especificidad de las enzimas y sensibilidad del sensor electroquimico o transductor.

El uso de enzimas es ideal para llevar las transformaciones bioquimicas necesarias
en los biosensores. El uso de lipasas y otras enzimas como la glicerol quinasa y la
glicerolfosfato deshidrogenasa son utilizadas comunmente en biosensores
destinados a la cuantificacion de TG en distintas matrices [63].

De manera general las enzimas son biomoléculas ampliamente utilizadas en
transformaciones quimicas especificas de compuestos biolégicos que necesitan
obtener un valor agregado como la produccién de un solo tipo grasa. La primera
aplicacidon que tuvieron estos elementos biolégicos data desde la antigiedad en la
produccion de alimentos como queso y diversos fermentados. En la actualidad la
aplicacion de las enzimas esta en crecimiento en diversas areas, debido a la
comprension de su naturaleza y a los avances tecnoldgicos. La quimica analitica es
un area donde las enzimas tienen una importante aplicacién ya que permiten mejorar
los andlisis gracias a su especificidad. EI empleo de enzimas es una buena
estrategia en el analisis de productos o subproductos de compuestos que no pueden
ser determinados directamente mediante las técnicas existentes, debido a su
naturaleza y/o a la complejidad de la matriz donde se determina el compuesto [64].
Los biosensores electroquimicos con mayor namero de articulos publicados para el
analisis de TG son los amperométricos y potenciométricos.

1.4.3.2.1 Amperométricos

La amperometria consiste en la medicion de una intensidad de corriente que fluye en
una celda electroquimica, mientras el electrodo de trabajo mantiene un potencial fijo
aplicado mediante una fuente externa. De esta manera los sistemas electroquimicos
tratan el transporte de cargas provenientes de especies electroactivas objeto de
estudio a través de una interfase de fases quimicas, por ejemplo entre un conductor
electrénico (un electrodo) y un conductor iénico (un electrolito). La carga se
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transporta a través de la interfase metal/solucion, provocando la oxidacion o la
reduccion de la especie electroactiva, segun ésta se encuentre en su forma reducida
u oxidada en el par redox, respectivamente. Como estas reacciones estan
gobernadas por la ley de Faraday, la corriente resultante de dichos procesos se
denomina de tipo faradaico y es la que interesa desde el punto de vista analitico [58].
Los biosensores del tipo amperométricos que se han utilizado para cuantificar TG se
basa en la enzima peroxidasa que reconoce el compuesto peroxido de hidrégeno
(H20,) que es el subproducto de la oxidacion de algin metabolito secundario
producido tras la reaccion de hidrdlisis de los TG. El principio de operacion de estos
dispositivos se basa en el transporte de cargas provenientes de especies
electroatractivas como el H,O; a través de una interfase. La carga se transporta de la
solucion electrolitica al transductor a través de la matriz de inmovilizacion, la cual es
proporcional al avance de la reaccion [63]. En la Tabla 6 se describen algunos
biosensores de este tipo con transductores de platino y diferentes membranas.

Tabla 6. Biosensores amperométricos para la cuantificacion de triglicéridos

Enzimas Formulacion  pHde Limite de Tiempo de Ref
de trabajo deteccion respuesta
membrana (trioleina, mM) (s)
L, GK, GPO CA 6.5 0.20 40 65
L, GK, GPO, POD PVC 7.5 0.11 30 66
L, GK, GPO PVA 7.0 0.21 2 67

Membrana de

L, GK, GPO, POD
huevo

7.0 0.28 10 68

L = lipasa; GK = Glicerol quinasa; GPO = Glicerol-3-fosfato; POD = Peroxidasa,;
CA = Acetato de celulosa; PVC = Cloruro de polivinilo; PVA = Acetato de polivinilo

1.4.3.2.2 Potenciométricos

La potenciometria consiste en medir la fuerza electromotriz generada en una celda
galvanica donde una reaccion quimica tiene lugar de forma espontanea, y donde una
energia en forma quimica se transforma a una forma eléctrica [58]. La diferencia de
potencial medida respecto al electrodo de referencia es linealmente dependiente del
logaritmo de la actividad de un i6n medido en solucion y se representa mediante la
ecuacion Nernst (Ec. 1), donde E es el potencial, z; es la carga del i6n, a; es la
actividad del ion y K es una constante que depende de diversos factores y una
pendiente Nernstiana ideal de 2.303 RT/z; F (59.1 mV por cada década de cambio a
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298.15 K). Cuando la fuerza ib6nica es baja, la actividad se puede sustituir por la
concentracion molar [69].

Un sensor potenciométrico responde idealmente a una Unica especie, el idn principal,
denominandose especifico; sin embargo, cominmente se presenta respuesta a iones
adicionales llamados “iones interferentes”, que pueden interaccionar con la
membrana selectiva, en este caso se denomina selectivo. Para tener en cuenta este
hecho se amplia la ecuacion de Nernst, en lo que se llama la ecuacion de Nicolsky-
Eisenman, la cual recoge la contribucién de posibles iones interferentes presentes en
la misma solucion de trabajo [58].

RT
E=K+2.303——=log a; Ec. 1
Z; F

Entre los dispositivos que de manera ideal cumplen la ecuacion de Nernst estan los
electrodos selectivos de iones (ISEs) y los transistores de efecto de campo sensible
a iones (ISFET). De la amplia gama de electrodos desarrollados, destacan los
empleados para medir la actividad de iones H* en diversas muestras. Asumiendo que
la actividad de H" es igual a la concentracion de H* cuando la actividad es baja, la
respuesta se registra en funcion de —log [H'] o pH. La importancia de este parametro
ha permito el desarrollo de diferentes dispositivos para realizar esta cuantificacion,
algunos ejemplos de electrodos sensibles al pH se muestran a continuacion [70]:

a) Electrodos de membrana de vidrio: Son los més utilizados para medir H* debido a
su gran selectividad. Se basan en el uso de materiales de 6xido de silicio que forman
un vidrio. El mecanismo de accién se basa en el intercambio de iones en la interfase
externa e interna del sensor. Este fendmeno se lleva a cabo sobre la superficie de la
membrana de silicato generando un cambio el potencial de membrana. El rango de
medicion de estos dispositivos es de 0.0-14.0 unidades de pH y tienen un
comportamiento Nernstiano [71].

b) Electrodos de 6xidos metalicos: Este tipo de dispositivos estan formados por un
metal recubierto de su 6xido y en algunos se trata de una mezcla de o6xidos
metalicos-sales ternarias. Bajo este concepto se encuentran descritos los electrodos
antimonio, bismuto, iridio y acero inoxidable. Las semireacciones involucradas
permiten relacionar la concentracion de H* en el potencial de celda, como por
ejemplo:

Sb(OH); + 3H* +3 e 5 Sb+ 3 H,0 Ec. 2
FeO + 2 H' + 2" 5 Fe + H,0 Ec. 3
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Las ventajas principales es que son de facil fabricacion, tienen una mayor resistencia
mecanica y quimica a los iones F, comparados con los electrodos de vidrio. Sin
embargo, presentan una alta sensibilidad al O,, agentes reductores y cloruros [71].
Algunas caracteristicas de estos electrodos se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de electrodos de 6xidos metalicos de pH

) Pendiente
Electrodo pH de trabajo MV pHY) Ref.
Antimonio 1.0-10 -51 a -60 71
Acero inoxidable 1.0-13 -58 72

c) Electrodos de membrana con ionoforos: Utilizan agentes de reconocimiento,
llamados iondéforos, los cuales son los componentes activos en membranas
poliméricas. Estos compuestos son lipofilicos y se comportan como acidos débiles
organicos que facilitan la formacién de complejos reversibles con iones, por ejemplo:
el transporte de H" en solucién acuosa a través de una fase lipidica a otra solucién
acuosa (Fig. 4) [71,73]. Algunas caracteristicas de estos electrodos se muestran en
la Tabla 8.

