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RESUMEN

Uno de los alimentos mas consumidos por la poblacién mundial es la leche bovina, es
considerado un producto completo con proteinas, grasas, vitaminas, carbohidratos y minerales.
El monitoreo de la frescura y ciertos pardametros de calidad es importante para garantizar la
inocuidad alimentaria.

La leche es un producto en el que se evalla mediante andlisis que monitorea la
composicion y los factores que generan un deterioro del producto. Esta composicion es variada
en funcién de fisiologia, alimenticios y tecnologias utilizadas en la produccién. Existen valores
predeterminados esperados en la composicion de la leche, pero si los valores medidos no se
encuentran en este rango se considera una anomalia.

El estdndar de los componentes de regula en la industria dependiendo del tipo de leche
gue se quiere comercializar. Los métodos analiticos son necesarios para garantizar la calidad
fisicoquimica, microbiolégica y la estabilidad de las materias primas, los procesos y sus
productos. Los analitos de interés expuestos en este trabajo son: el acido lactico, la lactosa y el
colesterol.

La leche bovina contiene un 5% en peso de lactosa, indigerible para cierto sector de la
poblacidn, y el correcto control de la lactosa es indispensable para el acceso a este sector de
consumidores.

La presencia de proteinas, minerales y didoxido de carbono es lo que determina la acidez
natural de la leche de vaca. Sin embargo, la actividad de las bacterias que utilizan la lactosa como
nutriente, descomponiéndola en acido lactico, puede aumentar la acidez.

Por ultimo, el colesterol es precursor metabdlico de los acidos biliares, hormonas vy
vitamina D, por lo que es necesario para los sistemas metabdlicos. Ademas juega un papel
integral en el transporte de lipidos; igualmente el abuso del consumo del colesterol contribuye
al incremento de enfermedades cardiovasculares.

Es un tema de interés encontrara métodos de deteccion rapidos y eficientes para valorar la
calidad de la leche. El desarrollo de biosensores microfluidicos colorimétricos utilizando enzimas
y nanomateriales es prometedor, utilizando las propiedades quimicas y épticas del cambio de
color en presencia de estos analitos como herramienta util de deteccion in situ.

Palabras clave: nanotecnologia, lactosa, acido lactico, colesterol, biosensor, colorimetria, calidad
de la leche bovina.



ABSTRACT

One of the most consumed foods by the world’s population is bovine milk, which is considered
a complete product with proteins, fats, vitamins, carbohydrates and minerals. Monitoring
freshness and certain quality parameters is important to ensure food safety.

Milk is a product that is evaluated by analysis that monitors the composition and factors that
generate a deterioration of the product. This composition varies according to physiology, food
and technologies used in production. There are predetermined values expected in the
composition of milk, but if the measured values are not in this range, it is considered an anomaly.

The standard od the components is regulated in the industry depending on the type of milk to
be marketed. Analytical methods are necessary to guarantee the physicochemical and
microbiological quality and stability of raw materials, processes and their products. The analytes
of interest in this work are: lactic acid, lactose and cholesterol.

Bovine milk contains 5% by weight of lactose, which is indigestible for a certain sector of the
population, and the correct control of lactose is essential for access to this sector of consumers.

The presence of proteins, minerals and carbon dioxide is what determines the natural acidity of
cow’s milk. However, the activity of bacteria that use lactose as a nutrient, breaking it own into
lactic acid, can increase the acidity.

And finally, cholesterol is a metabolic precursor of bile acids, hormones and vitamin D. It is
required for metabolic systems, and plays an integral role in lipid transport; likewise, abuse of
cholesterol intake contributes to increased cardiovascular disease.

It is a matter of interest to find fast and efficient detection methods to assess milk quality. The
development of colorimetric microfluidic biosensors using enzymes and nanomaterials is
promising, using the chemical and optical properties of color change in the presence of these
analytes as a useful in situ detection tool.

Keywords: nanotechnology, lactose, lactic acid, cholesterol, biosensor, colorimetry, bovine milk
quality.
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1 Introduccion

La leche de vaca es uno de los alimentos mas consumidos por la poblacion mundial. Se
estima que el consumo de leche deberia de ser entre 2-4 raciones al dia, segun la FESNAD
(Federacion Espainola de Sociedades de Nutricion y Dietética), donde cada racién equivale a
aproximadamente 250 mililitros. Se necesita cubrir cierta cantidad diaria para poder abastecer
las necesidades exigentes del mercado. Este alimento es considerado como uno de los productos
mas completos; contiene proteinas, grasas, vitaminas, carbohidratos y minerales haciéndolo un
medio éptimo de cultivo microbiano, por lo cual, el monitoreo de la frescura y ciertos
parametros de calidad es importante para garantizar la inocuidad alimentaria. (Moreno Aznar
et al., 2013).

La calidad de la leche es fundamental para garantizar que llegue en buen estado a los
consumidores, asi como para la calidad de los productos lacteos derivados de esta.
Aproximadamente el 20% de la leche cruda producida en México se destina a la produccion de
leche pasteurizada y ultrapasteurizada (SIAP-SAGARPA 2012). El analisis de este producto, de las
caracteristicas en menor o mayor medida constantes, determinan también el proceso que se
debe seleccionar o los métodos a utilizar segin el producto derivado que se desee obtener.
Tiene ciertos parametros que se deben monitorear; debe poseer un contenido de bacterias bajo,
asi como una composicion y acidez normales, de los cuales los rangos aceptables han sido
establecidos segun las normas establecidas en la NOM-155-SCFI-2012. (En Tuxtepec & México
Ecosistemas Y Recursos Agropecuarios, 2015).

La presencia de proteinas, minerales y didxido de carbono contribuye a la acidez natural
de la leche. Sin embargo, también puede producir mas acidez porque las bacterias
descomponen la lactosa de la leche en acido lactico. Es por esto por lo que se debe determinar
la acidez total, una alta acidificacion es indicativo de la presencia de muchos microorganismos.
Una disminucion del pH puede indicar un mal almacenamiento o manipulacion (Alais, 1985). Se
estima que las pérdidas de este producto durante el procesamiento industrial son del 2,31% en
volumen en comparacién con los litros acopiados por las diferentes empresas. Esto se debe a
algunas variaciones en el rango aceptado de los diferentes componentes monitoreados para
garantizar la calidad de la leche. (Rodriguez Lépez, M. 2016). El constante monitoreo reduciria
las ineficiencias del proceso industrial y permitird adecuarse segun las necesidades del producto
a procesar. Ademas, el monitoreo de los compuestos es crucial porque estd directamente
relacionado con la salud del consumidor. Se requiere un control adecuado de lactosa y lipidos
para garantizar el etiquetado y el manejo de procesos correctos.



La leche bovina contiene un 5% en peso de lactosa. Este azucar es indigerible para cierto
sector de la poblacién, alrededor del 8% de la poblacién de México (Martinez Vazquez, S.E. 2020
in press), debido a la incapacidad del organismo de producir lactasa. Este padecimiento se
manifiesta como un sindrome de intestino irritable. Es por esto por lo que el correcto control de
la lactosa es indispensable para el correcto etiquetado para garantizar el acceso de este
producto a ese sector de consumidores. La leche bovina es un importante componente de la
dieta humana, sirviendo como medio de suministro para cruciales moléculas incluyendo el
colesterol. El colesterol es un precursor metabdlico de los acidos biliares, esteroide hormonas y
vitamina D. Es de vital importancia para los sistemas metabdlicos que participan en la sintesis
de ADN vy la divisidn celular, asi como el transporte de lipidos. La molécula orgdnica llamada
colesterol sirve para mantener la temperatura de la membrana celular. Los altos niveles de
colesterol aumentan el riesgo de enfermedades cardiacas y estrechan las arterias. El control de
los niveles de colesterol en los productos lacteos es crucial porque tiene un impacto en la salud
de los consumidores. Los tipos de colesterol incluyen lipoproteina de baja densidad (LDL) o
colesterol malo, y lipoproteina de alta densidad (HDL) o colesterol bueno (Do et al., 2022).

Se representa como un problema resolver encontrar métodos de deteccion rapidos y
eficientes para valorar la calidad de la leche bovina debido a que es un producto comercial que
genera muchos beneficios econdmicos. El uso de enzimas y de nanomateriales como soporte
puede ayudar a crear biosensores microfluidicos colorimétricos que puedan medir parametros
cruciales en la leche sin la necesidad de realizar analisis de laboratorio que pueden tardar, lo que
beneficia a las personas que se encargan de monitorear la calidad de la leche.

2 Planteamiento del problema

Uno de los alimentos mas antiguos que los humanos han consumido es la leche, que se
remonta a la domesticacién de animales, el descubrimiento posterior del ordefe y las diversas
formas en que se puede conservar y usar, principalmente la leche bovina. El consumo de la leche
y sus productos lacteos constituye una parte importante de los alimentos que componen la dieta
habitual de la poblacién (del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2013)Se considera
tradicionalmente un alimento con un alto contenido de nutrientes en comparacién con el
contenido caldrico: contiene hidratos de carbono (principalmente lactosa), grasas, vitaminas,
minerales y proteinas de alto calor biolégico debido a la presencia de aminodcidos. La leche
contiene vitaminas liposolubles e hidrosolubles, asi como fdsforo, magnesio, zinc y selenio
(Sanchez et al., 2020) . Debido en parte a que el calcio y el fésforo de la leche se combinan con
la caseina, son muy faciles de digerir.

Podria decirse que la leche bovina es un alimento esencial para la alimentacion humana
en todas las etapas de la vida. Por lo tanto, el procesamiento industrial es crucial para permitir



el acceso generalizado a su consumo por parte de la poblacién, lo que contribuye
significativamente al nivel de salud (Fernandez et al., 2015).

El crecimiento de la poblacion, el poder adquisitivo de los paises, las negociaciones
internacionales y las politicas de apoyo a la produccidn son algunos de los factores que tienen
un impacto en el consumo y comercio mundial de los lacteos. El aumento de la poblacion es la
principal causa del aumento en el consumo de productos lacteos. Muchas naciones priorizan la
produccidn y distribucidn de leche.

En México, la definicion de leche va de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 155, es
“el producto obtenido de la secrecién de las glandulas mamarias de las vacas, sin calostro el cual
debe ser sometido a tratamientos térmicos u otros procesos que garanticen la inocuidad del
producto; tales como clarificacion, homogenizacidn, estandarizacidn u otras, siempre y cuando
no contaminen al producto y cumpla con sus especificaciones de denominacién” (NORMA
Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012, 2012). Se sabe que la leche de vaca no se debe ingerir en
su estado crudo, ya que puede contener agentes patégenos que puedan dafiar la salud (Maza
Pastrana et al., 2011).

El desarrollo de la ganaderia lechera como producto principal y su relacién a la industria
y comercializacion en México es un tema econémico importante. Histéricamente ha habido una
brecha entre la produccidon de leche del pais y la demanda. Esto indica que existe una
oportunidad de crecimiento de la produccidn lechera en el pais, Unicamente para satisfacer el
exceso de demanda interna. (Secretaria de Economia, 2012)El volumen estimado de leche
bovina producida para 2022 fue de 12 mil millones de litros, con un aumento anual de 1%. Jalisco,
Chihuahua, Coahuila y Durango son los principales estados productores de leche, que
aproximadamente general el 53% del volumen total en 2021 (Lara & Alvarado, 2021).

Se estima que las pérdidas de este producto durante el procesamiento industrial son del
2.31% en volumen en comparacion con los litros acopiados por las diferentes empresas. Esto se
debe a anomalias en el rango aceptado de los diferentes componentes monitoreados para
garantizar la calidad de la leche (Alejandro & Lopez, 2016).

La leche es sometida a una serie de andlisis para evaluar su composicién y se monitorean
todos los factores, si no se cuidan, pueden causar deterioro del producto. La composicién de la
leche varia segun diversos factores, incluidos los fisioldgicos, los alimenticios y las diferentes
tecnologias utilizadas en la produccién de la leche. La composicion de la leche tiene unos rangos
establecidos que se consideran “normales”; si los valores medidos difieren de estos rangos, se
considera una anomalia. (Bracho-Espinoza, 2013).

La leche es un producto que se altera facilmente, especialmente por el calor. Muchos
microorganismos pueden proliferar alli, especialmente aquellos que descomponen la lactosa en
acido lactico, lo que provoca la floculacion de las proteinas. Por no tener una proteccién natural
eficaz, el uso de ese producto para consumo y su transformacion industrial en otros productos
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requiere medidas de proteccidn contra la invasidon de microbios y la actividad de enzimas.(Alais,
1985).

Debe ser manejada correctamente desde su obtencién por su naturaleza perecedera.
Medir los componentes de la leche es de importancia al ser un éptimo medio de cultivo para el
crecimiento microbiano. De igual manera, garantizar la calidad de la leche es esencial para
asegurar la satisfaccién y la seguridad del consumidor. La industria se regula mediante
estandares de varios componentes de la leche de vaca, dependiendo del tipo de leche que se
guiere comercializar, para asegurarse de que este producto esté en condiciones adecuadas para
su venta (NORMA Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012, 2012) . Para lograr el control
fisicoquimico se hacen varios andlisis de muestras de la leche bovina, se utilizan diferentes
métodos con tiempos diferentes de obtencién del resultado (Bernal Martinez, et al. 2006). Se
requiere un sensor capaz de medir los diversos parametros necesarios para agilizar y facilitar el
analisis e interpretacion de los resultados.

3 Justificacion

La colorimetria es una técnica analitica rapida, y los sensores colorimétricos se remontan
incluso antes de los comienzos de la quimica con una cuantificacion directa "a simple vista". La
deteccidn colorimétrica es una técnica bastante simple, y el advenimiento de la imagen digital
universal le ha brindado nuevas y emocionantes posibilidades. Los colorantes quimiosensibles
contienen un centro para interactuar fuertemente con los analitos, este centro de interaccién
debe estar fuertemente acoplado a un cromdforo intenso. Los colorantes quimiosensibles
pueden cambiar de color en la luz reflejada o absorbida dependiendo del entorno quimico
(Suslick et al., 2004).

