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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Comunmente se le atribuye a la miel ser un alimento saludable y natural, por lo que algunos
paises tienen normas estrictas relacionadas a la presencia de agentes externos que puedan afectar la
calidad de este productoy, por ende, la salud de los consumidores. La unién europea cuenta con los
mas altos estdndares de seguridad alimentaria en el mundo, los cuales prohiben el uso de antibi6ticos
para el tratamiento de abejas. Por el contrario, en otros paises se autoriza el uso de algunos antibioticos
como tetraciclinas, sulfonamidas, estreptomicina y cloranfenicol para el control de enfermedades
(Gonzélez et al., 2011).

Dentro del subsector pecuario en México, la apicultura es una actividad relevante por la cantidad de
empleos que genera y, en consecuencia, el ingreso econémico que provee (Ramos Diaz & Pacheco
Lopez, 2016). México es también un gran exportador a nivel mundial, en los ultimos 10 afios se ha
posicionado en los primeros 10 lugares de exportadores, siendo Alemania y el Reino Unido de Gran
Bretafia los principales clientes (Secretaria rural, 2019).

A pesar de que las regulaciones sanitarias nacionales para la comercializacién de este producto no son
altamente estrictas, para la exportacion se deben cumplir los requisitos exigidos por el mercado
internacional, que dependiendo del pais pueden ser mas estrictos. EI CODEX ALIMENTARIUS opera
a nivel mundial a través de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) Yy la Organizacion Mundial de la Salud (OMS); sus normas establecen que el limite
maximo permisivo de residuos (LMR) en la miel es 0, lo que significa que para su comercializacion
no se debe contener ningun ingrediente alimentario, o agregado, que no corresponda a la propia
composicion de la miel (Codex Alimentarius Commission, 1981). La contaminacién en el producto
final podria darse por un mal manejo en el sector primario durante el proceso de cosecha y extraccion,
o0 por el uso de antibidticos y acaricidas para el control de plagas y enfermedades en las colmenas
(Gonzélez et al., 2011).

Para salvaguardar la salud de la poblacion mexicana en el pais se cuenta con una norma especifica, la
NMXF-036-2006-NORMEX, y el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA); éste ultimo establece anualmente un programa de control y monitoreo de residuos
toxicos para supervisar el cumplimiento de las normas de sanidad y buenas préacticas con el fin de
corregir y/o prevenir la presencia de contaminantes.

La oxitetraciclina es un antibidtico con un amplio espectro eficaz en bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, cominmente es usado para prevenir y combatir la loque americana y la loque europea ya
que actua efectivamente contra la forma vegetativa de la bacteria. La forma de utilizar oxitetraciclina
para este propdsito es disolverlo en jarabe deazucar frio o mezclarlo con azlcar pulverizaday depositar
la mezcla en un alimentador al interior de la colmena (SAGARPA, 2021b).



La desventaja usar antibiéticos para combatir enfermedades es la presencia de concentraciones
residuales en los productos apicolas; los residuos generalmente se encuentran durante la primera
semana después de su exposicion al antibidtico. A pesar de que estos niveles de residuos disminuyen
por la degradacion del farmaco, no siempre son metabolizados por las abejas y se pueden encontrar
trazas hasta un afio posterior a su aplicacion. Estos contaminantes resultan dificiles de detectar al
requerir la combinacion de dos o0 mas métodos analiticos bastante sofisticados para cantidades tan
pequefias que pueden llegar a las partes por billon (Reybroeck, 2018).

Los diferentes métodos analiticos actuales han resultado efectivos al realizar las pruebas necesarias en
alimentos; dichas pruebas incluyen: técnicas bioldgicas, cromatografia, espectrometria, electroforesis,
entre otras. Sin embargo, todos presentan desventajas que complican la obtencion de analisis
adecuados, como limites de deteccion no tan bajos e interferencias por la falta de especificidad.

Otro problema se presenta en el largo y costoso procedimiento de analisis que requiere personal
especializado en el procedimiento y equipos analiticos especificos (con su respectivo mantenimiento).
Ya que, al ser la miel una matriz compleja, regularmente debe llevarse a cabo el analisis en al menos
dos etapas: una para extraer el analito de la matriz y otra para la cuantificacion. Ejemplo de esto es la
combinacion de distintos tipos de cromatografias con espectrometria de masas, sonda fluorescente o
electroforesis.

En el presente trabajo, se plantea el uso de un electrodo modificado con enzima peroxidasa del rabano
picante (HRP) y nanoparticulas de plata (Ag NPs) como alternativa de cuantificacion. Un biosensor es
una herramienta de deteccion biomolecular con caracteristicas Unicas, cuyas ventajas consisten en su
simplicidad, bajo costo relativo, respuesta rapida, practicidad de tamafio y monitoreo continuo. Se
compone de un bioreceptor el cual es un elemento bioldgico inmovilizado (enzima, ADN, anticuerpo,
etc.) que reconoce el analito, y un transductor que convierte la sefial bioquimica (interaccion del
bioreceptor con el analito) en una sefial electronica (Sassolas et al., 2012). Los biosensores basados en
el uso de enzimas como bioreceptores presentan ventajas de deteccion y sensibilidad frente a otros;
con un control adecuado del ambiente de deteccion es posible la deteccion de diferentes analitos.

1.1 Planteamiento del problema

La oxitetraciclina (OTC) es un antibiético de la familia de las tetraciclinas que ha sido usado
frecuentemente para tratar y prevenir la Loque americana y europea, enfermedades bacterianas
altamente contagiosas que afectan seriamente las colmenas de las abejas productoras de miel (Ramos
Diaz & Pacheco Lépez, 2016).

Sin embargo, con el uso de antibioticos se suelen presentar concentraciones residuales en varios
productos apicolas, como la jalea real, prop6leo, polen e incluso miel, que generalmente se encuentran
durante la semana después de su exposicion. En el caso de la oxitetraciclina estos niveles de residuos
disminuyen por la degradacion del farmaco, pero no siempre es metabolizado por las abejas, por lo que
aun se pueden detectar residuos hasta un afio posterior a la aplicacién (Reybroeck, 2018). Estos
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residuos son dificiles de detectar, ya que se requieren métodos analiticos bastante sofisticados para
cantidades tan pequefias que pueden ser del orden de partes por billon (ppb) o partes por millén (ppm)
(Gonzalez et al., 2011).

Se ha encontrado que la presencia de tetraciclinas en alimentos puede tener efectos nocivos en los
consumidores, como posibles reacciones alérgicas a personas hipersensibles, dafio hepatico, coloracion
amarillenta de los dientes, alteraciones gastrointestinales debido a la presion selectiva de los
antibidticos sobre la microflora del intestino humano (Shaif Mohammed Kasem Saleh et al., 2016);
cambios en la composicion de la sangre con la exposicion crénica, manifestando toxicidad aguda por
hepatoxicidad (Boonsaner & Hawker, 2013); ademas, al igual que otras tetraciclinas, puede provocar
reacciones fototoxicasen la piel relacionada con la generacion deespecies reactivas de oxigeno (ROS).
(Rok et al., 2018) Otros estudios han investigado la toxicidad potencial de la OTC como efectos
teratogénicos durante el embarazo y efectos inflamatorios en humanos (Gallo et al., 2017).

La demanda de productos actual esta orientada a aquellos que no dafien la salud de los consumidores,
la miel es considerada como un alimento natural que no puede estar exento de esta exigencia. Por ello,
la unién europea ha recomendado cero tolerancias a residuos de oxitetraciclina en la miel. Pese a ello,
algunos paises tienen establecidos limites permitidos para este medicamento; algunos de ellos se
presentan en la tabla 1.1 (Shaif Mohammed Kasem Saleh et al., 2016).

Tabla 1.1

Limites maximos permisivos de residuos en diferentes paises

Pais Limite maximo permitido
Bélgica 20 pg/kg
Francia 15 pg/kg
Gran Bretafa 50 pag/kg
Suiza 20 pg/kg
Japén 0.1 mg/kg
Australia/India/EUA/USFDA 300 ppb

Nota. Fuente: Shaif Mohammed Kasem Saleh et al., 2016

En la actualidad existen métodos para la cuantificacion de oxitetraciclina, como los microbiol6gicos,
ensayos con inmunoabsorbentes ligados a una enzima (método ELISA), sistema de cromatografia
liquida dealta resolucion (HPLC), entre otros. Sin embargo, muchos de ellos conllevan largos periodos
de tiempo para su realizacion, generacion de reacciones cruzadas, técnicas costosas y complejas o
resultados con falsos positivos; el uso de mediciones electroquimicas ha sido poco reportado, al igual
que el uso de sensores electroquimicos.