Complejo H*-ligante

=< >
0_0

membrana

lonéforo

Figura 4. Mecanismo de operacion de electrodos de membrana con ionéforos

selectivos a H*
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Tabla 8. Caracteristicas de electrodos ionéforos de pH

) _ Pendiente
lonoforo pH de trabajo 1 Ref.

(mV pH™)
Tridodecilamina 0.0-8.0 -56.6 a -58.7 74
4-nonadecilpiridina 2.0-9.0 -56.7 75
Isocianato de octadecilo 0.0-8.0 -57.2 76

d) Electrodos de carbono: El carbono es utilizado como material conductor en la
formacién de electrodos, principalmente en la produccion de biosensores. La
alotropia de este compuesto permite obtener diversos materiales de carbono (carbén
vitreo, grafito, fulereno, grafeno y nanotubos de carbono) que en combinacién con
materiales aglutinantes (resinas epoxicas, silicona, poliuretano y teflon, entre otras)
forman materiales compuestos que proporcionen una mayor resistencia mecéanica y
quimica [77].

Las reacciones electroquimicas que se dan sobre superficies sélidas de este tipo de
electrodos permiten la transferencia de iones entre las dos fases. Un ejemplo son los
electrodos composite grafito-resina epoxica. Estos dispositivos proporcionan las
cualidades fisicoquimicas y econémicas para detectar iones como H*. Aunque el
mecanismo de deteccidbn no estd completamente establecido, se creé que es
producto de la interaccién de este i6n con los distintos grupos funcionales como
hidroxilo, éter, grupos carboxilo y grupos cetona. Dichos grupos son formados por la
oxidacion superficial del carbono por medio de agentes oxidantes como &cido nitrico
o sulfurico utilizados durante la produccion del carbono [78-81].

Los electrodos composites grafito-resina epoxica pueden ser utilizados para medir el
pH. La sensibilidad de estos dispositivos tiene una sensibilidad analitica de 36.1
mV/pH, lo que permite dar seguimiento a reacciones acido-base [77,82]. Sin
embargo, su uso en el desarrollo de biosensores potenciométricos para TG no ha
sido descrito en la literatura.

e) Transistores de efecto de campo sensible a iones (ISFET): Los ISFET son
dispositivos a los que se les ha modificado la puerta de un transistor de efecto de
campo (FET) por un semiconductor solido de 6xido metalico (MOS) para dar lugar a
un transistor de efecto de campo metal-6xido-semiconductor (MOSFET). EI MOS se
deposita sobre membranas sensibles a iones H" (como SisN4, Ta,0s, Al,03, WO3,
SiO, y SnO, entre otras), en las cuales se desarrolla el potencial de membrana
[83,84]. Una buena aproximacién del funcionamiento de estos dispositivos se explica
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con la teoria de centros activos, en la cual existe una densidad de carga superficial
generada por los grupos quimicos del MOS que interaccionan con los iones H* para
producir una variacion de carga en su superficie y en el potencial de membrana del
MOSFET. Dicho potencial depende logaritmicamente de la actividad de los iones en
disolucidn, por lo que su comportamiento es analogo al de los ISEs (Ec. 1) [85]. Un
condensador de electrolito-aislante-semiconductor (EISCAP) es un transistor similar
a un MOS, exceptuando que el metal de la puerta se sustituye por un electrolito [59].

El comportamiento Nernstiano en el analisis de estos sensores selectivos de H*
muestran sensibilidades aproximadas de 54.8 y 48.5 mV/pH en intervalos de pH de
1.0-12.0 para un ISFET Al,O3/SiO, [86]. La miniaturizacion y sensibilidad de estos
dispositivos es la mayor de sus ventajas; sin embargo, su estabilidad se ve afectada
por errores relacionadas con las derivas, estabilidad térmica y quimica de los MOS
[87].

En el caso de TG, se ha propuesto registrar la respuesta potenciométrica debida al
cambio de pH como consecuencia de la formacién de &cidos grasos libres durante la
hidrélisis enzimatica de los TG por lipasas. Estos dispositivos integran material
enzimatico y la deteccidén potenciométrica mediante ISEs e ISFETs [58]. La Tabla 9
muestra algunos biosensores potenciométricos descritos en la literatura.

Tabla 9. Biosensores potenciométricos para la cuantificacion de triglicéridos

Formulacion de Transductor Limite de Tiempo de Ref.
membrana deteccioén respuesta (min)
pH-FET ISFET 10 pM Trioleina 2 88
Nitrocelulosa ISFET <4.0 mM NR 89
Tributirina
Silicon EISCAP 500 uM 45 59
Tributirina
Nanopatrticulas ISFET NR <5 90
magneéticas

NR = no reportado
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1.4.3.3 Inmovilizaciéon de enzimas

La utilizacion de las enzimas y en particular de lipasas en diversas industrias, ha
permitido el estudio y la optimizacion de su accion catalitica por medio de tecnologias
enzimaticas que posibilitan su recuperacion y reutilizacion, asi como la mejora de su
estabilidad termodinamica y cinética.

La accion catalitica se puede mejorar por medio de una seleccion adecuada de
caracteristicas tales como la especificidad y termoestabilidad, entre otras. La
eleccion del medio de reaccion puede desplazar el equilibro de hidrélisis; una
reaccion enzimatica puede disminuir la transformacion del sustrato cuando se le
adiciona un disolvente organico [91].

La modificacibn quimica es un tratamiento que se utiliza empiricamente para
modificar determinada regiéon de la proteina con el fin de obtener una mayor
estabilidad que permita influir en la cinética de reaccion mediante la modificacién del
sitio activo. Otras modificaciones se han realizado mediante la alteracion de genes
que esta dirigida a la produccién de enzimas hibridas que resaltan alguna
caracteristica especifica de las enzimas. La inmovilizacion enzimatica es, sin duda, la
mejor tecnologia enzimatica ya que permite controlar la mayoria de los factores que
alteran su accion catalitica [91].

La inmovilizacién es el confinamiento de la enzima en un espacio fisico definido, por
medio de un material organico, inorganico o sintético que trata de mantener
inalterada su esencia catalitica sobre un soporte en un sistema in vitro frente a
cambios fisicos y quimicos.