La determinacién colorimétrica tiene numerosas ventajas. En primer lugar, los métodos
colorimétricos permiten la deteccién visual in situ basada en el cambio de color sin instrumentos
sofisticados. En segundo lugar, con la ayuda de imdgenes digitales, los conjuntos de sensores
colorimétricos proporcionan un enfoque facil, eficiente y sensible para la deteccidon e
identificacion rapidas de sustratos quimicos. En tercer lugar, las matrices de sensores
colorimétricos podrian miniaturizarse facilmente y permitir multiples analisis con un solo
instrumento de control en el sitio central. Ademas, también presenta ventajas como buena
selectividad, alta sensibilidad, no destructivo, econdmico, bajo limite de deteccidn y respuesta
rapida. Por lo tanto, la tecnologia de matriz de sensores colorimétricos muestra el gran potencial
en la deteccion de diferentes moléculas en alimentos (Jazen et al., 2006; Quin et al., 2012).



Para poder crear un sensor colorimétrico microfluidico para medir lactosa, colesterol y
acido lactico es importante seleccionar a las bioreceptores adecuados, siendo las enzimas las
mas indicadas ya que son altamente selectivas y pueden operar de forma adecuada con el pHy
temperatura de la leche bovina. Para llevar esto a cabo, es necesario elegir los materiales
apropiados para la matriz fisica, la cual inmoviliza estas biomoléculas. Las enzimas se inmovilizan
con quitosano.

La inmovilizacién de enzimas en soportes sélidos es un método técnico que provoca
variaciones a nivel estructural en sistemas cataliticos confinados, lo que mejora las propiedades
de reaccion de los sistemas y posibilita emplear las enzimas retenidas repetidamente en el
mismo proceso. Existen un sinfin de técnicas para inmovilizar enzimas (entre ellas esta la
encapsulacién, la unién covalente, la adsorcidn, el entrecruzamiento y el atrapamiento), y de
opciones de soportes, el cual se selecciona basdndose en la experiencia empirica, pero se basa
en la idea de que se debe mantener la actividad enzimatica y su estabilidad, igualmente debe
de ser de sintesis sencilla y con varias opciones de formas, no ser téxicos, tener una alta afinidad
por las proteinas y compatibilidad fisiolégica, asi como poseer grupos funcionales que
reaccionen con las enzimas o en su caso, ser susceptibles a modificaciones quimicas (Salazar, et
al., 2014).

Aungue no representa una técnica en especifico, el uso de nanomateriales es otra opcion
para la inmovilizacidon de enzimas, brinda beneficios que disminuyen las limitantes respectivas a
la transmisién de productos y sustratos en gran cantidad, asi como que asegurar y reforzar la
unién entre el soporte y la enzima puesto que al hablar de materiales nanoestructurados
significa que existe una gran superficie de contacto. Segun estudios recientes, los sistemas
cataliticos a nivel nanométrico representan una forma muy viable para su aplicacién en areas
afines con la biotecnologia (Salazar-Leyva et al., 2014) y es por lo ya sefialado que el interés de
emplear nanomateriales como soportes para inmovilizar enzimas ha ido en aumento. Los
procedimientos utilizados en esta tecnologia son los mismos que se utilizan generalmente en los
mecanismos de los métodos tradicionales de inmovilizacion de enzimas; por ejemplo, la
inmovilizacién de enzimas a partir de una superficie de nanoparticulas fue una de las primeras
formas en que se manejé esta area y sigue siendo muy utilizada actualmente. El quitosano
puede modificar quimicamente a los grupos hidroxilo y aminos que lo conforman, de hecho, se
sabe que la forma primaria de sus grupos amino (-NH2), lo puede conferir la propiedad de ser
solubles en medios acidos (en especifico en pH menor a 6.5) al convertirse en un polielectrolito
catidnico, y lo anterior le brinda la posibilidad de formar membranas y geles con buenas
caracteristicas mecanicas, esto lo convierte en una base ideal para crear materiales compuestos
y el disefio de estructuras de inmovilizacién con caracteristicas delimitadas.



4 Objetivos
4.1 Objetivo general

Desarrollar un dispositivo microfluidico colorimétrico para deteccidn de colesterol,
lactosa y acido lactico en leche bovina.

4.2  Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de quitosano que cumplan la funcién de
soporte para la inmovilizacién de enzimas.

e Inmovilizar y evaluar el efecto de la inmovilizacion de las enzimas lactato
oxidasa, lactasa y colesterol oxidasa sobre las nanoparticulas de quitosano.

e Evaluar la deteccién colorimétrica de las fases sensoras disefiadas para
deteccidn de lactosa, 4cido lactico y colesterol en soluciones amortiguadoras y
leche bovina.

e Evaluar interferentes en la deteccidn colorimétrica de las fases sensoras
desarrolladas.

e Disefiar el dispositivo microfluidico colorimétrico para deteccion de los analitos
seleccionados.

5 Hipotesis

La inmovilizacién de las enzimas colesterol oxidasa, lactasa y lactato oxidasa sobre
nanoparticulas de quitosano incrementarad la estabilidad de las biomoléculas, asi como tendran
una buena retencién de la actividad enzimatica produciendo una eficiente reaccion con
agentes cromogénicos logrando una deteccién colorimétrica de colesterol, lactosa y acido
lactico en leche bovina.



6 Marco Teorico

6.1 Calidad de los alimentos

La contaminacion alimentaria puede provocar enfermedades transmitidas por
alimentos, pueden ser graves e incluso mortales. Ademas, la inocuidad de los alimentos es
fundamental para mantener una imagen positiva de las empresas y los productos que
procesan, lo que puede fomentar la fidelidad de los clientes y aumentar las oportunidades de
comercio internacional. Por lo tanto, la inocuidad de los alimentos es esencial para garantizar
la salud publica y el bienestar de los consumidores (Conocimiento & Kleeberg Hidalgo, 2007).

Para poder garantizar la seguridad alimentaria y la satisfaccion del consumidor, es
importante que la industria monitoree la calidad de los alimentos. Existen varios factores que
pueden afectar la calidad de los alimentos, incluida la contaminacidn, la manipulacién
inadecuada, el almacenamiento incorrecto, los alérgenos y los patégenos (Wiedmann et al.,
2019). Los alimentos de baja calidad pueden ser perjudiciales para la salud del consumidor, y
dafar la reputacidén del proveedor y empresa.

Para cualquier proceso industrial de produccién de productos lacteos, el control de la
calidad de la leche cruda es de gran importancia. La leche cruda de alta calidad debe carecer
de sedimentos y de residuos, asi como sustancias quimicas ajenas a la composicién de la leche,
como antibidticos y detergentes. Debe tener una baja contaminacién microbiana y tener
caracteristicas organolépticas tipicas.

El proceso del control de calidad de la leche incluye: recepcién de leche cruda,
filtracidén, clarificacion, enfriamiento y almacenamiento. En la recepcién de la leche cruda, cada
productor muestrea la leche de cada contenedor para su analisis en el laboratorio. En el
laboratorio, se realizan pruebas para determinar la composicion y calidad de la leche, como el
recuento de células somaticas, la grasa, las proteinas, los sélidos no grasos y la acidez. Ademas,
se realizan pruebas con el fin de detectar la presencia de contaminantes como antibiéticos. Si
el producto no cumple con los requisitos, se rechaza y notifica al productor (Santiago Vazquez
et al., 2007).

Los métodos analiticos son necesarios para que la industria alimenticia pueda
garantizar la calidad fisicoquimica, microbioldgica y la estabilidad de la materia prima, los
procesos y sus productos. Estos métodos deben proporcionar datos en tiempo real para
controlar cada producto con el propdsito de garantizar la seguridad e inocuidad de los
alimentos.



6.2 Los biosensores enzimaticos

Los biosensores son dispositivos de andlisis conformados de elementos bioldgicos
sensibles de reconocimiento (células, tejidos, receptores, enzimas, entre otros),
nanomateriales o compuestos biomiméticos que tienen la capacidad de cambiar su
comportamiento debido a un mecanismo que garantiza la deteccién e interpretacion de la
variacion de respuesta de la interaccion entre el analito y el dispositivo de analisis. Un sistema
de traduccién adecuado se puede utilizar para analizar los cambios de estas variables (Morales
Castafio et al., 2019).

Su desarrollo comenzd con Leland C. Clark, el padre de los biosensores, en 1956,
usandolo para medir una variedad de analitos presentes en el cuerpo humano. Posterior a eso,
su comercializacién comenzé alrededor de los afos 60, enfocdndose en aplicaciones clinicas
(Karunakaran et al., 2015). El primero desarrollado fue un sensor enzimatico que usé la
reaccion catalizada con la glucosa oxidasa para medir la cantidad de glucosa en la sangre. Fue
disefiado en 1962, acoplando la glucosa oxidasa a un electrodo de oxigeno (Jiménez & Leén P,
2009).

Los biosensores se clasifican de acuerdo con la heterogeneidad de los materiales, las
variaciones de sus componentes estructurales, los mecanismos quimicos, fisicos o fisioldgicos
de su funcionalidad y los mecanismos de deteccién de la sefal:

e Tipo de interaccidn: biocatliticos o de bioafinidad.

e Meétodo de deteccidn: directo o indirecto.

e Elemento de reconocimiento: célula, tejido, enzima, receptor,
anticuerpo, acido nucleico, polimero de impresién molecular, acido
nucleico peptidico o aptomero.

e Sistema de transduccidn: nanomecanico, piezoeléctrico, electroquimico,
termoeléctrico, éptico o colorimétrico.

En los sistemas bioldgicos, las enzimas catalizan las reacciones, con frecuencia con mas
eficiencia 1que los catalizadores sintéticos o inorganicos. Funcionan en soluciones acuosas en
condiciones suaves de temperatura y pH, tienen un alto grado de especificidad respecto a sus
sustratos y aceleran significativamente las reacciones quimicas. (Nelson & Cox, 2009). Son
proteinas que catalizan una variedad de reacciones quimicas en los organismos y su estructura
tridimensional, donde se encuentran sitios activos, que tienen afinidad por ciertas moléculas,
determina la actividad catalitica de las enzimas (Ramirez Ramirez, 2014).

Los sensores enzimaticos son dispositivos analiticos que incorporan una enzima como
bioreceptor asociado a un transductor fisico para generar una senal dptica o electrénica



discreta o continua que es proporcional a la concentracion del analito en la muestra
(Karunakaran et al., 2015). Funcionan mediante la interaccién de una enzima y su sustrato.

Estos biosensores son herramientas de gran utilidad para el analisis de la calidad y
seguridad de los alimentos en la industria alimentaria. Debido a su alta sensibilidad,
especificidad y posibilidad de miniaturizacién, tiene un gran potencial en este sector (Boix,
2016). Ademas, tienen varias ventajas en comparacién con otros métodos de deteccién de
analitos: su especificidad nos permite detectar una sustancia especifica dentro de una muestra
sin ser afectados por otras sustancias presentes, su sensibilidad puede detectar cantidades
muy pequefias de determinada sustancia, incluso son capaces de detectar sustancias in situ y
en tiempo real, lo que resulta en una deteccién rapida y eficiente.

6.3 Inmovilizacion enzimatica

La inmovilizacién enzimatica es una etapa crucial en el desarrollo de biosensores
enzimaticos. Se pueden utilizar una variedad de métodos que confinan la enzima en un soporte
en un drea determinada de espacio, lo que permite que la enzima mantenga su actividad
catalitica y poder reutilizarlas repetidamente.

Existen algunos beneficios en el empleo de enzimas inmovilizadas (Arroyo, 1998):

e Mayor estabilidad de las enzimas.
e La posibilidad de reutilizar el material, resultando en la reduccidn de costo.
e La posibilidad de disefiar un dispositivo de facil manejo.

La fijacién o retencién de enzimas en soportes sélidos se conoce como inmovilizacién
enzimatica. Como resultado se producen sistemas enzimaticos heterogéneos donde sus
estructuras enzimaticas mejoran su actividad y estabilidad, en la Figura 1. Métodos de
inmovilizacién enzimatica (Nguyen & Kim, 2017) se visualiza de manera simple los distintos
métodos de inmovilizacién enzimatica.

La heterogeneidad de los sistemas facilita la recuperacién y separacién del producto, lo
gue permite que el sistema enzima-soporte se pueda reutilizar repetidamente. Los métodos de
inmovilizacién enzimatica mas comunes se basan en la adsorcién y disposiciéon no covalentes,
qgue resultan simples, baratos y efectivos, pero reversibles; denominado como atrapamiento
fisico, unidn covalente y bioconjugacion. En el lado izquierdo de la Figura 1 Figura 1. Métodos
de inmovilizacidon enzimatica (Nguyen & Kim, 2017)podemos ver representados estas uniones
débiles. Por otro lado, los enlaces fuertes con los soportes los vemos representados en el lado
derecho de la imagen.



Adsorcién e Unién covalente

Inmevilizacién
enzimatica

Atrapamiento/Encapsulacion Enlace cruzado

Figura 1. Métodos de inmovilizacion enzimdtica (Nguyen & Kim, 2017)

La unidn de la enzima al soporte puede ser quimica, que implica enlaces covalentes y
enlaces débiles, o fisica, que es mas débil que la unidn quimica y apenas puede mantener la
enzima fijada al soporte. El objetivo de la inmovilizacidon enzimatica es facilitar la reutilizacion de
las enzimas relevantes y al mismo tiempo lograr una mejor relacidn costo-beneficio
(Mammarella, 2001).

El proceso de inmovilizacién de enzimas tiene algunos inconvenientes; la modificacion
de la estructura de la enzima a comparacion con su estado original; la heterogeneidad; la
perdida de la actividad de la enzima durante la inmovilizacién es ligera; El costo del
biocatalizador superior al de la enzima (Arroyo, 1998).