1.2 Hipotesis

El uso de la enzima peroxidasa del rabano picante inmovilizada sobre nanoparticulas de plata podra
llevar a cabo una reaccion de oxidacién del grupo funcional fendlico, perteneciente a la oxitetraciclina;
mediante un electrodo modificado con estos elementos se permitird la deteccion de oxitetraciclina en
miel de abeja.

1.3 Justificacidén

Considerando los posibles efectos negativos en la salud de los consumidores dada la presencia de
oxitetraciclina en miel y las desventajas que presentan los métodos actuales para su deteccion, el
desarrollo de un electrodo para cuantificacion del antibidtico, que brinde alta especificidad,
repetitividad y fécil manejo, le brindaria a los productores, empresas e instituciones gubernamentales
una herramienta de control en la calidad de este producto en un menor tiempo de analisis.

La peroxidasa de rabano picante (HRP) es una enzima hemo que cataliza la oxidacion de una amplia
variedad de sustratos (Kang et al., 2012). Se han reportado biosensores basados en la actividad de la
peroxidasa del rabano picante para determinacion de compuestos fendlicos, ya que los fenoles pueden
actuar como donantes de electrones para la peroxidasa (Zdarta et al., 2018).

Para el desarrollo delos electrodos, es recomendable: mejorar el microambiente alrededorde la enzima,
proporcionar una orientacion adecuaday acelerar la transferencia de electrones entre la enzima y la
superficie del electrodo (Kang et al., 2012). Esto puede lograrse mediante la inmovilizacién enzimatica
del sistema, permitiendo repetitividad del proceso, mejora de la estabilidad, y control de la reaccion al
confinar la enzima en una matriz o soporte (Nguyen & Kim, 2017).

Para ello, los materiales nanoestructurados se han identificado como matrices de inmovilizacion
deseables por sus estructuras regulares, buena estabilidad mecanica, térmica y quimica; entre este tipo
demateriales, las nanoparticulas de plata poseen ventajas como su alta conductividad y area superficial
que permiten mayor rendimiento de inmovilizacion a comparacion de otros soportes (Kang et al.,
2012).

Buscando lograr electrodos eficaces, el método electroquimico del presente trabajo, tal como se ilustra
en la figura 1.1, se basa en la molécula de oxitetraciclina que tiene un hidroxilo fenélico que se puede
oxidar en presencia de peréxido de hidrogeno (H:02); dicha oxidacion esta linealmente relacionada
con la concentracion del farmaco presente en la solucion (Yang et al., 2006).

La enzima peroxidasa actia como electrocatalizador que se activa inicialmente por el H20: presente
en la solucién de analito (al oxidar el borde de la enzima), posteriormente, la enzima activada puede
facilmente oxidar a la oxitetraciclina; después de este paso, la enzima reducida se volvera a oxidar en
la superficie del electrodo provocando un pico de corriente oxidativo; esto sucedera siempre y cuando
la concentracion de H20:2 no sea limitante (Ghodsi et al., 2016).
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Figura 1.1: Proceso electroquimico para la cuantificacion de oxitetraciclina.

El pico de corriente que resulte de esta reaccion puede ser analizado por medio de Voltamperometria
para obtener la dependenciade corriente de oxidacion respecto a la concentracion de OTC de la muestra
y con ello lograr su cuantificacion basandonos en la linealidad de esta dependencia (Yang et al., 2006).

1.4 Objetivo

Desarrollar un electrodo inmovilizando la enzima peroxidasa del rdbano picante sobre
nanoparticulas de plata para cuantificacion de oxitetraciclina en muestras de miel.

1.4.1 Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de plata mediante método quimico Yy caracterizarlas mediante métodos
fisicoquimicos.

Inmovilizar la enzima peroxidasa del rabano picante sobre nanoparticulas de plata para
construccion de electrodo enzimatico.

Caracterizar mediante pruebas bioquimicas el electrodo desarrollado.

Realizar la caracterizacion electroguimica.

Evaluar el electrodo para deteccion de oxitetraciclina en soluciones sintéticas y soluciones de
miel.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

Las abejas son insectos voladores que se organizan en rangos sociales (abeja reina,
zanganos y abejas obreras) y viven en colmenas, también llamadas panales. En el mundo
existen mas de 20 mil especies, siendo la Apis melifera la mas usada para la produccion
apicola (SIAP, 2021).

La apicultura se ha realizado en México desde la época precolonial; la primera especie de
abejas fueron las Meliponas, especie nativa de México de vital importancia en la polinizacién
deplantas de interés como el café, el chile, variedades de granos, semillas y frutos (Secretaria
rural, 2020). A mediados del siglo XVI se introdujo la especie Apis melifera que, como se
menciono antes, es la mas usada en la actualidad; desde entonces se ha extendido en todo el
territorio mexicano, fomentando esta actividad en la cultura mexicana (Fig. 2.1) (Ramos Diaz
& Pacheco Lopez, 2016).

Fig. 2.1: Actividad apicola en México.

Representa ademas un proceso fundamental para la supervivencia de los ecosistemas. Estos
insectos basan su alimentacion en el néctar y polen delas plantas, actuando como importantes
agentes polinizadores de mas del 75 % de las especies vegetales, contribuyendo con ello a la
conservacion, restauracion del ambiente, produccion agricola y conservacion de la
biodiversidad (Secretaria rural, 2020).

Economicamente, la fabricacion y distribucion de miel es una actividad fundamental. En
nuestro pais existen 2 millones de colonias de abejas que son propiedad de aproximadamente
43,000 apicultores, de los que aproximadamente el 70 % son pequefios productores, y la
venta de miel y cera representa una parte importante de sus ingresos. Se estima que el 60 %
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de las colonias que existen en México son propiedad de apicultores independientes, quienes
tienen un bajo grado de tecnificacion y manejan 40 colmenas en promedio; el resto de las
colonias son propiedad de unidades de produccién apicola de diversos tamafios y grados de
tecnificacion (Arechavaleta-Velasco et al., 2021).

Desafortunadamente el consumo de miel en México es de apenas 207 g per capita anual, por
lo que para ser una actividad rentable se requiere la exportacion de los productos apicolas.
Jalisco, Yucatan, Chiapas, Campeche, Veracruz y Oaxaca son los mayores exportadores del
pais.

Historicamente, la produccion de miel de nuestro pais goza de gran aceptacion mundial por
su aroma, sabor, calidad y precio competitivo, participando con el 6.3% de las exportaciones
mundiales. En el afio 2020 se produjeron 54,165 ton de miel en el pais, de las cuales se
exportaron 27,725; colocandonos en el 10° lugar de produccion en el ranking mundial, las
exportaciones mexicanas del mismo afio llegaron a 33 paises, el mayor nimero de la historia
hasta ahora. Alemania, nacion que se caracteriza por condicionar su compra bajo altos
estandares de calidad, es el cliente mas importante de este servicio con la compra de 12,689
toneladas duranteel 2021. Otros clientes dealta demandason: Estados Unidos, Reino Unido,
Arabia Saudita, Suiza, Bélgica, Esparia, Japon, Paises Bajos, Francia y Colombia (SIAP,
2021).

2.1 Produccion de miel

El proceso de produccién se divide en tres etapas: precosecha, cosecha y postcosecha. La
precosecha inicia con la ubicacion del apiario, en donde se llevara a cabo el ciclo de
recoleccion de las abejas. Este inicia con la floracion de las plantas, después el néctar de las
flores es recogido por las abejas pecoreadoras y ellas pasan dicho néctar a las abejas
receptoras que se encuentran en el panal. En el interior de las abejas receptoras ocurre la
primera transformacion del néctar (desdoblamiento del azlcar), para posteriormente ser
depositado y transferido entre celdas. Con la ayuda del batido de sus alas, se reduce la
humedad hasta formar miel madura, y por Gltimo las abejas cubren con cera la celda llena de
miel (operculado) (Ramos Diaz & Pacheco Lopez, 2016).

Cuandoel 90% delas celdas es cubierta, se considera que la miel esta madura. Es aqui cuando
el apicultor inicia la cosecha al recolecta las alzas con los bastidores llenos de miel para
después depositarlo en maquinas centrifugadoras que separan la miel de la cera (extraccién)
y finalmente envasar para su comercializacion (SIAP, 2021).

Durante todo este proceso el uso de agroquimicos es altamente regulado por las
normatividades mexicanas e internacionales; ya que la miel es un producto que se consume
préacticamente directa de los apiarios sin modificaciones adicionales. Por ello, si se llegara a
contaminar en el proceso, los toxicos serian transferidos casi directamente a los
consumidores.