Los métodos de inmovilizacibn son de gran aplicacion en el desarrollo de
biosensores enzimaticos. Estos métodos utilizan materiales insolubles vy
biocompatibles (no téxicos) para mantener confinada a las lipasas en condiciones
diferentes a las naturales. EI método de inmovilizacién se puede clasificar segun la
relacion fisica del biocatalizador con el material de retencion y se aplica
indistintamente para todas las enzimas. En la Tabla 10 se presenta la clasificacion de
estos métodos, asi como, sus principales ventajas y desventajas. A menudo la
inmovilizacion puede incorporar varios procedimientos en un mismo método como: la
absorcion, seguida del uso de biomoléculas bifuncionales para producir la
reticulacion, entre otros. Los multiples pasos logran una mejora en la inmovilizacion
de las enzimas [92].
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Tabla 10. Clasificacion de los principales métodos de inmovilizacion de enzimas en
biosensores

Método Carécter Ventaja Desventaja
vinculante
Adsorcion Interacciones Simple y facil Desorcion
intermoleculares Permanencia de la Adsorcién no es
actividad enzimatica especifica
Unién covalente Unién quimica entre No generan barrera Matriz no

Atrapamiento

Entrecruzamiento
(cross-linking)

Afinidad

los grupos
funcionales de la
enzimay los del
soporte

Permite la
incorporacion de la
enzima dentro de un
gel o polimero

Unién quimica entre
la enzima y una
molécula bifuncional
de entrecruzamiento
y una molécula inerte

Afinidad de los
grupos funcionales
por un soporte
especifico
(semejanza a la
analogia llave-
cerradura)

difusional

Estable

Tiempo de respuesta
corto

No hay reaccion
guimica entre el
mondémero y la enzima
Se mantiene la
actividad catalitica
Selectividad adicional
generada por el
polimero

Simple

Inmovilizacion
controlada y orientada

regenerable
Acoplamiento con
material toxico
Pérdida de la
actividad enzimatica

Genera una barrera
difusional

Pérdida de enzima
Altas
concentraciones de
monomero y de
enzima para la
electropolimerizacion

Alta pérdida de la
actividad enzimatica

Requiere la
presencia de grupos
especificos de la
enzima

Los materiales usados comunmente en la inmovilizacion de la lipasa por los diversos
métodos son: el vidrio poroso y sus derivados, tierra de diatomeas o diatomita,
carbon activado, celulosa y sus derivados, silice y sus derivados, arcilla, caolin,
alimina, oOxido de titanio, acero inoxidable, nylon, polimeros y sus derivados
(polietileno polipropileno, poliestireno, poliacrilamida, poliamida y poliuretano),
agarosa y sus derivados, gelatina, colageno, alginato, y polietilenglicol unido a
magnetita principalmente [93].
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1.4.3.3.1 Lipasas

Las lipasas (glicerol éster hidrolasas EC 3.1.1.3) son catalizadores naturales
encontrados en gran diversidad de fuentes biolégicas como lo son, animales, plantas
y microorganismos. Sus funciones biologicas béasicas son: la hidrélisis de TG y
esterificacion de acidos grasos (Fig. 1). Estos biocatalizadores superan la eficiencia
catalitica de los catalizadores quimicos debido a su mayor especificidad y estabilidad
en reacciones in situ dentro de sistemas de reaccion bioldgicos y/o no bioldgicos [94].

Las lipasas utilizadas en las diversas industrias tienen un origen microbiano y son
modificadas genéticamente para obtener enzimas con mejores caracteristicas, que
tienen una mayor aplicacion en las diferentes industrias, por ejemplo: en la industria
textil, (modificador de tejidos), detergente (aditivo para remover la grasa), alimentos
(resaltantes de sabor y modificantes de lipidos), papel (degradacién de lipidos en la
pulpa), oleoquimica (sintesis de grasas y aceites), produccién de polimeros
biodegradables (sintesis de polimeros), farmacéutica (sintesis de farmacos),
herramientas en diagnostico (biomarcador), cosméticos (eliminacion de grasas),
aplicaciones médicas (tratamiento de dislipidemia, alergias, etc.), biosensores
(andlisis de triglicéridos), tratamiento de cuero (extraccidon de grasas de pieles
animales) produccién de biodiesel (sintesis de ésteres), entre otras [94,95].

1.4.3.3.2 Propiedades cataliticas de las lipasas

El sitio activo de las lipasas estd cubierto por tapas protéicas que se activan en
contacto con TG. La hidrélisis de los TG se puede llevar a cabo en una mezcla
homogénea o heterogénea. La mezcla heterogénea genera una interface; por parte
del sustrato lipoideo y la correspondiente al medio acuoso donde esta disuelta
enzima. Los sistemas homogéneos constituyen una sola fase formada por micelas y
emulsiones. La hidrélisis de los TG se puede representar por el mecanismo de
accion de la lipasa de Rhizopus oryzae como se muestra en la Figura 5 [96-99].

Las propiedades cataliticas de las lipasas y cualquier otra enzima estan
determinadas por su estabilidad termodinamica (o estructural) y cinética (persistencia
de la actividad bioldgica). La pérdida de su conformacion terciaria o termodinamica
conduce a su desnaturalizacion y finalmente a una inactivacion parcial o total. En
general, las lipasas mantienen su actividad catalitica en condiciones bioldgicas
naturales, pH = 7.0 y una temperatura de 37°C. La desnaturalizacion es causada por
factores fisicos (agitacion, cambios de temperatura, fuerzas mecanicas y radiacion),
bioldgicos (proteasas) y quimicos (acidos, bases, sales, disolventes, surfactantes,
oxidantes, metales pesados y agentes quelantes) [100].
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Figura 5. Mecanismo de accién de la lipasa de Rhizopus oryza en un triglicérido de
grupo acilo R”". Los aminoacidos encontrados en la figura corresponden al sitio
activo de la lipasa [96].

Las lipasas muestran diferentes tipos de especificidad que son dependientes de
factores bilégicos y no biolégicos. Estos tipos son: especificidad posicional,
especificidad en condiciones de reaccion, especificidad de la longitud de cadena y
grado de insaturacién de los &cidos grasos en los TG [101]. En el desarrollo de
biosensores se utiliza como elemento de reconocimiento principal a las lipasas no
especificas como la lipasa de Candida rugosa, debido a que catalizan a la reaccion
de los grupos éster de los TG en cualquier posicion hasta llegar hasta acidos grasos
y glicerol. La falta de especificidad de estos biocatalizadores ha facilitado la medicion
de TG totales [100-102].

Los métodos convencionales como la espectrofotometria UV/Vis y HPLC utilizados
para la determinacion de TG en las diversas muestras que lo contienen, han
mostrado un alto costo de operacion, asi como un tiempo considerable en la
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preparacion de muestras y reactivos. En las ultimas décadas se ha observado un
incremento en el desarrollo de biosensores electroquimicos, ya que son simples,
sensibles, rapidos y con un costo de analisis bajo. Con base a los antecedentes
presentados, se busca una nueva alternativa analitica para la cuantificacion de TG
mediante un biosensor electroquimico que simplifique el proceso analitico a bajo
costos y con buena fiabilidad en los resultados, por lo cual se plantearon los
siguientes objetivos para este trabajo.
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2.- OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Desarrollar un biosensor potenciométrico utilizando un transductor composite grafito-
epoxy para la cuantificacion simple y econémica de triglicéridos en alimentos.

2.2 Objetivos Especificos

. Construir un transductor electroquimico composite grafito-epoxy y evaluar su
sensibilidad ante los cambios de pH.