La inmovilizacion de enzimas en superficies solidas se divide en dos categorias: (Suelter
& Kricka, 1992a);

1. Irreversible. Una vez la enzima se garra al soporte, no se puede eliminar sin
causar dafo a la actividad enzimatica. Son sistemas estables;
a. Unidn covalente
b. Atrapamiento

2. Reversible. En estos sistemas, se puede separar la enzima del soporte bajo ciertas
condiciones sin afectar la actividad enzimatica:
a. Adsorcién
b. Enlace cruzado

10



6.3.1 Adsorcion

La adsorcidén es el método de inmovilizacion mas sencillo. Es un proceso econdmico, sin
reactivos y no daia la actividad enzimatica ya que no es necesaria la funcionalizacién del soporte.
Sin embargo, tiene algunos inconvenientes: Si las enzimas no se unen bien al soporte, los
cambios de temperatura, pH o fuerza idnica pueden lixiviarlas.

Este método no requiere la inmovilizacién quimica de la enzima, lo que mantiene su
actividad aceptable. Las interacciones dobles como la fuerza de Van der Waals, las interacciones
electrostaticas e hidrofdbicas son esenciales para la adsorcién. (Suelter & Kricka, 1992a)

La enzima se disuelve en una solucién, posteriormente se coloca en contacto con un
soporte sélido y se hace entrar en contacto con la solucién durante un periodo de tiempo en
condiciones adecuadas para mantener la actividad enzimatica. El siguiente paso consiste en
remover las enzimas que no se adsorbieron mediante un lavado de la superficie con un buffer.

Se puede dividir en 3 subcategorias:

e Adsorcion fisica
Requiere sumergir el soporte en una solucion de la enzima e incubar durante un
periodo determinado de tiempo para que se produzca la adsorcidn. Se deja secar
y se enjuagan las enzimas que no fueron adsorbidas.

e Unidn electrostatica
Es importante considerar tanto el punto isoeléctrico de la enzima como el pH de
la solucidn. La superficie de la enzima puede tener carga positiva o negativa, por
lo que podria ser inmovilizada a una superficie que tenga la carga contraria. Dos
técnicas de inmovilizacién de este método seria: deposicidn capa a capa y dopaje
electroquimico.

e Adsorcidn hidrofébica
Se beneficia de la interaccién hidrofébica entre la enzima y el soporte, formada
por los desplazamientos de moléculas de agua del material de la superficie del
soporte y las moléculas de enzima durante la inmovilizacion. Depende en gran
medida de la hidrofobicidad tanto del adsorbente como de la enzima.

6.3.2 Union covalente

Es la unién de las enzimas a través de un enlace covalente con un soporte insoluble, Su
funcidn principal es prevenir el desprendimiento de la enzima-soporte.
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La unidn se produce por su grado de reactividad de los grupos funcionales de las enzimas,
como son: grupo carboxilo, amino, indol, sulfhidrilo, tiol e hidroxilo. De igual manera, la unién
se puede dar por ciertos aminoacidos presentes en la enzima: lisina, cisteina, tirosina, histidina
y arginina, entre otros, cuando estén expuestos al exterior de la superficie proteica.

La ventaja de esta metodologia es la estabilidad generada por el enlace entre el soporte
y la enzima, la cual se une en varios puntos de la estructura, esto le confiere rigidez, y mejora la
estabilidad del sistema con respecto al pH, la fuerza idnica, los solventes organicos y la
temperatura. La proporcién de uniones fuertes entre las enzimas y la matriz del soporte
producen pocas fugas de enzimas (Mammarella, 2001).

6.3.3 Atrapamiento

En este tipo de inmovilizacién, no se liga directamente a la superficie del soporte, en
cambio se atrapa en él a través de una red polimérica que permite que el sustrato se mueva con
el analito, pero retiene la enzima (Fajardo Ochoa et al., 2011).

El proceso consta de dos pasos; primero consiste en mezclar una solucién monomérica
para después, a través de una reaccion quimica, polimerizarlo. Cuando la enzima es fisicamente
confinada, esta no reaccione quimicamente con la red polimérica, por lo que este método puede
aumentar la estabilidad de la enzima y reducir el riesgo de desnaturalizacidn.

Una de las ventajas de este método en particular es que se puede mejorar el ambiente
de la enzima, mediante la manipulacién del medio donde esta encapsulada para obtener un pH
6ptimo, polaridad, etc. El riesgo es la posibilidad de |la fugade las enzimas, cuando el tamafio de
los poros es mas grande, controlado por el tipo de la ruta de polimerizacidon que se siga:
electropolimerizacién, fotopolimerizacion, sol-gel y microencapsulacién (Nguyen & Kim, 2017).

6.3.4 Cross-linking (biconjugacion)

Este método “cross-linking” es una reticulacién que une dos o0 mas moléculas mediante
in enlace covalente y se reconoce como bioconjugacidn. Este proceso depende principalmente
del tamafo y tipo del agente y de los grupos funcionales (Suelter & Kricka, 1992b). Cuanto
menor sea el tamafio de la reticula, mejor sera el resultado porque la difusién serd mas facil. La
fuerza del enlace dependera de la naturaleza del reticulante (Spahn & Minteer, 2008).

Las enzimas pueden inmovilizarse con reactivos bifuncionales. La combinacion de
reactivos mas utilizada es el glutaraldehido como reactivo bifuncional y la albdmina de suero
bovino como material inerte. Es un método simple y rapido que permite controlar las
propiedades fisicas y el tamano de particula del producto final (Thangaraj & Solomon, 2019).
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6.4 Los nanomateriales en la inmovilizacion

enzimatica

El rapido desarrollo de la nanotecnologia ha aumentado considerablemente las
posibilidades de utilizar los nanomateriales para su interaccion con las enzimas para aplicaciones
en biomedicina, ingenieria bioquimica, monitorizacion medioambiental y el disefio de
biosensores para la industria.

Los nanomateriales, debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, han ganado la
atencién como soportes potenciales para la inmovilizacién de enzimas, surgen nuevos
fendmenos favorables cuando el tamafio del portador se aproxima a dimensiones nanométricas.
Se ha encontrado que los nanomateriales que se presentan como nanoparticulas, nanofibras,
nanoporos, nanotubos, nanohojas y nanocompositos tienen una variedad de usos en la
biotecnologia industrial.

El uso de estos materiales como potenciales soportes para la inmovilizacién enzimatica
ha crecido en los Ultimos afios, estos presentan varias ventajas en la inmovilizacion enzimatica.
Una de las ventajas es la posibilidad de recuperacion de la enzima, puede mejorar la estabilidad
operacional del biocatalizador y la selectividad de la reacciéon, incluso pueden mejorar la
actividad catalitica (Verma et al., 2013).

Se pueden usar unas pruebas repetidas en una variedad de condiciones con varios
valores de pH, temperatura, concentracion de enzimas, tiempo de inmovilizacién vy
concentracién de nanoparticulas para poder determinar las condiciones de inmovilizacién
ideales de las enzimas de interés (M. Chen et al., 2017).

Existen varias consideraciones importantes al momento de evaluar la idoneidad de un
nanomaterial para la inmovilizacion de enzimas. Un factor importante es la estabilidad del
mismo nanomaterial en las condiciones necesarias para la reaccion, asi como su compatibilidad
con la enzima. El tamafio y la forma del nanomaterial también pueden influir en su eficacia para
la propia inmovilizacion. Otros factores para tener en cuenta son el costo y la disponibilidad del
nanomaterial, asi como su posible toxicidad o impacto medioambiental (Panadero, 2017).
Ademas de estos, existen varios factores, en el contexto de los nanomateriales, que se toman
en consideracion al momento de la eleccidon del nanomaterial (Verma et al., 2013):

a. Relacion superficie-volumen. Los nanomateriales ofrecen una gran relacion
superficie volumen.

b. Carga enzimatica. Ofrecen una alta carga enzimatica gracias a su gran superficie
relativa, lo que mejora la actividad biocatalitica y la estabilidad.
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c. Transferencia de masa. Las enzimas inmovilizadas en materiales tienen una a la
transferencia de masa y, por lo tanto, tienen una actividad y una estabilidad

elevadas.

d. Facilidad de separacion.

Se pueden utilizar en una variedad de situaciones los nanomateriales para la inmovilizacién
enzimatica. Los nanomateriales mas comunes utilizados en la inmovilizacidon enzimatica incluyen
nanoparticulas de oro, plata, silice, 6xido de hierro, grafeno y nanotubos de carbono, entre otros

(Verma et al., 2013).

Tabla 1 Ejemplos de Usos de Soportes Nanoestructurados para la Inmovilizacion de

Enzimas

Nanomaterial

Tipo de soporte

Referencia

Tinta de afinidad poli(HEMA-
GMA). Azul cibacron F3GA
Lipasa de Apergillus niger
Peroxidasa de rabano picante

Pepsina

Lacasa

Nanoparticulas

Fe, 05 recubiertas de
quitosano

Nanoparticulas magnéticas
en criogel de quitosanoy
alcohol polivinilico

AuNPs con terminacién
COOH hidrofilica
Nanoparticulas magnéticas
de Fe,0, modificadas con
polietilamina

(Alpay & Uygun, 2015)

(Osuna et al., 2015)

(Laochai et al., 2016)

(Holdrich et al., 2016)

(Xia et al., 2016)

6.5

Nanoparticulas de quitosano

6.5.1 Quitina y quitosano

La quitina, es el precursor del quitosano, esta presente en la naturaleza (Hernandez
Cocoletzi et al.,, 2009). Al menos 10Gton de quitina estd presente en la biosfera, de manera
natural sintetizada por los organismos por un camino comun que termina con la polimerizacién
de la N-acetilglucosamina a partir del precursor activado UDP-GINAc (Kumar et al., 2004).
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La quitina de origen animal esta asociada con proteinas insolubles en agua y sales
inorganicas, lo que vuelve dificil su aislamiento. Después de que Bracconot lo descubriera en
1811, se encontré que se podia tratar la quitina con una solucién concentrada de hidréxido de
potasio. Unicamente con disolventes dacidos minerales se logra aislar, como N, N’-
dimetilacetamida con cloruro de litio, acido formico, 4cido metanosulfdnico, entre otros (Gacén
& Gacén, 1996).

Las propiedades del quitosano se ven considerablemente alteradas como resultado de
la transformacién de quitina a quitosano, lo que hace que sea facilmente soluble en soluciones
acuosas de la mayoria de los acidos organicos e inorganicos (Escobar Sierra et al., 2003).

/CH3
co
CH,OH CH,OH
TZL:\L 7 7 AR
CH,OH '1‘”
co
CHJ Quitina CHy
NaOH
CH OH /\ CH,OH
o Wi, Ty 0 = m
CHZOH
Quifosano

Figura 2. Extraccion del quitosano mediante desacetilacion quimica de quitina (Escobar
Sierra et al., 2003)

Para la extraccion de quitina y la obtencidn de quitosano se requieren de al menos cuatro
pasos, que incluyen la preparacién de la muestra (Monter Miranda et al., 2016). Comenzando
con el acondicionamiento de la materia prima:

Extraccidon de proteinas.

Eliminacién de impurezas inorganicas.
Decoloracidn de la quitina.

Se desacetila la quitina.

oo oo
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Siendo el ultimo paso donde se obtiene el quitosano como derivado de la quitina, cuando
esta es desacetilada en mds de un 50%, sin alcanzar el 100% donde el polimero resultante seria
el quitano (Colina et al., 2014).

6.5.2 Propiedades del quitosano

El quitosano es un aminopolisacdrido, el término define una familia de
herteropolisacaridos lineales compuestos por 2 — amino — 2 — deoxi — 8 — D — glucosa y
2 —acetamido — 2 — deoxi — f — D — glucosa . A menudo se presentan de menor
proporcion el tipo amino, y la relacion molar entre estos dos se denomina grado de acetilacion.
Las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del quitosano estan directamente relacionadas por
el grado de polimerizacion, que es otro pardmetro determinante (Goycoolea et al., 2009).

La fuerza de las estructuras quitinosas se debe a la abundancia de grupos hidroxilo y
amino altamente reactivos y su tendencia a formar puentes de hidrogeno. La apariencia se
puede apreciar como un sélido blanco amorfo (Avila et al., 2007). Al estas debajo de un pH de
6.5, se comporta como un polielectrolito catiénico, exhibiendo una alta densidad de carga y se
adhiere facilmente a superficies negativamente cargadas (Gacén & Gacén, 1996).

El quitosano generalmente se solubiliza con solventes como el acido férmico, el acido
acético, acido clorhidrico, acido nitrico y acido citrico, a un pH menor de 6. Este material es
considerado no téxico y como un polimero biocompatible con los seres vivos (Herndndez
Cocoletzi et al., 2009).

Tabla 2. Pardmetros del quitosano

Parametro Quitosano
Peso molecular 1-3x10°
Grado de desacetilacidon (%) 80 —90
Contenido de nitrégeno (%) 7.8 -4
Contenido de humedad (%) 2—10

Nota. Tabla adaptada de (Gacén & Gacén, 1996).
Debido a sus propiedades fisicoquimicas, lo que influye en sus caracteristicas funcionales

y bioldgicas, tiene aplicaciones en diversos campos. El quitosano puede formar fibras, hidrogeles,
andamios porosos, micro y nanoparticulas (Avila et al., 2007).
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6.5.3 Sintesis de NPs

La sintesis de nanomateriales poliméricos se divide en dos categorias principales:
construccion y deconstruccién, también conocidas como bottom down y bottom up,
respectivamente. Los métodos por bottom up se basan en agregar moléculas, hasta obtener la
estructura de tamafo deseado, mientras que los métodos por bottom down, se basa en
fraccionar los materiales, partiendo de un material para ser reducido al tamafio deseado (Caro-

Ledn et al., 2018).

Se han desarrollado numerosos métodos para la sintesis de nanoparticulas a base de
quitosano desde que Ohya las describid por primera vez en 1994. En la mayoria de los casos, se
obtienen mediante métodos de bottom up mediante el entrecruzamiento de las cadenas
poliméricas, cuyo orden determina la estructura nanoscépica, por interacciones
intramoleculares o intermoleculares de tipo covalente y no covalente (Goycoolea et al., 2009).
En el diagrama de la Figura 3 se puede visualizar de manera simple los diferentes métodos de
sintesis bottom up, y bajo que principio funcionan de manera general.