Cuando las colmenas son colocadas dentro o cerca de una parcela de cultivo, los
agroquimicos utilizados deben tener bajo efecto residual en las abejas y su aplicacién debe
hacerse en las Gltimas horas dedia, cuando las abejas han terminado el pecoreo. Las colmenas
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deben ser protegidas de la contaminacion, resguardandolas con mantas limpias y himedas
antes de la aplicacion, esto reduce la contaminacion por contacto directo, sin embargo,
muchos agroquimicos aplicados pueden ser transmitidos al néctar (Ramos Diaz & Pacheco
Lopez, 2016).

2.2 Caracteristicas de la miel

La miel es una sustancia que se compone principalmente de azlcares simples
(predominantemente fructuosa y glucosa), acidos organicos, agua, enzimas, aminoacidos,
minerales, pigmentos, cera, polen y otras particulas derivadas de su recoleccion (Codex
Alimentarius Commission, 1981).

Su calidad varia deacuerdo al origen geograficoy los procesos derecoleccion, manipulacion
y almacenado. Las caracteristicas sensoriales (olor, sabor, color, textura) son dependientes
del origen floral y maduracion. La consistencia puede ser liquida, cremosa o sélida, puede
estar parcial o totalmente cristalizada dependiendo de su envejecimiento. El color varia entre
blanco, &mbar y oscura, el oscurecimiento ocurre por la exposicion a altas temperaturas y
envejecimiento (SAGARPA, 2018).

Para su evaluacion se toman en cuenta sus caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas, las
cuales estan ampliamente relacionadas entre si en cuanto a sabor y textura, las principales
son: contenido de azlcares, humedad, pH, viscosidad y componentes como vitaminas,
minerales, polifenoles y flavonoides.

El pH influye en la textura, estabilidad y vida Gtil de lamiel, y suele ser de caracter acido que
varia entre 3.6 a4.6 unidades. La viscosidad va de6.65 a0.19 Pa a 25°C, pero, al incrementar
la temperatura disminuye la viscosidad de la miel alcanzando su limite de disminucion a
40°C. EIl contenido de humedad también afecta la viscosidad, cristalizacion, color, sabor,
solubilidad y conservacion; el valor normal se encuentra entre 19 y 20% en miel de Apis
melifera (Ramos Diaz & Pacheco Lopez, 2016).

El Codex alimentario establece valores normativos de las caracteristicas en miel, entre ellos,
el limite de conductividad eléctrica en mieles maduras tiene un maximo general de 0.8
mS/cm; la acidez libre no debe ser de mas de 50 miliequivalentes de acido por kg de miel; y,
en cuanto a azucares reductores se establece un minimo del 65%. Los valores establecidos se
deben a que la variacién de este contenido representa adulteraciones en el producto, al tipo
de alimentacion de la colmena, o0 a una cosecha prematura.

2.3 Enfermedades en las abejas

Los fendmenos meteoroldgicos, el uso de agroquimicos en cultivos cercanos a los apiarios
y las enfermedades son algunos de los multiples problemas sanitarios que afectan las
colmenas de abejas productoras de miel y que representan importantes pérdidas parciales o
totales. Las enfermedades y parasitos mas comunmente presentadas en las abejas del sureste
de México son: varroasis, escarabajo de colmena, loque americana, loque europea, nosemosis
y la cria de la cal.
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Para solucionar dichos problemas es comun el uso de antibioticos y plaguicidas que, a pesar
de ser de uso legal en el territorio mexicano, pueden generar problemas al ser aplicados de
forma indiscriminada o al contaminar indirectamente la miel, polen y cera en los apiarios
(Ramos Diaz & Pacheco Ldpez, 2016).

2.3.1 Loque americana

Es la segunda enfermedad de las abejas con mas pérdidas econdémicas en el mundo
ya que es infecciosa y altamente contagiosa, afecta a las larvas de las abejas meliferas
(SAGARPA, 2021a). Es causada por una bacteria gran positiva flagelada llamada
Paenibacillus larvae, cuya principal caracteristica es que se presenta en dos formas de vida:
1) vegetativa, cumpliendo un ciclo de crecimiento y multiplicacion y 2) esporas, las cuales
son tan resistentes que pueden permanecer en el ambiente por mas de 40 afios y sobrevivir
altas temperaturas (de Groot et al., 2018).

Puede presentarse todo el afio y de no ser controladas pueden afectar mas de 100 crias por
panal hasta llegar a la muerte de la colonia. Las abejas adultas no son afectadas por esta
enfermedad, las méas susceptibles son las larvas durante las primeras 36 horas después de la
eclosion del huevo (Genersch et al., 2010).

Figura 2.2: Larvas infectadas con loque americana. Fuente: Sanidad Apicola INTA.
La infeccion (Fig. 2.2) se produce cuando el alimento proporcionado por las nodrizas se
encuentra contaminado con esporas Yy es consumido por las larvas. Las esporas germinan en
el intestino de las larvas, debidoa las dptimas condiciones de pH y falta de oxigeno, dando
lugar a la forma vegetative de la bacteria. Las células vegetativas atraviesan la membrana
peritrofica e infectan la hemolinfa, multiplicandose asi activamente hasta que la larva muere
por septicemia. Finalmente, los cadaveres son digeridos por las células bacterianas

vegetativas que esporulan y transforman las larvas en escamas que contienen millones de
esporas de P. larvae (Pellegrini et al., 2017).

Los elementos a tener en cuenta para detectar la loque americana en colmenas son: 1) un
patron decria irregular; 2) celdas oscuras y hundidasen el centro, en algunos casos de aspecto
grasoso; 3) Presencia de agujeros, ya que las Abejas adultas rompen el opérculo al detector
incidencias; 4) Larvas con color amarillento o marrén oscuro, con consistencia viscosa y
elastica.
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Es una enfermedad altamente contagiosa, ya que, al intentar limpiar las celdas, las Abejas
contaminan sus cuerpos de esporas que luego esparcen en la colmena. Al debilitarse la
colonia infectada, puede ser atacada por una mas fuerte y transmitir la bacteria a apiarios
cercanos (de Groot et al., 2018). La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
considera que la enfermedad es de importancia socioecondémica en el comercio internacional
de abejas y productos apicolas, al estar presente en todo el mundo excepto la regién central
de Africa (Arribillaga, 2021).

2.3.2 Loque europea

Después de la Logue americana, es la segunda enfermedad méas importante de la cria:
a pesar de causar dafios menores comparado a la primera sigue siendo bastante perjudicial.
Se presenta comunmente en los cambios estacionales, principalmente en primavera o
principios de verano. Normalmente las colonias no presentan sintomas en una temporada si
no hasta la siguiente (Gonzélez et al., 2011).

Se ha reportado en casi todos los paises donde existe apicultura y es causada por un complejo
nimero de bacterias entre las cuales se ha identificado principalmente a la bacteria
grampositiva Melissococcus plutonius y a invasores secundarios Achromobacter eurydice,
Bacillos pumilus, Brevibacillus laterosporus, Enterococcus faecalis, Paenibacillus alvei,
Paenibacillus dendritiformis. También puede transmitirse a larvas criadas artificialmente
mediante el uso de una dieta larvaria inoculada con células de M. plutonius (Lewkowski &
Erler, 2019).

Figura 2.3: Larvas infectadas con loque europea. Fuente: FAO 2015.

Las larvas enfermas generalmente no alcanzan o completan la etapa de pupacion (Fig. 2.3) y
se caracterizan por un cambio de color, de blanco a negro grisaceo, pasando por amarillo,
naranja y marron; acompafiado de un olor fétido o agrio (Ramos Diaz & Pacheco L06pez,
2016).

2.3.3 Control de enfermedades

Aun aplicando las medidas preventivas recomendadas en los manuales oficiales, las
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colonias pueden quedar infectadas por ambos tipos de loques (dependiendo la region y
temporada). En caso de ocurrir, se debe llevar a cabo rapidamente un tratamiento para
frenarlo y aislar los colmenares necesarios.

En México, los medicamentos veterinarios legales pueden usarse de acuerdo a los protocolos
registrados ante las autoridades correspondientes. Para ello deben declararse ante la
Secretaria, organismo de certificacion aprobado o por el departamento competente, llevando
un registro de los farmacos empleados, método de administracion y la duracion del
tratamiento (SAGARPA, 2018).

Internacionalmente, la legislacion actual de la mayoria de la union europea ha prohibido el
uso deantibioticos para tratar la loque americana, ya que tienen el potencial de dejar residuos
en los productos apicolas. Sin embargo, en Estados Unidosy otros paises se ha autorizado el
uso de antibidticos de la clase de las tetraciclinas, que incluyen tetraciclina y clorhidrato de
oxitetraciclina. Entre todos los antibidticos la oxitetraciclina es el mas utilizado para el
tratamiento de esta enfermedad (Arribillaga, 2021).