. Construir un biosensor potenciométrico de triglicéridos mediante la
inmovilizacion de la enzima lipasa con membrana de Nafion sobre el transductor

grafito-epoxy.

. Optimizar el desempefio del biosensor potenciométrico de triglicéridos
mediante el cambio en la composicion de la membrana de Nafion.

. Evaluar y validar la extraccion de grasas mediante goma ardbiga como una
alternativa para disminuir el uso de disolventes organicos en el analisis de

triglicéridos.

. Aplicar el biosensor desarrollado en muestras de alimentos.
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3.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 Reactivos y soluciones

Todas las soluciones fueron preparadas en agua desionizada con una resistividad no
menor a 18 MQ cm (Milli Q, Millipore). Tributirina (TB), KCI, KH,PO4, K;HPO4, polvo
de grafito de grafito 1-2 um, lipasa de Candida. rugosa (E.C.3.1.1.3; 5.3 U/mg solida),
Nafion al 5% (v/v) en mezcla de alcoholes alifaticos de grado analitico (Sigma-
Aldrich,St. Louis, Mo) y goma arabiga grado alimenticio. Los interferentes evaluados
fueron caseina lactica, albumina de huevo, almidén soluble, sacarosa, glucosa
anhidra, benzoato de sodio, acido citrico y cloruro de sodio de la marca Reasol
(México).

La emulsion de TB 0.1 M se prepara utilizando goma ardbiga como emulsionante; la
TB y goma arabiga se adicionan en proporciéon (1:1 p/p), se disuelven en una
solucién de PBS (Phosphate Buffer Saline) que contienen fosfatos 1x10°3M y KCI 0.1
M (pH=7.0). La emulsién se genera por dispersion sonica durante 30 minutos en un
bafio de ultrasonido (Cole-Parmer, 8890R-MT). La mezcla se almacena a 4°C hasta
Su uso [24].

3.2 Construccion y evaluaciéon del biosensor potenciométrico para
cuantificacion de triglicéridos

3.2.1 Construccion del electrodo composite grafito-epoxy

El transductor se construye con un tubo de metacrilato (longitud = 10 cm, didmetro
interior = 8.5 mm), al cual se fija en su interior otro tubo del mismo material de menor
tamafo (longitud = 2 cm, diametro interior = 4 mm). Un cable blindado que esta
soldado a un disco de cobre (diametro = 8 mm) se hace pasar a través del tubo mas
delgado, fijAndose sobre el tubo mas pequefio dejando un espacio de 5 mm. Una
mezcla de grafito-epoxy se deposita sobre el espacio creado entre el tubo de acrilico
externo y el disco de cobre. La proporcion en peso de grafito-resina-catalizador es
5.0-4.2-0.8 de polvo de grafito- resina (Araldyt HY956 Ciba Geigy) - catalizador (REM
001 Ciba Geigy). El electrodo se deja curar 24 horas a una temperatura de 40 °C.
Una vez endurecido el material, se lija y se pule hasta lograr una superficie plana
(Fig. 6) [82].
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Figura 6. Representacion de la construccion de electrodos grafito-epoxy. (1) Tubo de
metacrilato interno. (2) Tubo de metacrilato externo (3) Disco de cobre. (4) Soldadora
de estario. (5) Cable blindado. (6) Composite depositado. (7) Fijacion del cable. (8)
Superficie pulida del composite

Con la finalidad de evaluar la respuesta del electrodo construido, se obtiene la
sensibilidad analitica respecto al cambio de pH en un intervalo de 6.0-7.0 unidades.
El procedimiento se realiza en 25 ml de PBS (0.001M, pH=7.0) haciendo cambios de
pH provocados por la adicién sucesiva de 10 ul de una solucién de HCI 0.1 M cada
50 segundos. De la misma manera se evalla la sensibilidad analitica realizando el
andlisis de TG en solucion. Se colocan 25 ml de una solucion de PBS (0.001M,
pH=7.0) que contiene 6 unidades enzimaticas de lipasa. El cambio de pH se produce
por la adicién sucesiva de 40 ul de una solucién de TB 0.1 M cada 200 segundos.

Las medidas potenciométricas se realizan utilizando electrodos composite grafito-
epoxy, de platino y de Ag/AgCl (KCI sat) como electrodos de trabajo, auxiliar y de
referencia, respectivamente. De manera simultanea se registré el cambio en el pH de
la solucién utilizando un electrodo de vidrio. Los registros potenciométricos fueron
obtenidos mediante en un equipo AUTOLAB (Ecochemie, PGSTAT 30) controlado a
través del programa GPES version 4.5.

3.2.2 Construccién del biosensor

Construido el transductor se prepara un coctel enzimatico que contiene 10.6 U de
lipasa de Candida rugosa y concentracion final de Nafion 0.71 % en 140 pl de PBS
(0.01M, pH = 7.0). En un tubo eppendorf, la mezcla se agita durante un minuto
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mediante un agitador vortex. Los biosensores de TG se prepararon afiadiendo 20 pl
de la mezcla en la superficie del electrodo de grafito-epoxy, dejando evaporar el
disolvente a temperatura ambiente. Concluida la evaporacion se sumerge el
biosensor en PBS (0.1 M, pH =7.0) y se almacena a una temperatura de 4°C hasta
Su uso.

3.2.3 Cuantificacién potenciométrica de los biosensores

Para evaluar el cambio del potencial, dependiente del pH en la superficie del
biosensor producido por la hidrolisis de los TG, se realizaron estudios
cronopotenciomeétricos a corriente nula. A partir de estos registros se construyeron
las curvas de calibracion E/mV contra [TB/mM] a temperatura ambiente en solucion
buffer de fosfatos 0.001 M / KCI 0.1 M (PBS) a un pH de 7.0 (PBS), realizando
adiciones sucesivas de 20 ul de una emulsiéon de TB 0.1 M cada 300 segundos. Los
pardmetros analiticos obtenidos son: sensibilidad analitica (SA), limite de deteccion
(LOD), limite de cuantificacion (LOQ), intervalo de respuesta lineal (IRL) y coeficiente
de correlacion (r?).

Se calculé la reproducibilidad y repetitividad para las concentraciones 0.1, 0.2 y 0.4
mM de TB. Asi, se evaluaron para cada concentracion tres biosensores de distintos
lotes los dias 3, 7 y 15 por el método de adicion patron. La concentracion del
tributirina se determiné mediante la siguiente expresiéon [103]:

- (VT*1 O%) -_VX Ec. 4

Donde: Ctg = concentracion de triglicéridos en la muestra (mM)

Cs = concentracion de triglicéridos en el estandar (mM)
Vx = volumen de la muestra (ml)
Vs = volumen de la solucion estandar afiadida (ul)
V1 =Vx+ Vs (ml)
AE =Es - Ex

Ex = potencial medido de la muestra

Es = potencial medido de la muestra enriquecida
S = sensibilidad analitica en mV/log [TB/mM]
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3.3 Andlisis de interferentes

La evaluacion de interferentes se realiz6 adicionando cantidades conocidas de
caseina lactica, albumina de huevo, almidén soluble, sacarosa, glucosa anhidra,
benzoato de sodio, acido citrico y cloruro de sodio. Los interferentes fueron
seleccionados de acuerdo a la composicion mayoritaria de los nutrientes registrados
por el fabricante en los alimentos de marca comercial. El interferente se adiciona en
un matraz aforado de 25 ml junto con una cantidad de emulsion de TB tal que al ser
aforado se obtenia una concentracion conocida de TB. El % de recuperacion de TG
se obtiene a partir del cociente de las concentraciones obtenidas y la concentracion
de TG adicionada.