[ Reticulacion quimica ]

»—»[ Por interaccién covalente [ Emulsién—entrecruzamiento]

[ Micelizacion inversa ]

[ Gelificacion ionotropica ]

_..[ Por interaccion iénica

%

[ Complejacion polielectrolitica ]

NPs de quitosano
Bottom up

Coalescencia de gotas de emulsion ]

~—>[ Interacciones fisicas [ Desolvatacion ]

[ Emulsién-difusion de solvente ]

Figura 3. Diagrama de diferentes métodos para la sintesis de NPs de quitosano (Caro-Ledn
et al., 2018), (Calderon Perea, 2015).
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Debido a que el proceso toma lugar en un ambiente acuoso, utilizando condiciones no agresivas
y de manera mas rdpida, los métodos basados en interacciones idnicas se posicionan como la
primera opcion para la produccién de estas nanoparticulas (Saucedo-Plascencia et al., 2023).

Una de las formas mas comunes de crear estas nanoparticulas es la gelacién idnica, como
se puede observar graficamente de manera general en la Figura 4. Esta técnica utiliza un agente
entrecruzante, que actia como eslabén entre las cadenas de polimero debido a las interacciones
de cargas opuestas. El tripolifosfato de sodio (TPP) es el agente mas comun en esta técnica (Caro-
Ledn et al., 2018).

Nanoparticula de
quitosano

Tripolifosfato de
sodio
Naog 2 g,ONa
NaO”' ~0"| 0" “ONa
ONa

Solucién acida con
quitosano protonado

on

"o
A 7

A W

o

Figura 4. Sintesis de NPs de quitosano mediante gelacion
iénica.(Saucedo-Plascencia et al., 2023).

El uso de las nanoparticulas de quitosano es estimulado por sus propiedades Unicas con
diferentes aplicaciones, entre el amplio rango, destaca las ventajas para la inmovilizacién
enzimatica. Es conocido como el material ideal para este propdsito por su resistencia a la
degradacion quimica, evita la perturbacién de los iones metalicos a una enzima y su grupo
funcional amino (Divya & Jisha, 2018).

6.6 Presencia de lactato en la leche bovina

El lactato, también conocido como acido lactico, es un acido organico que se encuentra
naturalmente en la leche bovina. La concentracién de este compuesto depende de una
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variedad de factores, incluida la salud del bovina, la etapa de lactancia, la presencia de otros
compuestos e incluso otros organismos.

COOH
HO—(IJ*—H
CHs

Figura 5. Estructura quimica del dcido Idctico (Olivarez
Orozco, 2011).

Una de las medidas mas cruciales para determinar la calidad de la leche es la acidez, que
se presenta principalmente por la presencia de los fosfatos, las proteinas y el didxido de carbono,
qgque son los principales componentes presentes en la leche después del ordefo. Los
microorganismos conocidos como dacidas lacticas, del grupo Streptococcus lacticos, fermentan la
leche para convertirla en acido lactico, lo que altera este pardmetro (Chagunda et al., 2006).

En el ambito industrial, una vez que se recibe, la calidad de la leche puede ser valorada
por métodos ya establecidos. Esto se hace para eliminar la leche que no es adecuada para el
tratamiento térmico, aquella que presenta niveles elevados de acidez debido a la contaminacién
y las bacterias fermentadoras de lactosa que aumentan las concentraciones de acido lactico
(Chacdn Villalobos, 2006).

Es fundamental que la leche no se encuentre fermentada antes de llegar a las plantas de
produccidn, ya que, si lo estd, el caracter acido de la leche podria causar reacciones perjudiciales
para su calidad. Por lo tanto, el valor de acidez es un indicador de contaminacién microbiana y
un criterio de calidad muy importante.

En general, la acidez de la leche se expresa en acido lacticode 1,3 a 1,7 g/L. La acidez se
mide con una titulacion alcalimétrica con 0.1 N de hidréxido de sodio (NaOH) utilizando
fenolftaleina como indicador o con un potencidmetro para encontrar el pH de 8.3, que
corresponde al resultado correcto de la titulacion (NORMA Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-
2012, 2012).

VxNx90

Acidez(g/L) =—
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Donde:

V son los mililitros
N es la normalidad
M es el volumen

Aunque la valoracion con NaOH 0.1 N es un examen comun en la industria lactea,
algunas fabricas artesanales tienen problemas para manejar quimicos estandarizados, lo que
puede afectar los resultados de un anadlisis adecuado. El porcentaje de acido lactico en la leche
también se puede medir mediante enzima, potencidmetros, espectrofotometros vy
cromatografia de gases. A pesar de estas opciones, los pequefios y medianos productores, que
son una gran parte de la agroindustria, aun no pueden acceder a estos procedimientos (Chacon
Villalobos, 2006).

6.6.1 Relacion del pH

El valor normal de pH de la leche es un factor importante en la determinacién del 4cido
lactico en la leche. Esta medida se basa en la concentracidn de protones o iones de hidrégeno,
asi como en la acidez o la basicidad. Es importante para la estabilidad de numerosos alimentos
porque controla el crecimiento de ciertos grupos de microorganismos (Negri, 2005).

El pH tipico de la leche es entre 6.6 y 6.8. Un pH-metro se usa para medir el pH de la
leche directamente sobre ella. El pH debe ser de 0.10 pH entre los resultados de varias
determinaciones consecutivas (Armas Alba & Hernandez Borges Javier Gonzalez Salamo, 2016).

6.6.2 Lactato oxidasa

En presencia del oxigeno, la enzima lactato oxidasa (LOX) oxida el lactato a piruvato,
produciendo perdxido de hidrégeno como subproducto.

Es una molécula importante en el metabolismo energético, la glucogénesis y la
sefializacion celular. La LOX ha sido utilizada en el desarrollo de biosensores para detectar el
lactato en productos lacteos, generalmente aceptada para su reaccion colorimétrica (Esther
Mejia Diaz, 2016).
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Figura 6. Estructura del lactato oxidasa (Guauque Torres &
Liliana Gémez RESUMEN, 2019).

La temperatura éptima es de 35°C y pierde rapidamente su actividad a temperaturas
superiores a 45°C y en un medio con pH de 6.5., el K,,, utilizado como sustrato L-lactato es de
7x10~*M. La reaccidn que cataliza es la siguiente (Parra et al., 2006):

LOX
L — Lactato + 0, —— > Piruvato + H,0,

Donde:

LOX es el L-Lactato Oxidasa

6.7 Presencia del colesterol en la leche bovina

La leche contiene triglicéridos, diacilglicerol, fosfolipidos, acidos grasos libres, colesterol
libre y colesterol esterificado. Los microgldbulos emulsionados de los lipidos en la fase acuosa
de la leche facilitan su hidrélisis por las enzimas digestivas (Moreno Aznar et al., 2013). Su
contenido es expresado como mg colesterol/g de grasa lactea, para la leche entera es de
10 — 13 mg en 100 g (103 ml) (Maza Pastrana et al., 2011).

El contenido de materia grasa total aumenta o disminuye junto con el contenido de
colesterol; sin embargo, la proporcion de colesterol y materia grasa generalmente permanece
constante. Los productos concentrados en grasa lactea suelen tener una alta concentracién de
colesterol (Cazzaniega et al., 2013).
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El colesterol es una molécula del grupo de esteroides que se puede encontrar en los
alimentos de origen animal. Se puede encontrar en dos formas: como colesterol libre o como
éster, que es el resultado de la mezcla de colesterol con varios acidos grasos (Tudela, 1996).

HJC\
CH, CH—CH,\
CH,—CH,
3 /CH~CHJ

H,C

CH

HO

Figura 7. Estructura quimica del colesterol (Tudela, 1996).

Es un componente esencial de las membranas celulares, precursor de hormonas
asteroideas, precursor de la sintesis de glucocorticoides en las glandulas suprarrenales,
generador de dacidos biliares, precursor de la vitamina D, constituyente importante en la
resistencia de la piel ante sustancias externas (Guzman, 2006).

En el organismo, un poco mas de la mitad del colesterol se origina de sus sintesis dentro
del mismo, y el resto es proporcionado por la alimentacién. Se acepta que la ingesta de
colesterol debe ser menor a 300 mg al dia (Rozycki et al., 2013).

6.7.1 Colesterol oxidasa

Los diferentes tipos de colesterol oxidasa son flavoproteinas bacteriales que catalizan la
degradacion del colesterol (Vrielink & Ghisla, 2009). Es producida por diversos microorganismos
gue se encuentran en diferentes ambientes, como: Corynebacterium, Nocardia erythropolis,
Nocardia rhodochrous, Mycobacterium, Pseudomonas, Schizopyllum commune, Brevibacterium
sterolicum, Streptomyces violascens, Rhodococcus (Maclachlan et al., 1999). Las bacterias se
dividen en dos grupos. El grupo | es muy estable en la fase acuosa, pero inestable en la fase
organica. El grupo Il es estable en la fase organica pero inestable en la fase acuosa (Ignacio
Dominguez Alvarez, 2017).
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Figura 8. Estructura del colesterol oxidasa (Kreit & Sampson, 2009).

La principal funciéon de la enzima es oxidar el grupo hidroxilo del colesterol libre
transformandolo en un grupo ceténico y produciendo cholest —5—en—3—ona
isomerizandolo en presencia de oxigeno y agua a cholest — 4 — en — 3 — ona (Hernandez
et al., 2011).

cop
Colesterol + H,0 + O, ———— > Colest —4 — en — 3 — ona + H,0,

Donde

COD Colesterol Oxidasa

El centro activo es de tipo FAD (Fanin Adenin Nucleétido), complementario a las de tipo
Nicotin Adenin Dinucleétido (Ignacio Dominguez Alvarez, 2017). Su actividad optima se fa a una
temperatura de 37°Cy a un pH de 7 en un medio acuoso (Maclachlan et al., 1999).

La enzima ha despertado interés como herramienta biotecnolégica para medir el
colesterol en productos lacteos y fluidos bioldgicos relevantes, a través de un acoplamiento de

la enzima colesterol oxidasa con una segunda reaccién con la peroxidasa unto con un agente
cromégeno (Chaves-Chavarria et al., 1997).

6.8 Presencia de lactosa en la leche bovina

La lactosa es un disacarido que se compone de galactosa y glucosa por una unién 8 —
1 — 4 glucosidico. Existe en dos formas isoméricas, < y [3, que se distinguen por la posicién
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de un hidroxilo. Es el Unico glucido libre en la leche, y es el componente mds comun en la leche
bovina y el mas resistente a los microbios (Sharma, Kumar, et al., 2007).

CH,0H CH,OH
OH H OH
H H
oH H 0 OH H
H H H
H OH H OH
(galactosa ) (glucosa §)

Figura 9. Estructura de la lactosa (Alais, 1985).

Esta presente en la leche bovina y constituye un 2 — 8%, medido en g/L es esperable
un valor entre 43 — 52 (NORMA Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012, 2012). En la industria,
la determinacion de la lactosa es de gran importancia principalmente porque es un indicador de
la leche recibida y e anormalidades en el compuesto. Por ejemplo, en vacas con mastitis, los
niveles de lactosa y leche son un indicador de esta enfermedad.

Las soluciones de acetato de zinc y ferrocianuro de potasio se utilizan para separar las
proteinas de la muestra de leche. Se filtra y encuentra la lactosa utilizando su caracteristica de
ser un azucar reductor directo, lo que reduce el cobre utilizando una evaluacién volumétrica. La
concentracién de lactosa en la muestra, en porcentaje (NORMA Oficial Mexicana NOM-155-
SCFI-2012, 2012):

250,V (100)(F)
M

% reductores directos en lactosa =

V' mililitros gastados de la muestra para titular la solucion de sulfato de cobre y tartrato
de sodio y potasio

M peso de la muestra
F factor del reactivo de Fehling, en gramos de lactosa
Otros métodos generalmente usados para la determinacién de la lactosa en la leche

bovina en la industria suelen ser a través de las siguientes metodologias: gravimetria,
colorimetria, cromatografia liquido-gas, y cromatografia de alta presion (Marrakchi et al., 2008).

24



Muchos de estos métodos consumen mucho tiempo o no son adecuados para la medicién in
situ en tiempo real. Es por esto por lo que se ha acrecentado el desarrollo de herramientas que
pueden monitorear el contenido de lactosa con mas facilidad, tales como la inmovilizacién
enzimatica para biosensores (Ammam & Fransaer, 2010).

Ademas, el interés industrial de la calidad de la leche para su comercializacién, es crucial
monitorear la cantidad de lactosa presente en los productos lacteos debido a la precisién de
control para la salud publica, ya que un parte de la poblacidn tiene intolerancia a la lactosa, una
condicién médica que impide la digestidn de la lactosa (Dominguez et al., 2019).

6.8.1 Lactasa

La lactasa (8 — galactosidasa) es una metaloenzima que presenta un alto rango de
especificidad. Pertenece a la familia de las glucosidasas, donde el glutamato es el sitio activo
critico (Kretchmer, 1972). La secuencia aceptada del sitio activo de la 8 — galactosidasa es
X — acido glutdmico — asparagina — glicina donde X puede ser treonina, serina, valina o
metionina (Souza et al., 2018).

Activating Interface

Long Interface

Figura 10. Estructura de la lactasa (Brian.
W., 2005).

Esta enzima se encuentra naturalmente en microorganismos, animales y plantas; en los
mamiferos se encuentra principalmente en el intestino (Sharma, Sehgal, et al., 2007). Mientras
que las B — galactosidasas para la hidrolisis de la lactosa son extraidas de levaduras, como
Kluveromyces; o extraidas de hongos como el Aspergillus oryzae.

Esta enzima es activa en forma dimérica y tetramérica. Su actividad enzimatica es baja
debajo de pH 6 y arriba de pH9, con temperaturas menores a 35°C y mayores a 40°C ; sus
condiciones optimas es a pH 7 y a 35°C (Souza et al., 2018). El peso molecular de la lactasa de
diferentes fuentes de obtencidn varia entre 67 — 630 KD (Sharma, Sehgal, et al., 2007).
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Esta enzima cataliza la hidrdlisis de la lactosa, produciendo glucosa y galactosa, tal como
podemos observar en el esquema representado en la Figura 11.