Los problemas més comunes asociados con el uso de antibioticos, ademas de los residuos
que presentan un riesgo para la salud humana, incluyen su ineficacia contra las esporas
infecciosas, incremento en latasa de resistencia de varias cepas de P. larvae, efectosadversos
sobre la vitalidad dela cria y la disminucion de longevidad de las Abejas (Ansari etal., 2016).

2.4 Oxitetraciclina

Las tetraciclinas, son un grupo de poliacétidos aromaticos naturales producidos por bacterias
del suelo (Wang et al., 2013); se han usadodesde los 40°s, siendo la primera clase importante
de agentes farmacéuticos en obtener la distincion de “antibioticos de amplio espectro”
(Petkovic et al., 2017).

Su espectro es eficaz en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, algunos protozoos
(Plasmodium y Entameba), Rickettsiae, Ehrlichiae, clamidia, espiroquetas, micoplasmas y
bacterias en forma de L (Papich, 2016). Su mecanismo de accién consiste en unirse a la
subunidad ribosémica 30S e interferir en la sintesis de proteinas. Es bacteriostéatico a
concentraciones terapéuticas habituales pero bactericida a concentraciones superiores y es
mas activa a un pH &cido (Davis, 2018).

La oxitetraciclina (también llamada terramicina) fue uno de los primeros miembros de este
grupo, descubierto por Alexander Finlay (en Pfizer, EUA) a principios de la década de 1950
y aislada por Terre Haute. Es producida por la especie Streptomyces rimosus y con la
comprension mas profundade su biosintesis se ha buscado mejorar el proceso desde entonces
(Petkovic et al., 2017).

Todas las tetraciclinas se caracterizan por una unica amida funcional C2 y una estructura
tetraciclica linealmente fusionada. Incluye grupos hidroxilo en C10 y Cl12a que son
importantes para la interaccion con la subunidad ribosomica 30 S. Como se puede observar
en la figura 2.4, posee 4 anillos de los cuales en el cuarto tiene un grupo fendlico (Pickens
& Tang, 2010).
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Su peso molecular es de 460.4 g/mol, visualmente consiste en un polvo cristalino de color
amarillo claro y tiene un pKade 3.27 a 25°C (National Center for Biotechnology Information,
2021).

Figura 2.4: Estructura quimica de la oxitetraciclina.

Al actuar efectivamente contra la forma vegetativa de la bacteria han sido ampliamente
utilizadas como bactericidas, especificamente por apicultores, para el control de cepas de la
bacteria causal de la Loque americana (SAGARPA, 2021a).

En la actualidad, la OTC es el Gnico antimicrobiano aprobado para el tratamiento contra la
loque europea en Canaday se aplica a colmenas individuales en una concentracion de 200
mg por 20 g de azucar glas, en tres dosis consecutivas, cada4 05 dias (Masood et al., 2022).

La forma de utilizar oxitetraciclina para este propdsito es disolver el medicamento en jarabe
de azlcar frio o mezclarlo con azucar pulverizada. Esta mezcla se deposita en el interior de
la colmena en un alimentador, lata, bote o bolsa de plastico perforad os (SAGARPA, 2021a).

2.5 Peroxidasa del rabano picante (HPR)

Las peroxidasas son un tipo de enzimas oxidorreductasas, encontradas en casi todos los
organismos anaerdbicos. Ayudana la prevencion del dafio oxidativo celular causado por el
peroxido de hidrogeno (H202) y sus productos de descomposicion altamente reactivos.

La HRP ha aparecido en la literatura desde hace més de 200 afios, siendo bastante utilizada
en un gran numero de aplicaciones hasta la actualidad. Se obtiene de la raiz del rabano y
debido a su comdn uso comercial se produce y comercializa a gran escala. Una aplicacion

bastante comun es su uso como componente de Kits de diagnostico e inmunoensayos (Veitch,
2004).
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Figura 2.5: Estructura del grupo hemo en la enzima peroxidasa del rabano picante. Fuente:
Chemistry LibreTexts, 2020.

Existen una gran cantidad de isoenzimas de la HPR, pero la mas comdn y mas estudiada es
la de tipo C, cuya estructura 2D se muestra en la figura 2.5. Esta isoenzima tiene un centro
metalico del grupo hemo, el atomo de hierro se ubica en el medio de un anillo de porfirina
(compuesto de dos moléculas de pirrol) y otro centro metalico con dos &tomos de calcio.

El grupo hemo tiene una enzima (histidina) unida al residuo de histidina proximal. El segundo
residuo de histidina esta vacio en estado de reposo; este sitio se encuentra abierto para que
un atomo de oxigeno del peréxido de hidrogeno (H202) se adhiera durante las reacciones
redox. Durante la reaccion se crea una configuracion octaédrica alrededordel atomo de hierro
(Chemistry LibreTexts, 2020).

Tradicionalmente se ha usado a la HRP como enzima informadora, en tinciones
histoquimicas y ensayos microbioldgicos de diagnostico. Su actividad puede manifestarse
con la formacion de un producto cromogéenico o fluorogénico, o mediante una sefal
electroquimica dada su naturaleza redox de catalizacion. Este tipo de enzimas catalizan
reacciones oxidativas en las que se transfieren electrones a especies de peroxido y se oxida
el sustrato (Krainer & Glieder, 2015).

El mecanismo dela HRP es el méas utilizado y mejor descrito entre las proteinas de esta clase,
considerandose como modelo de reaccion. El ciclo catalitico (Guzik et al., 2014) se daen 3
pasos: 1) interaccion entre el estado de reposo del Hierro(111) de la enzima 'y el H20: (se libera
una molecula de agua con la oxidacion simultanea de 2 electrones del hierro hemo al
compuesto I); 2) dos transferencias de un solo electron (conversion del compuesto | al estado
de reposo de la enzima): la primer reduccion requiere la presencia del sustrato reductory
genera el compuesto 11, el segundo paso deesta reduccion de electron devuelve el compuesto
Il al estado de reposo de la enzima.

HRP + H,0, - HRPI-I + H,0 2.1)
HRPI-I + AH, —» HRPI -l + AH" (2.2)
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HRPI -1l + AH, - HRP + AH* 4+ H,0 (2.3)

Las ecuaciones 1, 2y 3 describen la catalisis de la peroxidasa. En ellas, HRP representa el
estado de reposo de la enzima, HRP-I el compuesto 1 (primer estado intermedio) y HRP-II
el compuesto 2 (segundo estado intermedio). AH2 y AH* son un sustrato reductor y sus
especies radicales oxidadas, respectivamente.

Componente I Enzima ferrosa

Ciclo
peroxidasa

Ciclo 0,
oxidasa /

v H_’g_o HOO - ‘/—\ v

Componente 11 ' Componente I1I
e HOOH ;

e—/ HT S

OH@

Figura 2.6: Ciclo de la reaccion de oxido-reduccion de la peroxidasa del rdbano picante.

Su proceso de reaccion se ilustra en la figura 2.6 que muestra los cinco estados de oxidacion
de la enzima (Chemistry LibreTexts, 2020). Esta reaccion inicia cuando el peroxido de
hidrogeno se une a la posicion octaédrica vacante en el &tomo de hierro. Los tres compuestos
intermedios de la peroxidasa de rabano picante se forman durante la reaccion, ya sea,
reaccionando con peroxido de hidrégeno o con la adicion de un electron. La reduccion del
compuesto | al compuesto 11y del compuesto |1 al estado de reposo se lleva a cabo mediante
sustratos de reduccion, los cuales tienden a ser fenoles o aminas arométicas (Chemistry
LibreTexts, 2020) (Krainer & Glieder, 2015).

2.5.1 Sintesis y purificacion

Dado el gran numero de aplicaciones médicas, cientificas e industriales, se ha
generado una demanda creciente de HRP de alta pureza y bajo costo. Un problema en la
obtencion de HRP es su purificacion, ya que la enzima existe en diferentesisoformas que son
dificiles de separar unas de otras. Por lo tanto, seria ventajoso producir de forma
recombinante solo la isoenzima HRP deseaday purificarla de una manera sencilla y rentable.
La tabla 2.2 presenta distintos métodos de obtencion de la enzima, asi como la comparacién
de ventajas y desventajas entre ellas. (Spadiut & Herwig, 2013)
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Tabla 2.2

Comparacion de formas de obtencion de HRP.

Método Ventajas Desventajas
Aislado directo de  Fécil proceso de Largos tiempos de cultivo (una vez al afio)
la planta. purificacion. y dependencia de las condiciones

ambientales en el rendimiento del producto
y patron de glicosilacién en la superficie.

Produccion Alta productividad Formacion de cuerpos de inclusién y bajos
recombinante volumétrica, facil rendimientos de replegado
(huésped: proceso de purificacion.