3.4. Andlisis de triglicéridos en muestras de alimentos

Las tablas nutrimentales permiten la obtencién de informacién general sobre el
contenido de componentes que contribuyen con el aporte energético. Los nutrientes
contenidos en un mayor porcentaje en gran variedad de alimentos son el agua,
proteinas, lipidos y carbohidratos. Con la finalidad de estudiar la aplicabilidad y
alcance de la metodologia propuesta para la cuantificacion de TG totales, se
eligieron muestras de alimentos con contenidos elevados de: lipidos (mayonesa y
mantequilla), proteinas (chorizo y pate) y carbohidratos (papas fritas y pan dulce).
Los contenidos reportados por los proveedores se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Principales componentes (%p/p) en muestras de alimentos

Componente Mayonesa Mantequilla Chorizo Pate Papas Pan
(%p/p) fritas dulce
Agua 11.92 18.00 55.92 59.90 7.44 22.91

Proteina 1.00 1.00 14.20 12.00 4.00 6.08
Grasa 81.00 >80.00 20.90 22.00 32.00 23.04
Carbohidratos  2.00 1.00 6.90 6.00 52.00 47.68
NaCl 0.60 - 0.98 0.01 0.56 0.29

Acido citrico 0.30 - - - - .

La extraccion de TG se realiza mediante el método oficial de extraccion de grasas y
el de emulsion propuesto en este trabajo.
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3.4.1 Extraccion de triglicéridos en muestras de alimentos

3.4.1.1 Método oficial

Se pesaron diversas muestras comerciales de alimentos por triplicado: pan dulce,
papas fritas, chorizo de pavo, paté, mayonesa y mantequilla. La extraccion de TG
comienza con la separacion de la sustancia seca que contiene grasas, fibra,
proteinas, carbohidratos y minerales (SS). El procedimiento utilizado consiste en
afiadir una muestra de aproximadamente 6 g (homogeneizada vy triturada) en una
capsula de aluminio de 60 mm de didmetro (previamente pesada), posteriormente se
coloca en una estufa desecadora con vacio a 70 °C por 6 hrs. Transcurrida la
evaporacion, se coloca la capsula de aluminio con la muestra en un desecador hasta
alcanzar un peso constante. La muestra anhidra se almacena hasta su posterior
analisis. El contenido de sustancia seca (SS) expresada como %p/p se calcula
mediante la siguiente expresion [52,103]:

(W7O°C'Wcépsula)
%SS= x100 Ec. 6
° WiniciaI'WcépsuIa

Donde: SS = Sustancia seca

Wro.c = Peso de la capsula mas muestra después del secado a 70 °C (g)
Wespsula = Peso de la capsula vacia (g)

Winicial = Peso de la capsula con la muestra (g)

La sustancia seca obtenida del andlisis de SS se coloca en un cartucho de extraccion
libre de grasa en un sistema Soxhlet durante 6 horas, utilizando 100 ml de éter de
petréleo como disolvente y un matraz balon de fondo plano (previamente secado a
103 °C y pesado) para colectar la mezcla disolvente-grasa. Transcurrido el tiempo de
extraccion se evapora el éter de petrdleo en un rotavapor a 45 °C. Terminada
evaporacion del disolvente, se coloca el matraz en una estufa a 103 °C durante 1
hora para eliminar los residuos del disolvente y posteriormente se deja en un
desecador hasta alcanzar peso constante. La grasa extraida es almacenada hasta su
posterior andlisis. El porcentaje de grasas (%G) se calcula mediante la siguiente
expresion [52,104]:

We-W
%G= Mxmo Ec. 7

Wmuestra
Donde: %G = % Grasa
W = Peso del matraz mas extracto de grasa
Whatraz = Peso inicial del matraz
Wheestra = P€S0 de la muestra analizada
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3.4.1.2 Extraccion de triglicéridos en emulsién

En un tubo de polipropileno se adicionan entre 20 y 80 mg de la muestra de alimento,
posteriormente se afiaden 8.0 ml de la solucion de goma arabiga al 4.0 % (p/v) a una
temperatura de 65 °C, y se coloca en bafio maria durante 5 minutos a 65 °C. La
mezcla es agitada en un vortex y se hace pasar por filtros de 0.45 um de poro, la
fase liquida se lleva a un volumen de 10 ml con agua desionizada. Se almacena la
disolucién a una temperatura de 4°C hasta su uso.

3.4.2. Andlisis de triglicéridos mediante potenciometria

Se toma 1.0 ml de la emulsion que contiene los lipidos extraidos y se afiaden a la
celda electroquimica que contiene 25.0 ml de PBS (0.001 M, pH=7.0). La
cuantificacion de TG en la muestra (expresado como grg g ) se determiné mediante
el método de adicion patrén. Se utilizan 5 adiciones de TB 0.1 M de 20 ul cada 300
segundos.

Con la finalidad de comparar la técnica propuesta con el método convencional de
extraccion se analizaron los TG obtenidos de las muestras mediante un sistema
Soxhlet, utilizando como disolvente éter de petrdleo. Se pesaron cantidades entre 10
y 20 mg del extracto lipidico en un tubo de polipropileno, adicionando 8.0 ml de
solucion de goma arabiga 4.0% (p/v). La mezcla se coloca en un bafio de ultrasonido
por 30 min. La emulsién formada se afora a 10.0 ml con solucién de goma arabiga.
La muestra se analiza con la metodologia propuesta segun se describié en el parrafo
anterior.

3.4.4. Andlisis de las muestras por espectrofotometria UV/Vis

Se determinaron los TG extraidos por ambas metodologias (Soxhlet y goma
arabiga), analizdndose espectrofotométricamente a 505 nm, utilizando el kit
Triglicéridos-LQ (SPIREACT, Girona, Espafa) [56,57]. Se construyé una curva de
calibrado usando la emulsién de TB como patron de referencia en concentraciones
de 0.1- 0.4 mM. Posteriormente se mezclan 40 pl de la muestra problema con 1.0 ml
del reactivo (Triglicéridos-LQ) durante 15 minutos a 37 °C. La cuantificacion de TG
en la muestra se realiza mediante interpolacion en la curva de calibracion.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacién de la sensibilidad del transductor grafito-epoxy al pH

El principio de deteccion de los biosensores propuestos en este trabajo, se basa en
la determinacion de la concentracion de [H'] resultado de la reaccion de hidrdlisis de
los TG por lipasas (Fig. 1). La Figura 7a muestra el registro potenciométrico respecto
al cambio de pH de la solucion utilizando el electrodo composite grafito-epoxy
(transductor). Se observa un aumento en el valor del potencial respecto al valor de
pH, lo que es congruente con la teoria potenciométrica. La sensibilidad alcanzada fue
de -5.3 mV pH™(Fig. 7b) y/o de 6,597 mV mM™ (Fig. 7c) en el intervalo de pH de
trabajo de 6.0-7.0, el cual es compatible con el intervalo de trabajo de la enzima
lipasa de Candida rugosa [100].
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Figura 7. a) Registro cronopotenciométrico para un electrodo de grafito-epoxy (PBS
0.001M, KCI 0.1 M, pH 7.0, més 6 adiciones de HCI 0.1 M de 10 ml ¢c/100s ). b)
Dependencia del potencial, respecto al cambio de pH. c) Dependencia del cambio de
potencial, respecto a la concentracion de protones en mM
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No obstante que la respuesta de los electrodos grafito-epoxy respecto al pH es
cercana a la Nernstiana en el intervalo de pH de 2 a 4 y 9 a 13 [82], el
comportamiento del electrodo no es nernstiano en el rango de pH de 6 a 7. Es
interesante observar en el trabajo de Rodriguez y colaboradores, que en la zona
neutra de pH se advierte una clara disminucion de la pendiente en congruencia con
nuestros resultados [82].