/ &i/’w
B-gal
&/JW allolactose
o Q‘(’i'l HOH | B-gal
HOH

0
lactose d

galactose glucose

Figura 11. Esquema general de la accion de la lactasa sobre la lactosa
(Brian. W., 2005).

La inmovilizacién de esta enzima ocurre mucho en el sector industrial alimenticio, para
operaciones repetitivas, especialmente en biosensores en conjunto con otras enzimas (Souza
et al., 2018).

6.8.2 Glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa es una flavoproteina que cataliza la oxidaciéon de f — D — glucosa a
D — glucono — § — lactona, que es hidrolizado a acido glucdnico (Bankar et al., 2009).

GOD .
Glucosa + 0, —— > Acido gluconico + H,0,

Donde
GOD Glucosa oxidasa

Usando oxigeno molecular, acepta electrones. Los dos pasos de esta reaccién son
reductivos y oxidativos. En la mitad reductiva, la enzima cataliza la oxidacién de la glucosa,
subsecuentemente el dinucleétido de flavina (FAD) es reducido a FADH, (Bankar et al., 2009).
En la etapa oxidativa, la enzima reducida se oxida por el oxigeno lo que da lugar al perdxido de
hidrégeno (Raba & Mottola, 1995).

Esta enzima tiene un alto valor comercial, por su interés principal en la industria,

ampliamente utilizado en biosensores (Wilson & Turner, 1992). Estructuralmente es un
homodimero constituido de dos subunidades idénticas y dos FAD (Wong et al., 2008).
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Figura 12. Estructura de la glucosa oxidasa (Khatami
et al., 2022).

La glucosa oxidasa se puede obtener a partir de algunas variedades de hongos,
principalmente del género Aspergillus y Penicillium (Montafiez et al., 2011). La actividad de esta
enzima se da dentro de los rangos de pH 4 — 7 y en temperaturas entre 20°C a 37°C, con un
peso molecular entre 150 — 186 kDa (Wong et al., 2008).

6.8.3 Peroxidasa

Las hemoperoxidasas son peroxidasas cuyos sustratos son peréxidos alquilicos y
perdxido de hidrégeno. Las catalasas son las enzimas mas afines al perdxido, mientras que las
peroxidasas son las enzimas mas afines a los alquilicos (Pefia Garcia, 2005).

Se encarga de las funciones fisiolégica de los animales, plantas y microorganismos
aerobios que elimina el perdxido de hidrégeno producido por varias flavoproteinas oxidasas
(Fernandez Martinez, 2020).

El peréxido de hidrégeno (H,0,), es un sustrato de la enzima peroxidasa, de gran interés
industrial, por lo cual se busca el desarrollo de sistemas de deteccidn sensible y selectiva del
H,0,. Existe gran interés debido a sus multiples aplicaciones practicas en la industria, por la
sencillez de deteccion con métodos colorimétricos (Sakharov et al., 1999).

La peroxidasa comercial con alta actividad se obtiene a partir del Raphanus sativus del

cual, la isoenzima C (HRP C) es la mas abundante (Gajhede et al., 1997). Estas enzimas
pertenecen a la clase lll dentro de las familias de las peroxidasas de origen bacteriano, fungico
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o vegetal, esta clasificacion estda basada en la secuencia de aminodcidos y estructura
tridimensional. Contiene tres hélices a alrededor del nucleo de la peroxidasa (Ojeda et al., 2020).

(o

N

Figura 13. Representacion de la estructura
cristalogrdfica de la HRP C (Veitch, 2004).

Las unidades en las que se mide la pureza de la peroxidasa es en RZ (reinzheitzahl), que
es la relacién entre la absorbancia a 403 y 280 nm registrada mediante espectrofotometria UV-
VIS. Valor reportado para la HRP C esta entre 3.0 y 3.4 en condiciones 6ptimas (Veitch & Smith,
2000).

Estas enzimas presentan alta estabilidad a la temperatura, observada hasta los 70°C y
tienen un rango amplio de pH de 2 hasta 12 (Vargas Ramirez, 2016). Si se somete a la enzima en
soluciones de peréxido de hidrogeno con concentraciones superiores a 15mM lo vuelven un
sustrato suicida par la enzima (Sanchez Zamorano, 2009).
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Figura 14. Ciclo catalitico de las peroxidasas (Vargas Ramirez,
2016).

7 Antecedentes

7.1  Sensores microfluidicos para aplicacion

alimenticia

La microfluidica es la ciencia y tecnologia de los sistemas que procesas o manipulan
cantidades pequefias (de 10~8 a 10718 litros) de alguna sustancia liquida. Los sensores,
dispositivos que permiten la deteccidn y el andlisis de sustancias en fluidos a nivel
microscépico, son una de las aplicaciones mas prometedoras (Whitesides, 2006).
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La aparicidn de sensores microfluidicos basados en papel sucedié en el 2007, los cuales
se aprovechan del mecanismo del movimiento del fluido que es a través de fuerzas capilares de
las microfibras del papel (Burdallo-Bautista, 2014). Estos sensores son prometedores, ya que la
mayoria de los sensores de papel adsorben fisicamente los elementos de biorreconocimiento,
lo que los convierte en dispositivos altamente eficientes. (Hossain et al., 2009).

Ofrecen ventajas relevantes sobre otros métodos tradicionales, incrementando el interés
en estos:

e Alta sensibilidad y especificidad: los sensores microfluidicos pueden detectar
cantidades muy pequefias de sustancia con precision.

e Analisis rapido: estos sensores pueden proporcionar resultados in situ en menos
tiempo.

e Volumen de muestra: requieren de poco volumen de muestra.

e Portabilidad: ideal por su tamafo pequefio, ideales para analisis in situ.

e Costo: algunos sensores microfluidicos son mas accesibles que métodos
tradicionales.

Tienen aplicaciones en diversas areas, esto incluye al sector alimenticio en la industria,
por su gran capacidad de mejoramiento de la seguridad y control de calidad.

Los métodos de deteccidn tradicionales generalmente estdn basados en el analisis
instrumental, que es preciso y confiable, pero tiene limitaciones, tales como, tiempo de
respuesta, baja sensibilidad, operacidon compleja, consumo de material y muestras (Neethirajan
& Lin, 2010). El andlisis de la seguridad alimentaria adecuada es importante para controlar la
contaminacién de la materia prima y su supervision (Gao et al., 2020b).
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Figura 15. Diferentes métodos para la fabricacion de dispositivos microfluidicos
(Jurinjak Tusek et al., 2021).

Los sensores microfluidicos en la industria alimentaria ha tomado mayor importancia
para la deteccidn y analisis de varias sustancias. Funcionan detectando y midiendo parametros
microbioldgicos en las superficies de contacto con las sustancias por analizar. Estos sensores
pueden detectar cambios en las reacciones entre el elemento de reconocimiento y el analito,
para traducirlo a sefiales medibles y que son proporcionales a la cantidad del analito presente
(Jiménez & Ledn P, 2008).
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Desarrollos destacables de sensores microfluidicos para la seguridad alimentaria se han
dado en diferentes campos; residuos de pesticidas; medicamentos veterinarios y agentes
promotores del crecimiento; bacteria patogénica y toxinas naturales (Farré et al., 2012).

7.2  Sensores colorimétricos para aplicacion

alimenticia

La colorimetria es una técnica basada en la medicion de los colores primarios
observables por el ojo humano (RGB). Su disefio esta principalmente basado en los tintes
guimio-responsivos y soportes sélidos. Funcionan detectando cambios de color, usualmente
utilizando un lector portatil para una medicién mds precisa (Xiao-wei et al., 2018).

En la industria alimenticia, los sensores colorimétricos se utilizan principalmente para
monitorear la calidad, la frescura y la deteccion de contaminantes, asi como para garantizar la
seguridad alimentaria. Estos sensores pueden detectar una variedad de sustancias, como
metales pesados, toxinas naturales, patdégenos bacterianos, pesticidas, etc (Bulbil et al., 2015).
Son simples, rdpidos y rentables para el monitoreo constante de los productos o materia prima
en la industria alimentaria (Liu et al., 2018).

Los sensores colorimétricos a base de quitosano se muestran prometedores en la
industria alimenticia mejorando la seguridad alimentaria y control de calidad, por ser rentables,

biodegradables y sensibles a las variaciones de pH (Alaya et al., 2019).

Tabla 3. Ejemplos de sensores colorimétricos en la industria alimentaria

Estrategia de

Sensor Principio - Referencia
deteccién
Se basa en las propiedades
6pticas de la nanoparticula.
Sensor Agregacién inducida por el Herbicida
colorimétrico 8ree . ) (Liu et al., 2015)
enlace de hidrogeno a atrazina.

basado en AuNp. ,
nanoparticulas de oro

modificadas con melamina.
El cambio de color de los
distintos colorantes dpticos,
Cédigo de barras  en un soporte de papel, que
colorimétrico. componen el cddigo se
debe a la emision de
compuestos volatiles.

pHy compuestos
organicos (Y. Chen et al., 2017)
volatiles.
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Sensor Se funcionaliza la Np con B-antagonistas en
colorimétrico de P alimentos de (Li et al., 2020)

aptameros. . .
AuNp. P origen animal.
Colorantes quimiorreactivos
. segun su sensibilidad,
Matrices de & - . . . .
selectividad y estabilidad. Porfirinas y (Xiao-wei et al.,
sensores . .
Con la condicién de que metaloporfirinas.  2018)

colorimétricos.
deben de tener un centro

de interaccion.

Peliculas de Pelicula de quitosano con

quitosano como  almidén, con colorante de (Silva-Pereira et al

indicador de extracto de col roja, que es  Indicador de pH. v
. : / 2015)

deterioro de sensible a los cambios de

pescado. pH.

El desarrollo de sensores colorimétricos se ha basado en la busqueda de métodos de
deteccién rapidos, econdmicos, altamente selectivos y simples que satisfagan la necesidad como
método analitico para determinar diferentes compuestos. En la Tabla 3 se proporcionan algunos
ejemplos de desarrollo de sensores colorimétricos supliendo estas necesidades. Debido a sus
propiedades épticas, quimicas, electrénicas y cataliticas, que dependen del tamaiio de la
nanoparticula, las nanoparticulas de oro son muy interesantes. Aunado a esto la
biocompatibilidad (Li et al., 2020; Liu et al., 2018; Vantasin et al., 2013).

Se describen dos usos diferentes de las nanoparticulas de oro en esta tabla. El primer
ejemplo, como método de deteccién de atrazina en agua de grifo, funcionalizando las
nanoparticulas con melamina, esperando la aglomeracién de estas en respuesta a la presencia
de atrazina, asi cambiando su color de rojo a azul del sensor (Liu et al., 2015, 2018); otro ejemplo
del uso de AuNps para desarrollo de sensores colorimétricos para detectar aditivos ilegales en
los alimentos procesados de consumo humano, tales como: formaldehido, nitritos, clembuterol,
didxido de azufre, colorante rojo sudan, ftalatos (Li et al., 2020).

Igualmente existe interés en tintes quimioresponsivos, que responden segun su entorno
guimico, interaccidn que se da entre los analitos y su centro activo acoplado con un croméforo.
Se han desarrollado sensores para responder ante los VOCs (Compuestos orgdnicos volatiles),
con el objetivo de mantener la calidad de los alimentos en el anaquel y proporcionar al
consumidor una imagen visual de su estado. En la Tabla 3. Ejemplos de sensores colorimétricos en
la industria alimentaria se describen dos ejemplos. El primero es un cddigo de barras desarrollado
en papel colocado en envolturas, para monitorear el estado de descomposiciéon de la comida.
Se indica por medio del cambio de colores, asi como la combinacidn de las barras que reaccionan
y las que no, resultando en un patréon (Xiao-wei et al., 2018). El segundo ejemplo de estos
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sensores es un cédigo de barras que cambia de color, mismo que denota el estado de
descomposicién de los alimentos (Y. Chen et al., 2017).

Finalmente, el quitosano como material base para los sensores colorimétricos tiene la
ventaja de ser un material no toxico y biocompatible, obteniéndose de fuentes renovables,
implicando también un bajo costo. Sus aplicaciones mas notables en la industria alimenticia
incluyen la creacion de revestimientos antioxidantes, cubiertas para prolongar la vida util del
anaquel y envases inteligentes que muestran la calidad del alimento. En el ejemplo de Tabla 3 se
utilizé extracto de col roja en un revestimiento de quitosano, que es reactiva al cambio de pH,
lo que indicaria el estado de descomposicidon del alimento monitoreado (Silva-Pereira et al.,
2015).

7.3  Sensores colorimétricos para la medicion de

analitos de la leche bovina

Los sensores colorimétricos se han desarrollado para multiples aplicaciones en el andlisis
de la leche bovina dentro de la industria alimentaria. Estos sensores ofrecen un medio para la
deteccién rapido, simple y portable de varios compuestos o sustancias en las muestras de leche
(Poghossian et al., 2019). Sus ventajas para el uso del monitoreo en la industria alimenticia de
la leche bovina incluyen:

e Simplicidad: ofrece un método facil de interpretar.

e Portabilidad: es un método que puede hacerse in situ.

e Costo-efectivo: a menudo son de bajo costo, lo que abre una ventana al
monitoreo de rutina.

e Procesamiento minimo de muestra: requiere poca cantidad de muestra.

e Especificidad y sensibilidad:

Algunos ejemplos del uso de sensores colorimétricos en el control de la calidad de la
leche bovina; para la deteccién de residuos de antibiéticos, resultado de su uso en el ganado
para control de procesos infecciosos y aumento de la capacidad de produccién (Diaz-Garcia et al.,
2022); para la deteccion y cuantificacion de la urea, que se eleva en caso de afadirle aditivos a
la leche (Nandeshwar et al., 2023); para la cuantificacién de sulfonamidas, que en cantidades
elevadas puede causarle dafo al consumidor (Carolina Rafanhin Sousa et al., 2021); para la
deteccidn de mastitis y cetosis en la leche bovina, como monitoreo del bienestar de las vacas
(Thiruvengadam et al., 2020); incluso existen sensores para los propios alérgenos de la leche
misma (Nehra et al., 2020).
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En el caso de monitorear la calidad de la leche, con el propdsito de cuidar los estandares
de ésta, podemos encontrar lo siguiente:

Tabla 4. Sensores colorimétricos para el monitoreo de los analitos de la leche bovina.