Escherichia coli)

Produccion Costoso y complejo Cadenas de glucano en la superficie de la
recombinante proceso de purificacion  enzima ya humanizadas
(huésped: células de virus, bajo
de mamiferos) rendimiento de
producto.

Una forma de obtener esta enzima oxidasa es a partir de su fuente natural, la raiz de rdbano
picante; las ventajas de este método son el poder cultivarla facilmente en grandes cantidades
y que la enzima vegetal glicosilada se puede purificar facilmente mediante un simple método
de cromatografia de afinidad de un solo paso. Sin embargo, las resinas para su purificacion
son caras y experimentan una pérdida en la capacidad de unidn con el tiempo; ademas de que
la raiz de rdbano piante puede cosecharse Unicamente una vez al afio y la cantidad de HRP
en la raiz (que suele ser muy baja), asi como su patrén de glicosilacion en la superficie,
dependen en gran medida de las condiciones ambientales.

Un método alternativo es la produccidn recombinante, con el cual es posible evitar los largos
tiempos de cultivo de la planta. La bacteria E. coli es un huésped muy importante para la
produccién de proteinas recombinantes, ya que se obtiene una alta productividad volumétrica
al poder cultivarse en medios economicos a altas densidades celulares. Sin embargo, la
enzima obtenida estard hiperglicosilada y con cuerpos de inclusion, resultando dificil de
purificar con métodos de menos simples.

Otro método consiste en el uso de células de mamifero, siendo ventajoso para la produccion
de HRP con cadenas de glucano humanizadas en la superficie de la enzima. Las desventajas
que presenta son la baja produccion y el uso de medios aros y complejos para su cultivo. En
la produccion de biofarmacéuticos también presenta la desventaja de la necesidad de un
extenso procesamiento posterior para la eliminacion de impurezas y particulas similares a
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virus (Spadiut & Herwig, 2013).

2.5.2 Estabilidad enzimatica

Para el uso de enzimas en el ambito industrial, es indispensable lograr su estabilidad.
Ya que su rendimiento depende de parametros externos como el disolvente, pH vy
temperatura.

La estabilidad estructural de las enzimas depende en gran medida de sus interacciones
moleculares como las interacciones electrostaticas o enlaces de hidrogeno que posibilitan los
mecanismos de reaccion. La temperatura afecta la viscosidad del medio de reaccion
enzimatico, las interacciones de integridad estructural, solubilidad de sustrato y/o producto
de la reaccion. Conforme se aumenta la temperatura incrementa la velocidad de reaccion
también, sin embargo, valores muy altos pueden conducir a la pérdida de actividad o
desnaturalizacion de la enzima (esto debido a la pérdida de fuerzas de interaccion). Por su
parte, el pH del medio dereaccion tiene una gran influencia en las interacciones moleculares,
por lo que el desempefio de las enzimas esta intimamente relacionado a éste.

En cuanto a la peroxidasa del rabano picante, la desnaturalizacion parece estar relacionada a
la disociacién del grupo hemo, ésta puede ocurrir mas rapidamente a valores de pH inferiores
a 5. Algunos estudios han demostrado que el pH de actividad méxima es 8 y la temperatura
es de 45°C para la HRP en estado libre (Lopes et al., 2014).

La HRPes utilizada siempre como aceptor de electrones por lo que ha sido una de las enzimas
mas estudiadasen el desarrollo de biosensores. especialmente para determinar peroxido de
hidrogeno, compuestos fenolicos (actian como donantes de electrones) (Yang et al., 2006),
iones metalicos 0 aminas biogénicas. (Guzik et al., 2014). El desafio en esta aplicacion es
obtener la electroquimica directa del HRP, ya que la incrustacion profunda del sitio activo de
la enzima se encuentra en una orientacion desfavorable. Como lo indica la teoria de Marcus
(Raghu et al., 2013), la distancia de transferencia de electrones es importante para la
electroguimica directa de la enzima redox, depende de: la distancia total entre el sitio redox
dentrode laenzima y la superficie del electrodo, y la orientacion dela enzima en el electrodo.
Para obtener un buen biosensor se requiere mejorar el ambiente de la enzima (acelerando la
transferencia de electrones entre el electrodo y la enzima y mantener una orientacion
adecuada).

2.6 Inmovilizacidén enzimatica

Es el confinamiento de las moléculas de la enzima en una matriz o soporte sélido, que se
logra uniendo las enzimas con un material adecuado; cuidando que los productos formados
y las moléculas del sustrato entren y salgan libremente de la fase a la que estan restringidas
las enzimas. (Sirisha et al., 2016)

Como biocatalizadores con un alto potencial en el &rea industrial, se requiere mejorar ciertas

caracteristicas de su origen bioldgico: solubilidad en el medio de inmovilizacion (provoca
desnaturalizacion enzimatica y perdida de actividad catalitica); inhibicion por diversos
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componentes (Garcia-Galan et al., 2011); disociacion de subunidades por presion hidrostatica
y osmética, temperatura o pH (Datta et al., 2013). Principalmente se espera obtener enzimas
estables, reutilizables, resistentes a diferentes sistemas ambientales y proporcionar
mediadores para sus actividades.

Se ha demostrado que las enzimas inmovilizadas exhiben mayor actividad que en solucién
libre, estabilizacion (la inmovilizacion covalente y adsorcion fisica unen la cantidad maxima
de subunidades enzimaticas con el area de soporte maxima), ayudaal control de reaccién y
presentan mayor selectividad y especificidad. Algunos de los factores a tener en cuenta son:
el pH, el tiempo, el protocolo de inmovilizacion y la superficie, ya que las enzimas pueden
desnaturalizarse y perder su actividad. (Guzik et al., 2014)
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Figura 2.7: Representacién grafica de los diferentes tipos de inmovilizacién enzimatica.

Una matriz adecuada debe tener: inercia, resistencia fisica, estabilidad, capacidad para
aumentar la especificidad y reducir la inhibicién del producto y contaminacion, capacidad de
regeneracion y ser economica. (Zdarta et al., 2018) La seleccion de un método y material
adecuadosdependende las condiciones del proceso de reaccion y tipo de enzima, entre ellos,
la seleccion del soporte es el mayor desafio por su posible impacto en el sistema. Se han
reportado una amplia variedad de materiales, que pueden ser organicos, inorganicos e
hibridos o compuestos; lo importante del material es no tener efecto negativo en la estructura
de la enzima y no alterar mas de lo necesario la interaccion de la enzima con el antibi6tico,
ademas de tener afinidad entre los grupos funcionales de ambos materiales para una union
estable y efectiva. Los materiales cominmente usados son los polimeros inertes e
inorganicos. (Zdarta et al., 2018)

La inmovilizacion cuenta con una gran variedad de métodos fisicos y quimicos, a
continuacion, se detallan cada uno de los mas importantes mencionados en diversas
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bibliografias (ilustrados en la Fig. 2.7).

2.6.1 Adsorciéon

Es uno de los métodos més sencillos, consiste en la interaccion hidrofobicay enlaces
salinos soporte-enzima. Representa un proceso simple y econémico al no requerir reactivos
extra ni implicar funcionalizacion del soporte. Con este método las enzimas adsorbidas
estaran protegidas contra la agregacion, protedlisis y la interaccion la interfaz hidrofébica.

La desventaja que presenta es la union débil de las enzimas al soporte, por lo que los cambios
de condiciones pueden provocar la lixiviacion de la enzima (Nguyen & Kim, 2017). Una
mejor inmovilizacion puede ser lograda con modificaciones quimicas de los soportes
utilizados.

Los materiales mas utilizados son portadores solubles en agua como derivados de
polisacaridos, vidrio y polimeros sintéticos (Sirisha et al., 2016). Se han investigado
alternativas mas amigables con el medio ambiente como: soportes de fibras de coco, que
tienen buena capacidad de retencion de agua y un alto intercambio cationico; celulosa
microcristalina, que cuenta con capacidad de union irreversible y alta capacidad de retencién
enzimatica; y materiales micro/mesoporosos de area superficial funcionalizada con tiol, que
son idealmente adecuados para reacciones de reduccion y oxidacion (Datta et al., 2013).

2.6.1.1 Adsorcion fisica

Consiste en poner en contacto la enzima disuelta con el soporte elegido, bajo condiciones
adecuadas, durante un periodo de tiempo establecido para que ocurran las interacciones
fisicas. Las enzimas son absorbidas por la matriz del polimero a través de fuerzas no
especificas como enlaces de hidrdgeno, fuerzas de Van der Waals, o interacciones
hidrofdbicas.

Al existir la posibilidad de revertir las interacciones entre la matriz y soporte debido a la
influencia externa, es indispensable mantener ciertas condiciones de pH, temperatura, fuerza
ionica y polaridad del solvente._Una solucion es el secado de solucion enzimatica sobre la
superficie de los electrodos, para posteriormente enjuagar Yy retirar las enzimas no absorbidas.