De la misma manera, se determind la sensibilidad del electrodo composite grafito-
epoxy en una solucién que contenia 6 U de lipasa de Candida rugosa. Las Figuras
8a y 8b muestran los registros potenciométricos y la linea de calibrado en un
intervalo de 0.16-0.64 mM de TB. Como puede observarse, es posible dar
seguimiento a la reaccion enzimatica utilizando el transductor de composite grafito-
epoxy. Las respuestas encontradas se ajustan a un modelo lineal en ambos casos,
con una sensibilidad de 10.24 mV/mM y un tiempo de respuesta menor a 4 minutos.
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Figura 8. a) Registro cronopotenciométrico para un electrodo de grafito-epoxy en
solucion enzimatica (80 ul de coctel enzimético; 25 ml de PBS 0.001M, KCI 0.1 M,
pH =7.0, méas 4 adiciones de TB 0.1 M de 10 pl c/200s ). b) Dependencia del
potencial (mV) respecto al cambio de concentracion de tributirina ([TB] mM)

Es bien conocido que debido a factores como la cinética enzimatica, difusion del
analito y la capacidad amortiguadora del medio de trabajo, en muchos casos los
biosensores no siguen la ley de Nernst [58].

La principal desventaja de trabajar con la enzima en solucion, es que su consumo se
incrementa al no poder recuperarse transcurrido el analisis. Es por ello que la
inmovilizacion de la lipasa, resulta importante en el desarrollo de metodologias
competitivas.

41



Resultados y Discusion

4.2 Optimizacion del biosensor potenciométrico de triglicéridos

El buen funcionamiento de un biosensor depende de la inmovilizacion del agente
biolégico de reconocimiento sobre la superficie del transductor, preservando su
actividad biologica y la estabilidad del dispositivo ante condiciones de pH,
temperatura y fuerza ionica [105]. La inmovilizacibn mediante entrecruzamiento es el
método mas utilizado en el disefio de biosensores, el método utiliza moléculas
bifuncionales como glutaraldehido. Sin embargo, esta técnica presenta limitaciones
al alterar la actividad biologica y generar barreras difusionales. En contraparte, la
inmovilizacion fisica de enzimas por atrapamiento en membranas poliméricas, como
nafion, acetato de celulosa, cloruro de polivinilo o alcohol polivinilico controlan la
difusion de iones, ademas de verse menos afectada la actividad biolégica del agente
de reconocimiento [58,63,66,106].

Estudios in vitro realizados para la lipasa de Candida rugosa muestran que de
acuerdo al método de inmovilizacion la enzima puede trabajar en un intervalo de pH
de 5.0 a 9.0; sin embargo, el pH 6ptimo in vivo de estos biocatalizadores es de 7.0 a
37 °C [67,107].

Estudios previos de la respuesta del transductor grafito-epoxy se realizaron en un
intervalo de pH de 6.0-7.0 donde se espera la maxima actividad enzimatica y por
consiguiente la mejor deteccidn de los biosensores que se desarrollan en este
trabajo, los cuales se basan en el cambio en el valor de pH de la solucion como
resultado de la reaccién de hidrélisis de los TG catalizada por la enzima lipasa
inmovilizada.

La composicion de la membrana (enzima-Nafion) en la construccion de biosensores
resulta importante ya que permite controlar los fenébmenos superficiales como la
difusién y la reactividad. El Nafion (Fig. 9) es un polimero anidénico que controla la
difusiébn de cationes; al colocarlo en la superficie del electrodo se puede dar
seguimiento a la difusion de H*, ademas de proteger la superficie del electrodo de
interferentes contenidos en la muestra como compuestos anidnicos, proteinas o
carbohidratos. La construccion de distintos biosensores basados en el uso de Nafion
ha mostrado ventajas fisicas, quimicas y de biocompatibilidad con el agente de
reconocimiento, aumentado la sensibilidad, selectividad y estabilidad a largo plazo de
estos dispositivos [108,109].
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Figura 9. Estructura del Nafion

Para la optimizacion de la composicion de la membrana, se estudi6 el efecto de la
cantidad de lipasa y Nafion sobre el valor de la sensibilidad analitica del biosensor
potenciométrico de TG. Las variables se evaluaron mediante un disefio factorial
completo a tres niveles (3%), lo que supone un total de nueve experimentos. Se
prepararon cocteles enzimaticos que contenian lipasa (5.30-15.90 U) y Nafion (0.36-
1.07 % v/v) en 140 ul de PBS (0.01M, pH=7.0). Los biosensores fueron construidos
adicionando 20 pl del coctel sobre el transductor grafito-epoxy. La sensibilidad
analitica de los biosensores se determina a través del analisis de TB en el intervalo
0.08-0.56 mM. La matriz de disefio utilizada y los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 12.

Tabla 12. Matriz de disefio factorial completo a tres niveles (3%).

Factores y niveles Sensibilidad

Experimento  Lipasa Nafion analitica

(U) (% vIv) (mV/mM)
1 5.30 0.36 2.21
2 5.30 0.71 12.42
3 5.30 1.07 9.90
4 10.60 0.36 8.84
5 10.60 0.71 41.76
6 10.60 1.07 33.77
7 15.90 0.36 5.24
8 15.90 0.71 19.55
9 15.90 1.07 12.90

Los resultados experimentales se analizaron mediante un analisis de varianza con la
finalidad de estimar las contribuciones de cada variable utilizando el programa
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MINITAB 13.1. El andlisis obtenido demuestra que ambas variables son criticas, con
un tanto por ciento de contribucion a la varianza global de 49.81% y 43.79% para la
concentraciones de enzima y Nafion, respectivamente. De igual forma la interaccion
binaria resulta critica en el sistema. En la Figura 10 se muestra el grafico de
contribuciones medias para ambas variables A partir de ésta figura se selecciona la
concentracion de lipasa 6ptima de 10.60 U y de Nafion 0.71 % (v/v).