Estrategia de

y Referencia
deteccion

Sensor Principio

La acidez de la leche es un
marcador de su estado.
Sensor de un nanocomposito
de polipirrol/plata depositado

Sensor
colorimétrico

para el sensado (Voskoboynikova

Indicador de pH. etal., 2021)

delpH dela . .

P guimicamente en fibra de
leche. L

poliéster.
Deteccidén .
s . Deteccién de VOCs.
colorimétrica de  Sensor colorimétrico basado o -
, . Esto indica el estado  (Ziyaina et al.,

compuestos en nanoparticulas de Si0, y .

o . . de descomposicion 2019)
volatiles reactivo de Schiff.

L de la leche.
organicos.
Cuantificacién AuNps estabilizadas con
colorimétrica del almiddn. Se basa en la Basado en el cambio
contenido de estabilizacion de las proteinas  de color inducido en  (Vantasin et al.,
proteina que inhibe la agregacién de la presencia de 2013)
presente en la las Nps inducida por el acido proteinas.
leche bovina. clorhidrico.

Con los ejemplos brindados en la Tabla 4 podemos destacar los beneficios de la creacién
en este tipo de sensores para el monitoreo de la leche bovina en la industria, en cualquier
instancia de la cadena de produccién; reduciendo las pérdidas de producto y los costos de
monitoreo. El primer sensor mide el pH, basandose en el conocimiento de que la acidez es un
marcador del estado de la leche, esto debido al crecimiento de bacterias acido-lacticas. Este
propone un sensor quimico dptico, reactivo al pH, cambiando de rojo a verde segun su acidez o
alcalinidad respectivamente, disefiado para monitorear la leche envasada en anaquel
(Voskoboynikova et al., 2021).

En el caso del segundo sensor citado en la tabla, se basa en la deteccién de los
compuestos organicos volatiles (VOCs) liberados por las bacterias acido-lacticas, con el propdsito
de monitorear a la leche en anaquel. Es un sensor colorimétrico basado en nanoparticulas de
didxido de silicio (Si0,), en presencia de los VOCs se produce un cambio de color de rosa a
morado, segun el estado de descomposicion de la leche (Ziyaina et al., 2019).
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Por ultimo, un método analitico colorimétrico para cuantificar el contenido de proteina
presente en la leche bovina. Este método se desarrollé con base en el poder de estabilizacion
de las proteinas que inhibe la agregacion de las nanoparticulas inducida por acido clorhidrico;
el cambio resultante por la agregacion de las nanoparticulas de oro (AuNps) estabilizadas con
almidén presenta un cambio de color de rojo a azul, seglin la cantidad de proteinas presentes
(Vantasin et al., 2013). Cabe destacar, que, al ser métodos colorimétricos, hace posible la lectura
de resultado a simple vista, sin la necesidad de procesos largos y especializados.

8 Metodologia
8.1  Preparacion

Para llevar a cabo el estudio, se utilizd leche bovina como material de analisis obtenida
de manera comercial, mediante la compra de diferentes marcas y tipos de leches en tiendas y
supermercados locales. Se hicieron pruebas enzimaticas con muestras representativas de cada
analito y concentraciones de interés de los analisis correspondientes en una solucién de buffer
de fosfatos de pH 7.

8.2  Diseno de prototipo

Figura 16. Diseno del dispositivo microfluidico colorimétrico

Disefio propuesto para la canalizacién de la leche bovina hacia tres sensores
colorimétricos, en las cuales estan inmovilizadas las enzimas correspondientes a cada analito,
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con el fin de simplificar la presentacidn visual de los resultados. Las dimensiones estan
expresadas en centimetros (Figura 16). La inclusidn de la imagen de la vaca se limita a
propdsitos estéticos.

8.3  Sintesis de nanoesferas de quitosano

El quitosano de bajo peso molecular se disolvera en tres soluciones acuosas de acido
acético glacial (0.5,1.0 y 1.5% v/v) para formar una solucién de concentracién final de
1.25mg/ml. Esta solucidn se mantuvo en agitacion por 24 h a temperatura ambiente
utilizando agitador magnético. El pH inicial resultante es de 4.7 usando una solucién de
NaOH 1N.

La solucion fue filtrada a través de una jeringa con un tamafio de poro de 0.45 um para
la remocion de particulas insolubles. El tripolifosfato de sodio (TPP) fue preparado y disuelto
en agua ultrapura a una concentracion final de 0.56 mg/ml con ayuda de agitacion magnética.
El TPP fue agregado gota por gota con una jeringa 2 ml en la solucién de 5 ml de quitosano
para la elaboracion de las nanoparticulas de QTPP.

La mezcla se mantuvo en constante agitacién durante 30 min a temperatura ambiente.
La suspension resultante con las nanoparticulas se centrifugé a 3200 rpm por 20 min.

8.4  Inmovilizacion de enzimas en nanoparticulas de

quitosano

Mediante reactivos cromogénicos correspondientes a los marcadores de lactosa,
colesterol y acido lactico, para detectar a este marcador se usé una mezcla de enzimas: Xantina
deshidrogenasa/Xantina oxidasa, y el adecuado colorante de respuesta y pH.

1. Para la deteccidon de lactosa se utilizara una mezcla de enzimas: lactasa oxidasa,
glucosa oxidasa y peroxidasa; y un colorante de respuesta propio, 4 —
aminofenazona.

2. Para la deteccién de lactato se utilizd la siguiente mezcla de enzimas: lactato
oxidasa y peroxidasa; y un colorante de respuesta propio, 4 — aminofenazona.
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3. Porultimo, para la deteccion de colesterol se utiliza la siguiente mezcla: colesterol
oxidasa y peroxidasa; y un colorante de respuesta propio, 4 — aminofenazona.

8.5  Analisis colorimétrico cuantitativo para

determinar las concentraciones de los marcadores

Se realizé un andlisis colorimétrico en donde se tomaron muestras del biofluido sobre
papel de filtro y éste fue insertado en depdsitos de contencidn. Las respuestas colorimétricas de
cada ensayo sobre los rangos tipicos de concentracion para cada una de las quimicas objetivo
proporcionaron informacién espectral para los marcadores de referencia de color del nimero
de seinales e intensidad de estas, de la absorbancia y longitud de onda que se obtuvo de cada
una. El ensayo de pH fue con un indicador comercial.

8.6 Ensayo enzimatico del colesterol oxidasa

El ensayo enzimatico se basa en la siguiente reaccion:

Colesterol oxidasa

Colesterol + 0, H,0, + 4 — Colesten — 3 — rol

. L . Peroxidasa . Lo i
H,0, + o — Dianisidina(reducido) —— 2H,0, + o — Dianisidina(oxidado)

Tomando en cuenta las siguientes condiciones:
T =25°C,pH=17.5

El proceso de ensayo de Sigma Aldrich es un método colorimétrico, para la
determinacién del colesterol oxidasa se describe a continuacidn, tanto para las pruebas como
para el blanco. Se prepararon diferentes soluciones para poder llevar a cabo el ensayo:

e Solucion 50mM de buffer de fosfato potdsico, Ph 7.5.
Se prepar6 una solucion de fosfato de potasio 6.8M g/ml en agua destilada, y se
ajustd el pH con KOH 1M a 25°C.
e Solucién o — Dianisidina 1% (/).
Se prepard 10.0 mg/ml en el Buffer de fosfatos.
e Colesterol 0.5% (/) con solucién de Tritén 10% ("t/,).
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Se disolvieron 500mg de colesterol en 10ml! de triton. Se calentd la solucidn en
constante agitamiento hasta la clarificacién de esta. Después, lentamente se
agrego 90ml de agua destilada a una temperatura entre 70 — 80°C. Se continud
con agitandose la soluciona esa temperatura durante 10 minutos.

e Solucion de peroxidasa.
Se preparo una solucion de 100 u/ml de peroxidasa en agua destilada.

e Solucion de colesterol oxidasa.
Se prepard una solucién de 0.1 — 0.2 u/ml de colesterol oxidasa en el buffer de
fosfatos.

Para la prueba, se prepard una solucién de reaccidon pipeteando en un contenedor
adecuado, 40ml de la solucién de buffer de fosfatos y 0.50m | de la solucién de o —
Dianisidina. Se mantuvo en agitacién para ajustarelpHa 7.5con 0.1 M HCl o KOH segun sea
necesario.

Se colocaron los siguientes reactivos en contenedores adecuados:

Tabla 5. Reactivos utilizados en la prueba en ml

Prueba Blanco
Solucion de reaccidn 2.70 2.70
Solucion colesterol 0.10 0.10
Solucion de peroxidasa 0.10 0.10

Se anaden las soluciones de acuerdo con la prueba:

Buffer - — = 0.10

Solucién de colesterol

oxidasa 0.10 S

Posteriormente se leen las absorbancias del blanco y de las pruebas a una longitud de
onda de 500 nm. Aproximadamente cada cinco minutos se toma la medicidon nuevamente.

Los calculos se hacen de la siguiente manera:

Unidad  (AsponmPrueba — AsoonmBlanco)(3.0)(df)
ml enzima (7.5)(0.10)
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Donde:
3.0 Volumen total del ensayo (ml)
df Factor de dilucién
7.5 Coeficiente de extincion milimolar de la 0 — Dianisidina oxidada a 500nm

0.10 Volumen en mililitros de la enzima usada

; Unidades
Unidades  _ /ml de enzima
mg de solido mg sc')lido/
ml enzima
. Unidad
Unidades  _ /ml de enzima
mg de proteina  mg Sélido/ .
mg enzima

8.7  Ensayo enzimatico lactosa

El ensayo se basa en lo siguiente:

Lactosa oxidasa
p — Lactosa + H,0 ——— > D — Glucosa + D — Galactosa

Glucosa oxidasa , ..
D — Glucosa + 0, + H,0 —— > Acido gluconico + H,0,

. L . Peroxidasa . Lo i
H,0, + o — Dianisidina(reducida) ——— H,0, +0 — Dianisidina(oxidada)

Tomando en cuenta las siguientes condiciones:
T =37°C,pH =7.3

El proceso de ensayo de Sigma Aldrich es un método colorimétrico, para la
determinacién del colesterol oxidasa se describe a continuacion, tanto para las pruebas como
para el blanco. Se prepararon diferentes soluciones para poder llevar a cabo el ensayo:

e Se prepard 100 ml de buffer de potasio monobasico 100mM en agua destilada.
e Solucion de Buffer de Fosfatos de Potasio 100mM en agua destilada.
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e Solucién de Lactosa al 1.0% (/).

Se prepard 40mL con el Buffer de Potasio Monobasico.
e Solucién de Sulfato de Magnesio 100mM.

Se prepararon 5ml.
e Solucion de o-Dianisidina 6.3mM.

e Solucién de Peroxidasa-Glucosa oxidasa, conteniendo 3 —5u/ml en 100 ml

agua desionizada.
e Se preparé una solucién de Glucosa de concentracion 100g/1.

e Solucion de la enzima Lactasa, conteniendo 3 — 5 u/ml, en solucién de Buffer de

Fosfatos.

Para el procedimiento se colocaron los reactivos en diferentes contendores, las

siguientes cantidades:

Tabla 6. Cantidades en ml de reactivo usados para el ensayo enzimatico de la lactasa.

Prueba Blanco
Buffer de Fosfatos 0.70 0.70
Solucion de Lactosa 4.00 4.00
IS\;I):;?;);:e Sulfato de 0.20 0.20

Posteriormente, se equilibra la temperatura a 37°C y se afiade lo siguiente:

Solucion de Lactasa 0.10 - ——
Solucién d(? Peroxidasa- 1.00 1.00
Glucosa oxidasa

Solucién o-Dianisidina 6.00 6.00

Posteriormente se leen las absorbancias del blanco y de las pruebas a una longitud de
onda de 510 nm. Aproximadamente cada cinco minutos se toma la medicién nuevamente.

Los calculos se hacen de la siguiente manera:

Asionmmuestra = AsqonmPrueba — AsqonmBlanco
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Unidad (umoles de glucosa)(6)
ml enzima (0.2)(30)(0.1)

Donde:

6 = Volumen (ml) usado de o-Dianisidina.

0.2 = Volumen (ml) usado de sol. De Sulfato de Magnesio.
30 = Tiempo del ensayo (min) por la definicién de unidad.
0.1 = Volumen (ml) de enzima usada.

Definicion de unidad:

Una unidad hidrolizard 1.0 umol de Lactosa a Glucosa y Galactosa por minuto a pH 7.3

a37°C.
, Unidades
Unidades _ / ml de enzima
mg de s6lido  mg Sélido/
ml enzima
) Unidad
Unidades /ml de enzima

mg de proteina  mg S(’)lido/
mg enzima

8.8  Ensayo enzimatico del lactato oxidasa

El principio del ensayo se basa en lo siguiente:

LOX
Lactato + O, — Piruvato + H,O0,

Peroxidasa

2H,0, + 4AAP + DMA —— Quinoneimina + H,0,
Tomando en cuenta las siguientes condiciones:

T =37°C,pH = 6.5
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El ensayo de sigma-aldrich es a través de una determinacidn espectrofotométrica para
la determinacién del lactato oxidasa se describe a continuacidn, tanto para las pruebas como
para el blanco. Se prepararon diferentes soluciones para poder llevar a cabo el ensayo:

e Buffer 200mM de Acido 3,3-Dimetilglutdrico, ajustado a un pH de 6.5 com
NaOH.

e Solucion de 4-Aminosntipirina 15mM.

e Solucidn de acido lactico 500mM.

e Solucion de la enzima peroxidasa, 50 u/ml.

e Buffer de Fosfato de Potasio 10mM con 0.010mM de FAD (Dinucledtido de
Adeninay Flavina).

e Solucién de N, N — Dimetilanilina 0.2%(Y/;).

o 0.25%(P/},) de solucién de 4cido dodecilbencesulfonico (DBS).

e Solucion de la enzima lactato oxidasa 0.1 — 0.2 inodad /ml.