2.6.1.2 Enlace electrostatico

En este método se busca que la enzima quede inmovilizada en la superficie de carga
opuesta, a través de interacciones fuertes idnicas y polares. Para ello, dos parametros
considerables son el pH de la solucién de reaccion y el punto isoeléctrico de la enzima; ya
que dependiendo de sus valores la superficie de las moléculas de la enzima puede tener carga
positiva o negativa.

Dos técnicas comunes, empleadas en el desarrollo de biosensores enzimaticos, son la

deposicion capa por capa y el dopaje electroquimico son la deposicion capa por capa y el
dopaje electroquimico.
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2.6.1.3 Deposicion capa por capa
Método de fabricacion de pelicula delgada, se sintetiza a partir de la intercalacion de
capas enzimaticas de carga opuesta y algin otro material sobre un soporte solido.

La deposicion se efectiaal sumergir un sustrato cargado iénicamente en una solucién acuosa
de polielectrolito anidnico/catiénico alternadamente. Para después enjuagar el sustrato y
sumergir en una solucién enzimética idnica. Estos pasos se repiten hasta obtener el nimero
de capas deseado. La carga opuesta en las capas se forma gracias a interacciones
electrostaticas, enlaces de hidrdgeno, de coordinacion, transferencia de carga, interacciones
electrostéaticas, reconocimiento molecular, hidrofobicidad o por combinaciones de ellos.

Las ventajas que presenta el método son: simpleza y alta biocompatibilidad, facil control y
rentabilidad del proceso al requerir condiciones medias y uso de poco material, ademas de
tener una modificacion del grosor y estructura de capa accesibles. La desventaja es la
distorsion cinética que puede provocar la sobrecarga de superficie, sustrato o producto, que
en consecuencia puede cambiar la estabilidad del pH de la enzima elegida (Homaei et al.,
2013).

2.6.1.4 Dopaje electroquimico

Este método requiere el uso de un polimero conductor como soporte. Durante el
proceso de oxidacion o reduccion que se produce, el polimero se carga positiva o
negativamente, asi las enzimas, también cargadas, pueden incorporarse en el polimero
conductor durante su respective proceso de reduccion u oxidacion. Durante la oxidacion el
polimero se carga positivamente, permitiendo que las moléculas de enzima (cargadas
negativamente) se incorporen a la superficie para formar el electrodo (Datta et al., 2013).

Al comparar biosensores fabricados con este método y el de absorcion fisica, el
procedimiento de dopaje exhibi6é proporciones de fondo de sefial a sefial més altas y tiempos
de respuesta méas cortos que las configuraciones anteriores de biosensores (Luo et al., 2006).

2.6.2 Unidén covalente

Otro de los métodos mas usados, en el que se forman complejos estables por enlaces
covalentes de grupos funcionales de la enzima (no esenciales en actividad catalitica) y la
matriz de soporte.

Los grupos pueden ser: grupos amino, carboxilico, fendlico, sulfhidrilo, tiol, imidazol, indol
y grupo hidroxilo. En enlaces enzimaticos, el uso de superficies modificadas con péptidos ha
demostrado mayor estabilidad con orientacion controladay mayor actividad especifica. Otro
ejemplo es la reticulacion de enzimas con nanofibras electrohiladas, que ha mostrado una
mayor actividad residual por el consecuente aumento de superficie y la porosidad (Datta et
al., 2013).

La ventaja en general es la obtencién de mayor estabilidad, sin embargo, se requieren grandes

cantidades de biorreactivo, la reproducibilidad es generalmente pobre (Sassolas et al., 2012),
y existe un riesgo constante de desnaturalizacion enzimética al hacer modificaciones
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guimicas de los grupos funcionales. (Nguyen & Kim, 2017) Una estrategia para prevenir la
inactivacion de residuos de aminoécidos del sitio activo, es la union covalente de la enzima
con la matriz en presencia de sustrato o un inhibidor competitivo (Sirisha et al., 2016).

2.6.2.1 Activacion de grupos carboxilicos

El proceso se puede llevar a cabo mediante un grupo funcional carbodiimida
(RN=C=NR) que permita la unién entre los grupos carboxilo (-COOH) del soporte y amino
(-NH2) de la enzima. Para mejorar la eficiencia de la inmovilizacion, la N-
hidroxisuccinimida (NHS) puede asociarse a la carbodiimida en el acoplamiento covalente
de la enzima

2.6.2.2 Activacion de grupos amino

Al igual que otros procesos, éste se puede llevar a cabo con carbodiimidas que
permitan la unién de un soporte funcionalizado con amina y una enzima con carboxilos. Por
otra parte, se puede usar glutaraldehido como agente activador; la reaccion de la base de
Schiff ocurre entre el soporte funcionalizado con amina y un grupo aldehido de
glutaraldehido, después, un segundo grupo aldehido se une covalentemente a una enzima
funcionalizada con amina.

2.6.2.3 Quimisorcién.

Esta técnica de inmovilizacion se basa en la fuerte afinidad, y un enlace covalente,
entre el grupo tiol (-SH) (presente en algunas enzimas como las oxidorreductasas e
isomerasas con residuos de cisteina) y los sustratos de oro.

Las principales ventajas son la simplicidad y la union fuerte y estable de biomoléculas
(McRipley & Linsenmeier, 1996). Las enzimas que se utilizan para este propdsito se
encuentran de forma nativa o se les proporcionan los grupos reactivos correspondientes
mediante técnicas de modificacion quimica o ingenieria genética (Homaei et al., 2013).

2.6.3 Atrapamiento

En esta inmovilizacion la enzima no se une a la superficie directamente, queda
atrapada en una red polimérica que permite el cruce del sustrato y los productos mientras
retiene la enzima, evitando su difusién. Como la enzima no interactla quimicamente es
posible mejorar su estabilidad y minimizar la lixiviacion y desnaturalizacion de ésta

Las estrategias para lograr el enjaulamiento puede ser cualquiera de las siguientes: 1)
inclusiéon de la enzima dentro de una matriz polimérica altamente reticulada, 2) disolucién
dela enzima en una fase no acuosa o 3) separacion de la enzima de una masa a granel. (Sirisha
et al., 2016). Las enzimas se pueden inmovilizar en matrices tridimensionales como una
pelicula electropolimerizada, una red anfifilica compuesta de polidimetilsiloxano (PDMS),
un fotopolimero, un gel de silice, un polisacarido o una pasta de carbon.

Las ventajas que presenta esta técnica son: facilidad; que la enzima, mediadores y aditivos

se pueden depositar simultaneamente en una misma capa de deteccion; la actividad de la
enzima se conserva durante el proceso de inmovilizacion por ausencia de modificacion del
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elemento bioldgico; los biosensores basados en enzimas atrapadas fisicamente a menudo se
caracterizan por una mayor estabilidad operativay dealmacenamiento (Sassolas etal., 2012).

Las desventajas son: resistencia a la transferencia de masa, fuga de las enzimas si la matriz
de soporte tiene poros demasiado grandes, baja capacidad de carga enzimética; y en
biosensores enzimaticos las limitaciones, como la lixiviacion de biocomponentes y posibles
barreras de difusion, pueden restringir el rendimiento de los sistemas. (Datta et al., 2013).

2.6.3.1 Polimerizacion electroguimica

En este proceso, también llamado electropolimerizacion, se aplica un potencial o
corriente apropiado en una solucion que contenga moléculas de enzima y monémero. La
inmovilizacion se basa en las reacciones de oxidacion o reduccion que ocurren en la
superficie del electrodo al formar un polimero adherente cuando dichas reacciones generen
radicales reactivos; las enzimas en solucion que estén cerca de la superficie quedan atrapadas
dentro de la red polimérica creciente a medida que se lleva a cabo el proceso de
polimerizacion.

La polimerizacion sigue los siguientes pasos: 1) oxidacion del monomero, este paso genera
un cation radical que puede reaccionar con un monémero neutro u otro radical similar y
formar un dimero. 2) Los dimeros formados se someten a un proceso de oxidacion y a
reacciones deacoplamiento, con esto generan oligomeros. 3) Con la formacion de oligomeros
se produce un polimero insoluble depositado en la superficie del electrodo.

La mayoria de los materiales usados en estas peliculas para inmovilizacién enzimética son
polimeros conductores electronicos como: polianilina, polipirrol, politiofeno, pirroles,
tiofenos y poliindol; debido a su ventaja en cuanto a conductividad, que ayuda a impulsar
electroquimicamente el potencial aplicado y el tiempo de propagacion de la deposicion, con
ello, existe un mejor control del sitio de depdsito y el grosor de las peliculas buscadas. Por
otra parte, también pueden usarse otros conductores redox, como en el caso de los complejos
metalicos de polipiridina, y los polimeros no conductores.