40
Lipasa Nafion
:
S 30 T
E
©
L
= 20 1
©
[
<
©
©
2 10 1
=
‘©
c
5]
n
0
5.30U 10.60 U 15.90 U 0.36%v/iv  0.71%viv 1.07% viv

Factoresy Niveles

Figura 10. Interacciones lipasa-Nafion

La respuesta del biosensor de TG propuesto depende de la relacion oOptima de
lipasa-Nafion que permita mantener la maxima conversion del substrato en un menor
tiempo, adicionalmente que se facilite la difusion del i6n hidronio a través de la
membrana. Los biosensores potenciometricos descritos se basan principalmente en
el uso de ISFETs, donde la enzima puede ser utilizada en solucién (1200 U) o
inmovilizada mediante entrecruzamiento (20 U). Los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que a bajos niveles en la cantidad de enzima no es suficiente,
mientras que cuando se trabaja a niveles altos, hay un aumento en la viscosidad de
la solucion utilizada lo que se traduce en un mayor espesor de la membrana. El uso
de 10.6 U son suficientes para realizar la determinacion en el intervalo de interés
[110,111].

La membrana de Nafion permite la difusion de moléculas pequefas hacia la interface
membrana-transductor, por lo que el espesor de la misma resulta importante en éste
proceso. Las formulaciones descritas en la literatura para la elaboracién de
biosensores potenciométricos de acido Urico y glucosa comprenden concentraciones
optimas de Nafion entre 0.25-1.00% v/v. Los resultados obtenidos corresponden a
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los descritos, en donde utilizando concentraciones elevadas de Nafion se observa
una disminucién en la sefial, atribuida al aumento en el espesor de la membrana y
con ello se dificulta la difusiébn de los iones, lo que afecta el tiempo de respuesta
[112-114].

4.3 Validacion del método propuesto para la cuantificacion de triglicéridos

Utilizando las condiciones Optimas encontradas anteriormente, se realizaron tres
diferentes biosensores y se construyeron curvas de calibrado utilizando
concentraciones de TB entre 0.08 y 0.60 mM. La Figura 11 muestra el registro
potenciométrico obtenido. Las respuestas encontradas (mV) se ajustan al modelo
lineal en funcién a la concentracion de TB en solucién (mM) de acuerdo a la ecuacion
E/mV=41.76 +1 .94 mV/mM [TB] + 12.76 + 0.64 mV con un valor de r* de 0.998. El
limite de deteccion expresado como 3.29S¢/b; fue de 0.02 mM, donde Se es la raiz
cuadrada de la varianza residual de la curva de calibracion y b; la sensibilidad
analitica. El limite de cuantificacion expresado como 10S¢/b; fue de 0.06 mM,
mientras que el tiempo de respuesta fue de 4 minutos.
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Figura 11. Respuesta del biosensor de triglicéridos y curva de calibrado a diferentes
concentraciones

La determinacion de los parametros de precision se realizo mediante un analisis de
repetitividad y reproducibilidad utilizando concentraciones de TB de 0.1, 0.2 y 0.4
mM. La repetitividad expresada como %DER (n=3 electrodos, en el mismo dia)
obtenidos fueron de 7.79, 3.73 y 1.84 respectivamente. La reproducibilidad
expresada como %DER (n=9, 3 electrodos, 3 dias) fue de 9.02, 8.44 y 5.27,
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respectivamente. Dada la complejidad del sistema que analizamos, podemos
considerar a los valores mostrados en este trabajo como adecuados para el andlisis
de TG ya que son menores al 10 %.

El biosensor propuesto alcanza un limite de deteccion comparable al de los
biosensores potenciométricos descritos en la literatura (Tabla 9). No obstante, es
importante destacar que el dispositivo propuesto tiene un tiempo de respuesta e
intervalos de respuesta lineal apropiados para la cuantificacion de TG en muestras
de alimentos.

A fin de evaluar el efecto de posibles interferencias en el desempefo del biosensor
desarrollado, se estudiaron los principales componentes encontrados en alimentos
comerciales y que pueden afectar la cuantificacion de TG, los cuales incluyen
proteinas, carbohidratos y aditivos. La Tabla 13 muestra los contenidos especificados
en la etiqueta de los productos analizados. Los resultados muestran recuperaciones
encontradas superiores al 95% para todos los interferentes a las concentraciones
encontradas en los alimentos analizados.

Tabla 13. Recuperacion de tributirina

Interferente % plv [TB] uM)  [TB] (M)  %DER %Recuperacion
adicionado  afiadida encontrada (n=3)

AlbUmina 14.20 224.89 220.50 0.70 98.06
Caseina 14.20 225.06 223.48 1.43 99.30
Almidén 14.20 231.84 222.19 6.14 95.84
Sacarosa 52.00 224.89 223.22 7.92 99.26
Glucosa 52.00 254.65 247.64 0.10 97.25
Benzoato 0.10 201.00 196.46 6.01 97.74
de sodio

Acido 0.10 297.65 290.22 7.93 97.51
citrico

Cloruro de 1.00 291.03 281.00 4.09 96.55

sodio
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Una vez optimizado el biosensor se evalué la extraccion de TG en emulsion
utilizando una suspension de goma arabiga (4 % p/v) en muestras de alimentos
comerciales de mayonesa, mantequilla, pate, chorizo, papas fritas y pan dulce. Los
resultados de la extraccion con goma arabiga fueron comparados con la emulsion
formada con la extraccion utilizando el método estandar para extraccion total de
grasas AOAC 920.39 el cual consiste en un secado al vacio a 70 °C y la extraccion
Soxhlet de la grasa con éter de petroleo durante 6 horas (ver § 3.4.1).

Los resultados de TG extraidos de las 7 muestras de alimentos por la metodologia
Soxhlet descrita en el capitulo anterior se muestra en la Tabla 14, en donde se
presentan los valores de las fracciones de los componentes principales de los
alimentos. Las grasas totales extraidas son expresadas como % p/p.

Tabla 14. Contenido de sdélidos remanentes y grasas en alimentos comerciales.

Muestra %Sr (%op/p)  Grasas (%p/p)
Mayonesa 8.05 81.69
Mantequilla 11.56 86.24
Chorizo 28.35 23.90
Pate 14.06 24.64
Papas fritas 56.93 26.80
Pan dulce 55.98 26.38

%Sr* = Porcentaje de sélidos remanentes = %SS - %G

Los extractos de grasas obtenidos por Soxhlet y emulsién de goma arabiga, fueron
analizados por triplicado utilizando el biosensor optimizado y cuantificando el %TB
mediante el método de adicién patrén. La validacién de los resultados obtenidos por
el biosensor se realiz6 mediante la metodologia enzimatica-UV/Vis [13]. La ecuacion
obtenida para espectrofotometria es Abs = 1240.74 Abs/mM + 263.48 + 0.01 £ 0.05 y
r’=0.995.

El contenido de lipidos extraidos para cada grupo de alimentos por el método Soxhlet
y por emulsion utilizando goma ardbiga, se analizaron mediante el biosensor
potenciométrico desarrollado. El contenido de TG por ambos métodos de extraccion,
se muestra en la Tabla 15. Mediante un analisis estadistico t, se puede concluir que
hay diferencia significativa entre el contenido de TG obtenidos mediante el analisis
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del extracto Soxhlet respecto al obtenido con la emulsién, para los alimentos ricos en
proteinas (chorizo y paté) y en grasas (mayonesa); es decir que el valor de la t
obtenida experimentalmente es mayor que la teiica (0 =0.05, n=4). En contraparte,
para las muestras de mantequilla, papas fritas y pan dulce, se encuentran resultados
estadisticamente equivalentes en ambos casos.