Se preparo la solucién de reaccidn utilizando las siguientes cantidades de los reactivos:

Tabla 7 solucidn de reaccion para el ensayo enzimdtico del lactato oxidasa.

mL
Buffer de Acido 3,3-Dimetilglutdrico 2.00
Solucién de peroxidasa 1.00
Solucion de 4-Aminostipirina 1.00
Solucion de acido lactico 1.00
Agua destilada 3.00

Posteriormente se prepararon los reactivos (en ml) para el ensayo enzimatico,
procurando mantener una temperatura de 37°C.

Prueba Blanco
Solucion de reaccién 0.80 0.80
Solucién de Dimetilanilina 0.20 0.20
Solucion de lactato oxidasa 0.020 - — =
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Buffer de fosfatos - — = 0.020
Solucion de DBS 0.20 0.20

Los calculos se hacen de la siguiente manera:

Unidad  (AsesnmPrueba — AsgsBlanco)(3.02)(df)
mg enzima (35.33)(0.5)(10)(0.02)

Donde:

3.02 = volumen total del ensayo

df =Factor de dilucion

35.33 = Coeficiente de extincién milimolar del colorante Quinonediimina a 565 nm

0.5 = Factor de conversidn basado en que un mol de H,0, produce medio mol de colorante
Quinonediimina

10 = Tiempo de ensayo segun la definicién de unidad
0.02 = Volumen (en ml) de enzima

Unidad
/ ml enzima

Unidad _
/mg solido ~ mg Solido/
ml enzima

Definicidn de unidad: Una unidad oxidara 1.0 umolar de L-lactato a piruvatoy H,0, por
minuto a un pH 6.5 a 37°C.
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9 Resultados y discusion

9.1 Nano-esferas de quitosano

9.1.1 Caracterizacion SEM

La microscopia eiectrénica de barrido SEM es una técnica que utiliza un haz concentrado
de electrones para la obtencidon de imdagenes de la morfologia y microestructura de los
materiales (Omidi et al., 2017). Se ha utilizado ampliamente en el estudio de nanoparticulas
(Clavijo, 2013).

Pueden alcanzar resoluciones superiores a 1 nandmetro y son capaces de realizar andlisis
de puntos seleccionados de la muestra(Zhou et al., 2007). Los parametros del proceso de sintesis,
como el nivel de acetilacidn del quitosano, el pH de la solucién, la concentracién de quitosano
utilizada, la presencia de surfactantes y otros aditivos, determinan el tamafio de las
nanoparticulas de quitosano (Dutta et al., 2022; Singh et al., 2021). Se han reportado que el
tamafio de las Nps sintetizadas por el método de gelacidn idnica se encuentran en un rango de
10 — 1000nm (Khanmohammadi etal., 2015; Rosyada etal., 2019). El tamafio de la
nanoparticula afecta directamente las propiedades de; estabilidad, biocompatibilidad y
biodegradabilidad (Mikusova et al., 2021).

al cOME

SU3500 10.0kV 10.5mm x1.40k SE 08/30/2023 40.0pm.  SU3500 10.0kV 10 5mm x1.40k SE 08/30/2023

Figura 17. Imagen SEM de las nanoesferas de quitosano obtenidas. a)
Imagen SEM con resolucidon de 40um, b) Paneo de algunas nanoparticulas.

Se obtuvieron las imagenes SEM de las nanoparticulas de quitosano sintetizadas, como
se muestran en la Figura 17. Se midieron los didmetros de las nanoparticulas, obteniendo un
promedio de aproximadamente 1256.0031nm, considerando su morfologia como esféricas. En
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la Figura 17 b), se tomaron aleatoriamente nanoparticulas para su medicion, donde se observan
valores cercanos al promedio.

Se obtuvieron nanoparticulas con diametros que oscilaban entre 80 y 353nm, y mas del
50% del material obtenido estaba cerca del didmetro promedio descrito en la literatura. Es
importante mencionar que la distribucion tan amplia de los didmetros se debe a la propia
naturaleza del método de sintesis seleccionado, que es la gelacidn idnica. Es posible que también
sea el resultado de la velocidad de aglomeracion de la solucién de nanoparticulas de quitosano.

9.1.2 Caracterizacion Raman

La espectroscopia Raman es una técnica analitica no destructiva que proporciona
informacidon detallada sobre la cristalinidad, la polimorfia, la estructura quimica y las
interacciones moleculares de un material. Los materiales de baja frecuencia pueden
experimentar transiciones como la vibracidén y rotacién (Warsito & Agustiani, 2021).

Estd basado en la interaccién de la luz con los enlaces quimicos de la materia, y
dependiendo de la estructura quimica del analito, la radiacién incidente se dispersa en las
moléculas vibrantes a diferentes longitudes de onda, produciendo un espectro Raman (Bumbrah
& Sharma, 2016). El espectro de vibracién Raman es comunmente utilizado para determinar los
modos de vibracién de las moléculas y provee de una “huella dactilar” caracteristica de cada
molécula para la identificacion de los materiales (Xu et al., 2018). Puede ser aplicado para
analizar sélidos, polvos, liquidos, etc.

Este tipo de espectroscopia se ha utilizado anteriormente para la caracterizacion de las
nanoparticulas del quitosano, con estudios que identifican cambios especificos en el material
(Ren et al., 2014). Esta técnica también se ha aplicado para determinar el grado de acetilacién
del quitosano, y para estudiar el rendimiento de las nanoparticulas de quitosano en una
variedad de contextos, como sistemas de liberaciéon de farmacos, aditivos alimenticios,
clarificadores de agua y soportes para enzimas (Zajac et al., 2015).

Se ha reportado las bandas caracteristicas de las nanoparticulas de quitosano del
espectro Raman, aparecieron en los correspondientes a la vibracion de estiramiento de los
anillos (969cm™1, 1212cm™1, 1325cm™1) y principalmente a la vibracion de estiramiento C —
H del epéxido (2837cm™1), que también son los picos especiales del quitosano (Ren et al.,
2014)(Figura 18).

De igual manera, en la literatura se pueden encontrar un pico caracteristico 1378cm ™!
que sugiere el doblamiento del enlace P — O, el cual podemos observar ligeramente en el
espectro resultante; mientras que, otro pico caracteristico reportado seria el de la banda
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Amida I (2857cm™1), con posible variacién dependiendo el grado de acetilacién del quitosano
(Piri-Gharaghie et al., 2022).

Por ultimo, existe evidencia alrededor de 1550cm™1. Asociada principalmente con la
flexion del enlace N-H y la vibracion de estiramiento del enlace C-N. Lo cual se ve reflejado en el
espectro obtenido en este trabajo (Ren et al., 2014).
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Figura 18. Espectro Raman de las nanoesferas de quitosano.

9.2 Biosensor de colesterol

9.2.1 Evaluacion de la actividad enzimatica de la enzima colesterol

oxidasa inmovilizada y en estado libre dependiente del pH

La Figura 19; se puede observar que el pH ideal en estado libre se encuentra en el rango
de 7.0 a 8.0, encontrando un pico en 7.5, comparandolo con la literatura donde se reporta un
pH 6ptimo de 7.0 en un medio acuoso, aunque la actividad puede variar considerablemente
(Maclachlan et al., 2020).

De manera similar, se realizaron evaluaciones de la actividad enzimatica en dos soportes:
macroesferas de quitosano (MEQ) y nanoesferas de quitosano (NEQ). Se puede observar que la
enzima inmovilizada en MEQ tiene una actividad enzimatica mas deficiente.
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La actividad enzimdtica disminuye en los valores menores a 7.0 y valores mayores a 8.0
tanto para la enzima inmovilizada en diferentes soportes como en estado libre. Ademas, se
puede observar que las acciones de las enzimas libres son similares a las de las enzimas
inmovilizadas en NEQ, lo que indica una mayor estabilidad del pH.

El valor 6ptimo del pH puede variar segin los materiales de soporte para la
inmovilizacidén, segln su estructura y ambiente en el que estdn sometidos, el valor del pH
depende de la carga de la enzima y de la matriz a la que estd sujeta (Akkaya et al., 2009). Los
nanomateriales poseen el tamaio ideal para la inmovilizacién de enzimas, siendo su area
superficial mayor que los soportes convencionales, lo que brinda una relacién
volumen/superficie deseable (Ghosh et al., 2018).
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica de la colesterol oxidasa
inmovilizada sobre diferentes soportes.

9.2.2 Evaluacion de la actividad enzimatica de la enzima colesterol

oxidasa inmovilizada y en estado libre dependiente de la temperatura

Se determind la temperatura ideal para la actividad enzimatica de la enzima COX libre e
inmovilizada en soportes de NEQ Y MEQ. Se sometié a condiciones de temperaturas
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crecientes, en un rango de 15 a 65°C con intervalos de 10°C cuyos resultados se muestran en
la Figura 20.

Las caracteristicas de la enzima libre e inmovilizada se compararon variando la
temperatura, se puede observar que la actividad de la enzima aumenta a partir de los 30°C,
pasando por la temperatura éptima de 40°C, después de esta temperatura hasta los 45°C
donde la actividad va disminuyendo, lo que se puede atribuir a la desnaturalizacién de la
enzima, lo reportado en la literatura comienza desde los 50°C (Vrielink & Ghisla, 2009).
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica de
la colesterol oxidasa inmovilizada sobre diferentes soportes (micro y
nanoesferas de quitosano).

La temperatura dptima reportada en la literatura encontramos que es de 37°C (Ghosh
et al., 2018). Podemos ver que el comportamiento de la enzima inmovilizada en MEQ presenta
menor estabilidad a diferencia de la enzima libre que muestra una mejor estabilidad a
temperaturas bajas, mientras que la enzima inmovilizada en NEQ mostré un mejor
rendimiento o actividad del grupo de 40°C en adelante.
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9.2.3 Acoplamiento enzimatico del colesterol oxidasa sobre diferentes

soportes

La inmovilizacién enzimatica en soportes de quitosano con aplicacidn en biosensores es
un drea de gran interés con el objetivo de mejorar las caracteristicas de las enzimas
inmovilizadas (Larez Veldsquez, 2006). Esto debido a las mismas propiedades del material: alta
afinidad por las proteinas, naturaleza no téxica y compatibilidad fisioldgica (Salazar-Leyva
et al., 2013).

El quitosano tiene grupos funcionales que hacen posible este acoplamiento, tales como
poliamina, amino e hidroxilo, los cuales confieren estabilidad a los soportes portadores. Los
multiples grupos funcionales que facilitan la union entre la enzima y el quitosano (Verma et al.,
2020).

En la Figura 21 podemos observar la curva de acoplamiento, resultado de la
inmovilizacién de la enzima colesterol oxidasa sobre un soporte de MEQ y de NEQ. En el caso
de las MEQ, existe un cambio abrupto en la enzima inmovilizada a partir del minuto 15; los
resultados se mantuvieron aproximadamente en el mismo valor de porcentaje de eficiencia de
inmovilizacién. En el caso de las NEQ, se observa un comportamiento similar; se puede notar
un cambio repentino a partir del minuto 20, con un ligero porcentaje mayor de eficiencia a
partir de ese momento, estabilizdndose en un porcentaje de 82% aproximadamente.

Se encuentra que el mejor acople de la enzima colesterol oxidasa lo exhibe las NEQ, en
un porcentaje del 82%, utilizando 1 g/mL de concentracion para la experimentacion.
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Figura 21. Acoplamiento de la enzima colesterol oxidasa sobre
diferentes soportes (macroesferas y nanoesferas de quitosano).

La inmovilizacidn ofrece ventajas en la estabilidad bioquimica de la enzima, como Ia
tolerancia a las temperaturas altas y al pH. Aunque ninguna técnica puede inmovilizar por
completo la enzima, cabe recalcar que es un resultado satisfactorio.

9.2.4 Pruebas colorimétricas para la deteccion enzimatica de colesterol
con la enzima colesterol oxidasa

9.2.4.1 Determinacion colorimétrica de colesterol por distancias euclidianas

La distancia euclidiana en el espacio RGB (Red, Green, Blue por sus siglas en inglés) se
utiliza habitualmente en el analisis de imagenes para representar la diferencia de color entre
dos objetos en funcion de sus componentes rojo, verde y azul. Esta distancia puede utilizarse
para medir una distincion entre colores, la diferencia entre dos colores corresponde
aproximadamente a lo que el ojo humano puede percibir (Fan et al., 2021).
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Las diferencias de color de una imagen pueden medirse objetivamente si se aplica la
distancia euclidiana. Esto se consigue cuantificando la distancia entre los valores RGB de los
pixeles, por color, de la imagen. El calculo se hace de acuerdo con la ecuacién de distancia RGB,
herramienta que ayuda a medir las diferencias de color con precisiéon (Antonio et al., 2009).

DE = i/(RM - RB) + (GM - GB) + (BM - BB)
Donde
DE es la distancia euclidiana

R, G y B son los valores promedio de los componentes de color rojo, verde y azul
respectivamente.

M es la muestra
B es para el blanco, que no contiene la enzima, por lo que no tiene reaccién quimica

En la Figura 22 se puede observar la descomposicion de los valores RGB obtenidos en
las pruebas colorimétricas donde se encontraron valores para las concentraciones de
colesterol en las componentes R, G y B, que se encuentran dentro del rango establecido para
las pruebas colorimétricas, incluido el blanco. Se puede apreciar una tendencia para cada
componente, donde las tres componentes van de manera descendiente, a una tasa diferente
en cada una.
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Figura 22. Descomposicion de los valores RGB obtenidos en las
pruebas colorimétricas de la enzima colesterol oxidasa.