En general, la polimerizacion electroquimica debe llevarse a cabo en un ambiente libre de
oxigeno, con una solucion de polimerizacién adecuada. Debido a la liberacion de protones
que ocurre durante la reaccion, existe un cambio de pH y carga del polimero que pueden
afectar la actividad enzimatica, sin embargo, esto puede resolverse con la incorporacion de
un electrolito con aniones. Otro inconveniente es la necesidad de usar altas concentraciones
de monomero (entre 0,05-0,5 M) y de enzima (0,2-3,5 mg ml-1), ademas del deterioro de la
pelicula por sobre oxidacion que ocurre con el agotamiento de monémero en la solucion que
rodea el electrodo (Nguyen & Kim, 2017).

2.6.3.2 Proceso sol-gel

Su principio es la capacidad de formar matrices de éxidos metalicos, silice y
organosiloxanos de porosidad definida, mediante la reaccion de precursores organicos a
temperatura ambiente.

Existen dos métodos genéricos de la técnica sol-gel segun los precursores utilizados: 1)
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método coloidal y 2) via polimérica (o alcoxido). En la inmovilizacion de enzimas se emplea
comtnmente el segundo. Este comienza con la disolucion de los alcoxidos metalicos
(tetrametoxisilano o metiltrimetoxisilano) en un liquido de pH &cido, en presencia de agua
(para la hidrolizacion), dando como resultado la produccion de grupos silanol (Si-OH);
posteriormente, el precursor hidrolizado se activa mediante la adicion de una base (como
hidroxido de potasio), dicha activacion iniciard la condensacion entre los restos de silanol,
para finalmente formar los polimeros de siloxano (SiO-Si). (Datta et al., 2013)

Las ventajas que presenta son inmovilizacion a temperatura ambiente y gran estabilidad, sin
embargo, existen problemas con la obtencion del sol-gel con tamafios de poro reproducibles
y limitaciones de difusion dentro de lared porosa y fragilidad de la matriz vitrea (Collings &
Caruso, 1997).

2.6.3.3 Fotopolimerizacion

Esta inmovilizacion se basa en la polimerizacion de crecimiento en cadenay requiere
el uso de liquidos, resinas curables por radiacion y solucién enzimatica. La reaccion inicia
cuando los fotopolimeros se exponen a la luz en la region ultravioleta o visible; después, los
fotopolimeros experimentan entrecruzamiento de las moléculas que genera el
endurecimiento del material. La ventaja de su uso es que el monémero puede recibir luz
directamente y a través de una transferencia de energia de un fotosensibilizador.

El proceso consta de 4 etapas: 1) iniciacion, 2) propagacion, 3) terminacion y 4) transferencia
de cadena; en el segundo paso se requiere la irradiacion de luz para desencadenar las
reacciones de reticulacion y generar el polimero insoluble (Nguyen & Kim, 2017). Por
ejemplo, se ha utilizado estirilpiridinio, que contienen poli (alcohol vinilico), para atrapar
enzimas (Ichimura & Watanabe, 1982).

2.6.4 Reticulacién

Es un método irreversible en el que las moléculas de la enzima forman reticulaciones
intermoleculares por medio de enlaces covalentes; para ello, se utilizan reactivos enlazadores
bi/multifuncionales como glutaraldehido, bisdiazobencidina o diisocianato de hexametileno.
Durante la sintesis la enzima esta presente en la mezcla de reaccion, en lugar de estar unida
a algun soporte (Datta et al., 2013).

Entre los ejemplos basados en este método se han reportado biosensores conductimétricas de
enzima Fosfatasa alcalina inmovilizada por reticulacién para la deteccion de diferentes
moléculas de metales pesados (Berezhetskyy et al., 2008). Otro ejemplo, en el area de salud,
es el de un biosensor con 3 enzimas, incluyendo glucosa, estabilizadas con glutaraldehido
para la creacion de un sensor multienzimatico (Lépez-Gallego et al., 2005).

El atractivo para su uso se debe a factores como simplicidad, la fuerte union quimica que se
logra entre las biomoléculas, fuga minima de enzimas y su posibilidad de ajustar el
microambiente con agentes estabilizadores. Sin embargo, la principal desventaja son las
modificaciones severas que sufre durante el proceso, ya que existe la posibilidad de pérdidas
deactividad debido a la distorsion de la conformacion de la enzima activa y las alteraciones
quimicas del sitio activo. Para mitigar este efecto se suelen agregar proteinas inertes como
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gelatina o albimina de suero bovino (BSA). (Nguyen & Kim, 2017).
2.6.5 Inmovilizacién por afinidad

Esta inmovilizacion se logra mediante interacciones especificas entre la enzima y el
soporte, apoyandose en la especificidad de la enzima. Esta union se logra por dos métodos:
1) acoplamiento previo de la matriz a un ligando de afinidad por la enzima diana y 2) enzima
conjugada con otra molécula que desarrolla afinidad hacia la matriz (Sirisha et al., 2016).

Los adsorbentes de afinidad también se han utilizado para la purificacion simultanea de
enzimas. Los soportes de afinidad complejos como las perlas de silice porosa recubiertas de
quitosano albergan mayores cantidades de enzimas que conducen a una mayor estabilidad y
eficiencia. La fuerza de union de las enzimas y la reutilizacién de las mismas es debido a la
presencia de fuerzas no covalentes, como enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals,
etc.(Sardar & Gupta, 2005)(Datta et al., 2013).

2.8.5.1 Inmovilizacion ligada a metales

Este métodoimplica la precipitacion de sales metalicas sobre la superficie de la matriz
de soporte (puede ser lograda por calentamiento), se basa en la capacidad de los metales para
unirse a los grupos nucledfilos del vehiculo de soporte.

Las ventajas que presenta son: actividad enzimatica relativamente mas alta que otras (de 30
a 80%), sencillez del proceso, reversibilidad al disminuir el pH y regeneracion de la enzima
y matriz (Sirisha et al., 2016) (Homaei et al., 2013).

2.6.5.2 Afinidad Biotina-(estrepto)avidina

Esta estrategia para inmovilizar enzimas implica la fuerte afinidad entre la biotina y
la (estrepto)avidina por su constante de disociacion de 10—15M. Se logra mediante un
acoplamiento covalente de biotina a la proteina, usando reactivos de éster de biotina que
modifican los residuos de lisina (Nilsson et al., 1997). Otra forma es modificar genéticamente
a las enzimas con secuencias peptidicas aceptoras de biotina fusionadas con el extremo C de
la enzima (Zhang y Cass, 2000).

2.6.5.3 Afinidad lectina-carbohidrato

Este método se basa en una molécula naturalmente presente en la enzima, por lo que
no requiere ninguna modificacion previa. La lectina es inmovilizada en un soporte, a la que
se une la enzima glucosidica mediante lectinas especificas,

Esta afinidad proporciona inmovilizacion reversible, buena accesibilidad al sustrato estérico
y proteccion de la enzima frente a la digestion proteolitica. Ademas, las soluciones de
medicion no contienen carbohidratos que puedan tener una mayor afinidad por la lectina que
la cadena de carbohidratos de la enzima (Sassolas et al., 2012).

2.7 Materiales de soporte

Como ya se ha visto en subcapitulos anteriores, un sistema de enzima inmovilizada tiene
propiedades quimicas, bioldgicas y mecanicas especificas que estan gobernadas por la
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sinergia entre las propiedades de la enzima y el material de soporte.

Como se vera a continuacion, existe una gran variedad de materiales que pueden ser
utilizados como soporte enzimatico, el uso que se requiera dar al sistema serd un fator
determinante en el tipo de soporte a emplear.

2.7.1 Polimeros

2.7.1.1 Sintéticos

Los polimeros sintéticos son el mas comin de los materiales de soporte para
inmovilizacion enzimatica. Su principal beneficio es la estabilidad mecanica y quimica dada
por su alta hidrofobicidad y resistencia a cambios drasticos de pH. Pero, el inconveniente en
su uso se debe a las limitaciones en cuanto a la difusion del material que se ven reflejadas en
el proceso de control cinético (Homaei et al., 2013).

2.7.1.2 Biopolimeros

Los Biopolimeros son otro tipo de materiales usados para este proposito, entre ellos
destacan los polisacaridos insolubles en agua como la celulosa, almidon, agarosa, y
quitosano. Se caracterizan por formar geles acuosos altamente inertes. Su estructura quimica
posibilita la inmovilizacion enzimatica de forma reversible o irreversible; también, con el uso
de reactivos bifuncionales es posible crear entrecruzamientos que fortalezcan su estructuray
aumentar su resistencia térmica y mecanica (Homaei et al., 2013).