El contenido de TG que presenta diferencias significativas entre ambos métodos de
extraccion, se puede atribuir a la dificil separacion de lipidos en muestras que
provienen de matrices celulares complejas y que tienen a los lipidos unidos
covalentemente a hidratos de carbono y proteinas. Asi, los resultados de la
extraccion con goma ardbiga comparada con la extraccién por Soxhlet, difieren
debido a la baja eficiencia de extraccion del método por emulsién en aquellos casos
gue demandan no solo tratamientos fisicos, sino quimicos. La extraccion completa
puede requerir de tiempo de extraccidbn mas largo o una serie 0 combinacion de
disolventes de modo que los lipidos puedan solubilizarse eficientemente a partir de la
matriz [13].

Se ha descrito que utilizar disolventes organicos ayuda a romper las fuerzas
intermoleculares de Van del Waals e interacciones electrostaticas de los lipidos con
proteinas, para lo cual se hace uso de mezclas de disolventes diferentes al éter de
petroleo e incluso de tratamientos quimicos como la hidrolisis [13].

Tabla 15. Contenido de grasas y triglicéridos en muestras de alimentos comerciales
obtenidas por diferentes métodos de extraccion

Concentracion de TG

Biosensor potenciométrico Grasas totales
Muestra % (pra/p)

Emulsiéon® Soxhlet® texp® | SoOxhlet % (p/p)
Mayonesa 80.90 (1.85) 64.56 (0.79) 14.60 81.69
Mantequilla 90.59 (10.16) 82.53 (0.55) 1.24 86.24
Chorizo 11.85(8.83)  25.44 (6.82) 9.49 23.90
Pate 9.60 (0.40)  25.24(8.61)  10.18 24.64
Papas fritas 19.73 (3.79)  22.15 (2.59) 2.60 26.80
Pan dulce 23.98 (11.21) 28 .49(1.51) 2.29 26.38

* Media y %DER, *tica 2.78 (1@ =0.05, n=4).
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Con la finalidad de validar el biosensor desarrollado, el contenido de TG obtenido
para cada grupo de alimentos fue evaluado por el método potenciométrico propuesto
y el método UV/Vis (Tabla 16) haciendo uso de la extraccion por emulsion. El
contenido promedio encontrado en ambos casos, fue comparado a través de un
analisis de varianza de una via. El valor de F calculado (0.00029) es menor que el
valor de F tabulado (F1,10=4.93, p=0.05), por lo que se puede afirmar que no hay
diferencias significativas entre los métodos de andlisis contrastados. Este resultado
permite afirmar que podemos utilizar a la determinacion potenciométrica utilizando el
biosensor desarrollado, lo que implica menor tiempo de analisis y costo.

Tabla 16. Contenido de triglicéridos en muestras de alimentos comerciales obtenidas
por potenciometria y espectrofotometria a partir del andlisis de extractos por

emulsion
Concentracion de TG en % (pts/p) Grasas totales

Muestra UV-vis potzin(izsignmséci[ico % (p/p)

Emulsién® Emulsion® Soxhlet
Mayonesa 76.86 (0.99) 80.90 (1.85) 81.69
Mantequilla  93.49 (0.65) 90.59 (10.16) 86.24
Chorizo 12.26 (3.84) 11.85 (8.83) 23.90
Pate 9.25 (1.07) 9.60 (0.40) 24.64
Papas fritas  20.19 (0.86) 19.73 (3.79) 26.80
Pan dulce 23.33 (0.84) 23.98 (11.21) 26.38

* Media y %DER

Haciendo una comparacion entre el contenido de grasas obtenido por Soxhlet con los
TG encontrados por el analisis de la emulsion y considerando que aproximadamente
el 90% de las grasas son TG; es posible distinguir diferencias que no son explicables
por el supuesto anterior. Este hecho puede atribuirse a que las grasas sufren
complicados cambios quimicos y fisicos al ser calentadas a altas temperaturas ya
gue provocan la deshidratacion de los alimentos y los vapores generados promueven
la hidrélisis de los TG. Por otra parte, la degradaciéon de TG en alimentos se ha
relacionado con productos con gran cantidad de carbohidratos y bicarbonatos que
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promueven la descomposicién por hidrdlisis [105]. Adicionalmente es importante
considerar que el oxigeno favorece y acelera la oxidacién o enranciamiento de los
TG, por lo que se recomienda mantener una atmoésfera inerte en procedimientos
prolongados de almacenamiento [13].

Un factor relevante a considerar en el andlisis de grasas y aceites obtenidos por
extraccion con disolventes es el contenido de sustancias eventualmente interferentes
como: fosfolipidos, acidos grasos libres, sustancias sapidas y olorosas, ceras,
pigmentos (clorofilas, carotenoides y sus productos de degradacion), compuestos
azufrados, compuestos fendlicos, trazas de metales contaminates, pesticidas,
hidrocarburos policiclicos y productos de auto-oxidacion. Para eliminar todas estas
sustancias el extracto lipidico suele someterse a un proceso de refinado [3]
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5.- CONCLUSIONES

Se desarroll6 un biosensor potenciométrico simple y eficiente para cuantificar
triglicéridos en diversos alimentos.

El dispositivo desarrollado se basa en el registro de los cambios de pH
generados por el reconocimiento de la enzima lipasa al hidrolizar los
triglicéridos y acidificar el medio. Este trabajo de investigacion constituye el
primer reporte de un biosensor potenciométrico basado en la deteccién de los
cambios de pH mediante un transductor grafito-epoxy.

Adicionalmente y con la finalidad de simplificar el proceso analitico en la
cuantificacion de triglicéridos, se evalud y validé la extraccibn de grasas
mediante goma ardbiga como una alternativa para disminuir el uso de
disolventes organicos en el andlisis de triglicéridos en algunas muestras.

Los resultados obtenidos mediante la metodologia desarrollada son
estadisticamente equivalentes a los obtenidos para el andlisis de grasas en
alimentos mediante la técnica enzimatico-espectrofotométrica.

El biosensor reportado en este trabajo, es el primer dispositivo
potenciométrico que no utiliza un ISFET como transductor y que en
consecuencia puede ser fabricado sin la necesidad de contar con costosas
instalaciones para su produccion.

El biosensor desarrollado en este trabajo, es el primer dispositivo reportado
que es capaz de cuantificar triglicéridos en muestras complejas de diversos
alimentos, lo cual demuestra su eficacia y utilidad practica.

La preparacion de muestras para analisis de triglicéridos debe considerar el
tipo de alimento y la naturaleza de sus lipidos. Un analisis eficaz, requiere del
conocimiento de los componentes de la muestra y de su estructura quimica;
por lo tanto, disefiar un método general de extraccion de triglicéridos, atil para
diferentes alimentos, es una asignatura pendiente.

En el analisis de triglicéridos, el uso de altas temperaturas debe evitarse a fin
de minimizar las reacciones de hidrélisis y se recomienda el uso de
atmaosferas inertes para prevenir la oxidaciéon de los lipidos insaturados.
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