La distancia euclidiana determina la diferencia que existe entre dos colores, lo que nos
provee informacién de como el color cambia conforme al tiempo transcurrido para diferentes
concentraciones de colesterol presente en la muestra, lo que nos permite detectar de manera
colorimétrica los resultados.

Nos permite visualizar que el componente dominante es el R; a simple vista, se puede
esperar un color rojizo, tornando a mas oscuro por las otras componentes conforme va
aumentando la concentracion del colesterol.

Después de obtener las componentes RGB para cada concentracién de colesterol, se
realiza un analisis cuantitativo para relacionar las concentraciones de colesterol con la distancia
euclidiana, en la Figura 23 se muestra la curva de calibracidon para la determinacién de la
concentracién de colesterol a partir de los valores RGB por el método de distancias euclidianas;
en la cual se puede observar que conforme va aumentando la concentracion del colesterol, el
valor de la distancia euclidiana incrementa, lo que aprecia una relacién proporcional.

53



250
[ ]
200 4
g | f
g
S 150 + /
©
S |
E /
© .
S 100 o
c
8
/
0O 504
04 [ ]
T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Concentracion de colesterol (ug/mL)

Figura 23. Curva de calibracion para la determinacion de la
concentracion de colesterol a partir de los valores RGB por el método de
distancias Euclidianas.

La Figura 24 muestra un modelo de regresién creado a partir de los resultados de la curva
de calibracidn en la Figura 23 y nos permite explicar la relacién lineal existente entre la distancia
euclidiana calculada y la concentracion del colesterol.

Para verificar la eficiencia del modelo evaluando la calidad de ajuste con el coeficiente
de determinacién R?, cuyo valor esta acotado entre 0 y 1. En el modelo propuesto, arroja un
valor de 0.98563, lo que sugiere que la relacidn entre las variables es predictiva. Aunado a esto,
al observar el coeficiente de Pearson, que emite un valor de 0.99279 se puede afirmar que
existe una correlacion lineal positiva. Por ultimo, el valor residual es de 17.11691, que es la
diferencia entre cada valor de la variable respuesta del experimento y la predicha por el modelo.
Al tener un residuo relativamente pequefo y positivo, podemos confirmar que la tendencia de
los valores RGB conforme aumenta la concentracidn del colesterol de la prueba es de aumento
y que tiene un margen de error relativamente pequefio, lo que confirma la fidelidad del modelo.
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Figura 24. Regresion lineal para la curva de calibracion para la
determinacion de concentracion de colesterol.

Una vez obtenidos los valores positivos se cred un mapa de colores en el espacio RGB
para distinguir facilmente los cambios de color que se produjeron durante la prueba de la enzima
colesterol oxidasa. Como se puede observar, a medida que aumenta la concentracién en un
rango determinado, el color que emitimos se vuelve cada vez mas oscuro Figura 25. El propdsito
de este mapa de colores es representar el valor RGB de manera visual.
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Figura 25. Mapa de colores em el espacio de color RGB para cada
una de las concentraciones de colesterol en la prueba colorimétrica de la
enzima colesterol oxidasa.

En la figura Figura 26 se muestra el perfil de color CIE 1931 como respuestas
colorimétricas de las pruebas para la deteccidn de colesterol con el sistema de colesterol oxidasa
y o-Dianisidina.

La Comision Internacional de iluminacién (CIE) desarrollé este espacio de color en 1931,
creando una conexidn numérica entre las longitudes de onda del espectro visible y los colores
que percibe el ojo humano (Ravi et al.,, 2015). El espacio de color CIE 1931 es util para la
deteccidn colorimétrica porque tiene una definicion matematica clara y puede representar con
precision los colores utilizando valores X, Y, y Z, lo que permite realizar mediciones vy
comparaciones precisas del color (Agoston, 1979).

La especificacion del estimulo de color necesita de tres parametros; la distribucién de la
radiacion del iluminante, el grado de reflexién del objeto, y de la funcidén colorimétrica del
observador estandar. En un diagrama de este tipo, el borde representa una saturacién maxima,
mientras que en el centro existe un punto acromatico (Chrisment, 1997).

El diagrama de cromaticidad obtenido muestra que los valores de la prueba colorimétrica
del colesterol oxidasa estan en los colores rosa a anaranjado.
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Diagrama de cromaticidad

Figura 26. Distribucion de colores obtenidos para la prueba
colorimétrica de la enzima colesterol oxidasa en el diagrama de cromaticidad
CTE 1931 obtenido del algoritmo de lectura en mediciones de colesterol.

Se puede observar en la Figura 27 de una manera mas cercana la distribucién de los
colores resultado de las concentraciones de colesterol, observando una tendencia en aumento,
lo que implica un oscurecimiento del color.
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Figura 27. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de cromaticidad CTE
1931 para la prueba colorimétrica de la enzima colesterol oxidasa.
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9.3 Biosensor de lactosa

9.3.1 Pruebas colorimétricas para la deteccion enzimatica de colesterol

con colesterol oxidasa

El biosensor de lactosa aprovechara el mecanismo de formacion de peroxido de
hidrégeno a partir de la lactosa, en una secuencia de reaccion como se observa a continuacion:

Lactosa oxidasa
p — Lactosa + H,0 ——— > D — Glucosa + D — Galactosa

Glucosa oxidasa , | ..
D — Glucosa + 0, + H, O —— Acido gluconico + H,0,

. Lo . Peroxidasa . Lo .
H,0, + o — Dianisidina(reducida) ——— H,0, +o0 — Dianisidina(oxidada)

Al reaccionar el peréxido con la enzima peroxidasa, cuantificamos colorimétricamente
mediante una oxidacidon del agente cromogénico o-Dianisidina, lo que produce el color

resultante observados en los resultados.

En la Figura 28 se puede observar los componentes R, G y B, para las concentraciones de
lactosa para las pruebas colorimétricas. Se observa una correlacién negativa entre la
concentracién de lactosa y la presencia de los tres componentes. La componente R, al ser la mas
abundante, influye significativamente en la coloracién resultante, esperandose tonos cercanos

al naranja.
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Figura 28. Descomposicion de los valores RGB obtenidos en las
pruebas colorimétricas de la enzima lactasa.

Después de la obtencion de los componentes RGB para las concentraciones continuamos
con el analisis cuantitativo, usando la ecuacién de distancias euclidianas. Como se puede ver en
la Figura 29 se relaciona la distancia euclidiana con la concentracion de lactosa, obteniendo una
curva de calibracién y realizando un ajuste lineal para su evaluacidn. En el andlisis podemos
apreciar una respuesta lineal relevante con un coeficiente de determinacién R? de 0.9798,
relacionandolo con su valor de cuadrados residual RSS de 72.57, el cual nos indica que el ajuste
del modelo es bueno, se puede decir que la relaciéon es predictiva. Ademas, al observar el
coeficiente de Pearson, que nos arroja un valor de 0.98985 afirmamos que existe una
correlacién lineal positiva.
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Figura 29. Regresion lineal para la curva de calibracion para la determinacion de
concentracion de lactosa.
En la Figura 30 se cre6 un mapa de colores en el espacio de color RGB a partir de las

pruebas colorimétricas de la enzima lactasa. Esto permite observar como los colores se
comparan con la concentracién de lactosa en la muestra.
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Figura 30. Mapa de colores en el espacio de color RGB para cada una de las
concentraciones de lactosa en la prueba colorimétrica de la enzima lactasa

Se extrajo un diagrama de cromaticidad CIE 1931, en la Figura 31 donde se ilustra en que
regién se encuentran los valores de las pruebas colorimétricas, en este caso podemos decir que
se localizan en la regién del blanco al rosa-naranja, mismos que podemos ver plasmados en el
mapa de colores.

Diagrama de cromaticidad

Figura 31. Distribucion de colores obtenidos para la prueba colorimétrica de la
enzima lactasa en el diagrama de cromaticidad CTE 1931 obtenido del algoritmo de lectura en
mediciones de lactosa.

Para ver la distribucién de las concentraciones del analito en el diagrama de
cromaticidad, se acercé a la regidén XYZ, en la Figura 32. Donde podemos observar que hay
cierta tendencia visual, excepto por el valor final, debido a la forma general del diagrama de
cromaticidad, que proporciona una buena relacion de concentracion con los colores mas
saturados. No se pueden observar puntos donde la tendencia cambie, la saturacién va en
aumento casi constante, incluyendo el ultimo valor, aunque se satura con otra tonalidad,
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pasando de naranja a una tonalidad mas rosacea-roja. Se puede inferir que el modelo refleja
con la saturacidén directamente la concentracién de la lactosa presente en el analito.

Region en XYZ

0.34 0.36 0.38 0.4 0.42 0.44

Figura 32. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de
cromaticidad CIE 1931 para la prueba colorimétrica de la enzima lactasa.

9.4 Biosensor de acido lactico

9.4.1 Pruebas colorimétricas para la deteccion enzimatica de acido

lactico con lactato oxidasa

De igual manera, se calcularon las distancias euclidianas de los componentes RGB de los
resultados de las pruebas colorimétricas de colesterol oxidasa, en la Figura 33 se pudo observar
las tendencias de las diferentes componentes. En el caso del componente R, podemos decir que
no existe mucho cambio, sin embargo, para los componentes G y B el caso es diferente, su
tendencia es decreciente conforme la concentracion de acido lactico aumenta, con un ritmo

diferente entre si. En esta grafica visualizamos que el color predominante es el rojo.
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Figura 33. Descomposicion de los valores RGB obtenidos en las
pruebas colorimétricas de la enzima lactato oxidasa.

Después de obtener los componentes RGB para las diversas concentraciones del
analito, pasamos al analisis cuantitativo. La curva de calibracidn, que se presenta en la Figura
34 existe una relacién directamente proporcional entre las dos variables, mostrando una
tendencia a aumentar en relacion con las distancias euclidianas y la concentracion de acido
lactico.

La curva de calibracion a partir de la regresién lineal nos indica la relacién lineal, el
valor de R? ajustado es de 0.97889, confirmando que el modelo es predictivo; asi mismo, el
coeficiente de correlacion de Pearson tiene un valor de 0.98939, con lo que se confirma la
relacién lineal, como se puede comprobar visualmente. Igualmente, la suma residual tiene un
valor de 157.80635 lo cual puede parecer alto, pero por los valores de concentracién
utilizados, se puede encontrar como adecuado.
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Distancia Euclidiana

A continuacion, en la Figura 35, se tomaron a partir de los colores que arrojaron las
pruebas colorimétricas, se cred un mapa en el espacio de color RGB que correspondia a cada
una de las concentraciones del rango establecido para las pruebas, lo que nos muestra los
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Figura 35. Mapa de colores em el espacio de color RGB para cada
una de las concentraciones de dcido Ildctico en la prueba colorimétrica de la
enzima lactato oxidasa.
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Finalmente se representan las intensidades RGB en el diagrama de cromaticidad CIE 1931
con las coordenadas colorimétricas, en la Figura 36 donde se puede observar que los valores
resultantes de las pruebas se encuentran en dos regiones; partiendo desde la regién blanco
hacia la regidn rosa-naranja, notdndose una saturacién partiendo desde el blanco. Lo cual es
satisfactorio, considerando que la saturacién va de menor a mayor conforme la concentracién
del analito aumenta.

Diagrama de cromaticidad

Figura 36. Distribucion de colores obtenidos para la prueba
colorimétrica de la enzima lactato oxidasa en el diagrama de cromaticidad
CTE 1931 obtenido del algoritmo de lectura en mediciones de dcido ldctico.

Los valores obtenidos de estas concentraciones se pueden observar de manera mds
evidente la tendencia de colores que se estan discutiendo para esta prueba colorimétrica.
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Figura 37. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de
cromaticidad CTE 1931 para la prueba colorimétrica de la enzima lactato
oxidasa.

Las coordenadas XYZ representan los puntos resultantes del ensayo del lactato oxidasa,
se emplean para investigar la relacidn del cambio colorimétrico y la concentracién del analito.
Se puede observar que la coloraciéon del ensayo se intensifica proporcionalmente con el
aumento de la concentracidn de lactato.

10 Conclusiones

El desarrollo de métodos de deteccidn de analitos que sean sensibles, fiables, rapidas,
portatiles y rentables es crucial para la seguridad alimentaria, ya que aborda problemas de
contaminacién por bacterias, contaminantes o toxinas.

Los biosensores colorimétricos son atractivos porque son faciles de usar, tienen buena
sensibilidad y son pequefios. El envasado de alimentos, la seguridad alimentaria y el control de
calidad de los productos y materias primas estan utilizando nanotecnologia: creando métodos
mas efectivos para controlar la calidad de la materia prima mientras se reducen los desechos.
Sin embargo, la industria alimentaria es mas conservado y se requieren mas estudios para
asegurarse de que los consumidores estan seguros.
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En este trabajo se propuso el uso de nanoparticulas de quitosano para inmovilizar
enzimas que ayudaran a detectar los analitos de interés. Al poder conocer de manera rdpida in
situ los parametros de la leche, se podra controlar de mejor manera la calidad de esta, como
materia prima y como algun producto.

Los biosensores expuestos en este trabajo; lactosa, colesterol y dcido lactico, han
mostrado una excelente correlacion entre la concentracidn del analito y la distancia euclidiana
calculada a partir de los valores RGB, lo que indica una alta precision y reproducibilidad de los
métodos. La representacién de los resultados en el espacio CIE 1931 permite visualizar de
manera clara los cambios de color asociados a las diferentes concentraciones, lo que facilita la
interpretacién de los datos.

Al comparar los biosensores, se observa que, a través de las reacciones enzimdticas con
el cromdforo, se aprovecha para su posterior cuantificacion colorimétrica. Sin embargo, cada
reaccion de los diferentes biosensores es distinguibles entre si, lo que resulta en patrones de
color y relaciones cuantitativas especificas para cada analito discutido.

Esta investigacion ha demostrado el potencial de los sensores colorimétricos para la
deteccidén rapida y sencilla de diferentes analitos de interés. Los resultados obtenidos abren

nuevas perspectivas para el desarrollo de plataformas de deteccién multianalitica, con
aplicaciones en diversos campos, uno de los cuales es la industria alimentaria.
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