2.7.1.3 Inteligentes

Estos sistemas poliméricos son sensibles a estimulos externos que se dan por
pequefios cambios en su entorno, como temperatura, pH, luz, agentes quimicos, campos
eléctricos o magnéticos, iones o moléculas bioldgicas (Homaei et al., 2013); como respuesta
a este estimulo cambian su forma y modulo elastico. Algunos ejemplos son el poliuretano,
copolimeros de polietileno y poliestireno, poliéster, entre otros (Serrano, n.d.).

Las ventajas al usar estos materiales son: posibilidad de exhibir cambios radicales y regresar
a su forma original sin degradacion del material; facil manufactura, por lo que pueden ser
una alternativa econdmica a las aleaciones metalicas; y baja densidad.

2.7.1.4 Conductores

Los polimeros conductores tienen un esqueleto de electrones conjugados “p”, que
permite un movimiento libre de electrones en toda la red debido al alto grado de
superposicion del orbital molecular del polimero que permite la formacion de una funcion de
onda molecular deslocalizada y la ocupacion parcial del orbital molecular (Ahuja et al.,
2007).

Son usados principalmente por sus caracteristicas electroquimicas inusuales, como alta
conductividad eléctrica, bajo potencial de ionizacion, alta afinidad electronica y por sus
propiedades dpticas. Estas caracteristicas permiten la inmovilizacion de biomoléculas en un
entorno adecuado.
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Se hallevado a cabo la investigacion de estos polimeros en las areas de ciencias bioanaliticas
por su compatibilidad con biosensores in vivo y para el monitoreo continuo de farmacos o
metabolitos en fluidos biolégicos (Harwood & Pouton, 1996).

2.7.2 Hidrogeles

Los geles son materiales que poseen las caracteristicas comunes de sélidos, como
estabilidad de forma, y también pueden absorber disolventes e incrementar su tamafio
(Serrano, n.d.). Un hidrogel es una red tridimensional de polimeros hidrofilicos naturales o
sintéticos. Sus propiedadesfisicas se puedenmodular usando estimulos externos especificos,
tales como pH, temperatura, fuerza idnica, luz y sonido.

Debido a estas caracteristicas, el hidrogel es ampliamente usado en la biotecnologia para
administracion de farmacos, ingenieria de tejidos o diagnéstico molecular. En cuanto a la
biodeteccion, los estimulos bioquimicos actuan sobre la solucion polimérica deformando la
red. En conjunto a este tipo de soporte, se pueden usar enzimas, anticuerpos o aptameros, los
cuales actuan como entrecruzadores para generar estructuras de redes densas (Jung et al.,
2017).

2.7.3 Soportes inorganicos

En esta clasificacion se encuentran aquellos materiales inorganicos que pueden ser
utilizados como soportes para la inmovilizacién enzimatica, desde materiales con silice, hasta
aquellos que incluyen el desarrollo de nanomateriales.

La silica mesoporosa presenta la capacidad de ajuste del tamafio de poro, una gran area
superficial y alta estabilidad frente a estrés quimico y fisico. El silicon poroso, ademas de la
capacidad de ajuste de poro, tiene la ventaja de ser biocompatible y tener poros con grupos
hidrogeno que permiten la inmovilizaciéon de biomoléculas. Las zeolitas microporosas
pueden tener enlaces de hidrogeno fuertes con las enzimas debido a los grupos hidroxilo.

Entre los nanomateriales, los nanotubos de carbono ofrecen reusabilidad de las biomoléculas
al filtrar o usar campo magnético. Los nanomateriales porosos pueden estar compuestos de
silica, carbon, zeolitas y metales, los cuales son usados en el biosensado por su alta area
superficial y estabilidad. Finalmente, también existen soportes de nanoparticulas de Oro,
plata, entre otros (Asal et al., 2019).

2.8 Biosensores

Los biosensores son dispositivos analiticos que usan materiales bioldgicos para reconocer
otras moléculas (analito) y proveer informacion de ellas (identificar su presencia y/o
cantidad). Dicho reconocimiento se obtiene partir de sefiales especificas, dependiendo del
tipo de sensor, las cuales son captadas y procesadas posteriores a su deteccion.

Los componentes basicos de cualquier biosensor, representados en la Fig. 2.8, son: 1)
elemento de reconocimiento, 2) transductory 3) sistema electronico para la amplificacion de
la sefial, registro y representacion de datos fécil de usar (Korotkaya, 2014).
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Fig. 2.8: Esquema ilustrativo de componentes de un biosensor.

2.8.1 Bioreceptores

El elemento de reconocimiento es un componente basico de cualquier sensor, ya que
con él puede detectar una respuesta selectiva de uno o mas analitos para su identificacion
(Korotkaya, 2014).

2.8.1.1 Células

Incluidos los microorganismos (bacterias, hongos, células eucariotas, levaduras),
orgénulos de celular y cortes de tejido vegetal o animal. Son elementos vivos inmovilizados
en electrodos, que después son regenerados por inmersion en una solucion nutritiva.

Su uso se debe a la baja inhibicion en presencia de otros componentes en las muestras;
ademas de tener mayor tolerancia a los cambios de pH y temperatura y, generalmente, un
largo tiempo de vida. Pero, el inconveniente de este receptor es la baja selectividad y su lenta
respuesta comparada al de las enzimas aisladas debido a la gran variedad de procesos
metabdlicos que se desarrollan en una célula viva. Otra desventaja es la complejidad de su
seleccion y el mantenimiento de las mismas (Monosik et al., 2012).

Las células Non-viable son un ejemplo de este tipo de elementos, se han utilizado como una
alternativa mas econdmica a las enzimas. Otro ejemplo son las células viables, al usar las
funciones respiratorias y metabolicas de la célula, el analito puede monitorearse al fungir
como un sustrato o un inhibidor de estas funciones (D’Souza, 2001).

2.8.1.2 Anticuerpos

Son biomoléculas complejas hechas de cientos de amino acidos acopladas en una
secuencia ordenada. Como receptores son altamente especificos y utiles como
INnmunosensores.

Su principal ventaja es la sensibilidad y selectividad con la que cuentan; sin embargo,
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presentan limitaciones para la deteccion de contaminantes ambientales y alimenticios. A
pesar de que algunos anticuerpos son relativamente baratos, los animales deben estar
inmunizados para obtenerlos, de otra forma los anticuerpos especificos requieren aislamiento
y purificacion. Otras desventajas son los problemas éticos que conlleva el uso de animales,
la dificultad de generar compuestos que no provoquen toxicidad o respuesta inmune, unién
no especifica y la necesidad de controlar las condiciones ambientales por la pérdida de
propiedades (van Dorst et al., 2010).

2.8.1.3 Acidos nucleicos

Los biosensores basados en el uso de DNA, RNA y péptidos como bioreceptores son
altamente especificos y selectivos gracias a la afinidad entre pares de bases de secciones
complementarias de cadenas nucleétidas alineadas. Comunmente se utilizan sondas de
oligodesoxirribonucleétidos (ODN) sintéticos en los sensores de hibridacién de ADN, junto
con etiquetas finales, como tioles, disulfuros, aminas o biotina, para inmovilizar el elemento
en las superficies del transductor (Monosik et al., 2012).

El uso de acidos nucleicos en biosensores aumenta su estabilidad y permite el uso de una
mayor variedad de buffers o disolventes debidoa su resistencia. La sintesis ofrece alta pureza
y oportunidad de modificacion quimica para mejorar la estabilidad y especificidad de las
moléculas (facilitando la funcionalizacion de superficie) (van Dorst et al., 2010).

La principal desventajadel uso de ARN es la sensibilidad a las nucleasas, que puede evitarse
con la modificacion del anillo deribosa y usando analogos de imagen especular (spiegelmers)
(Famulok et al., 2000).

2.8.1.3 Enzimas

Son proteinas globulares que catalizan reacciones bioquimicas, corresponden al
elemento de bioreconocimiento mas usado en biosensores. Ademéas de aumentar
significativamente la velocidad de una reaccién en relacion con una no catalizada, la
interaccion con el sustrato se puede caracterizar mediante estudios cinéticos.

Las enzimas son selectivas para un tipo de molécula de sustrato debidoa la disposicion de
los aminoacidos en el sitio activo de la enzima, que a menudo se encuentra en el centroide
de la proteina, el cual une al sustrato especifico. La selectividad posibilita la deteccion de
sustancias individuales en una mezcla compleja, como la orina o la sangre. sin usar
pretratamientos o separando los analitos de la muestra, lo que implica una ventaja en cuanto
ahorro de tiempo y mano de obra y disminucion de interferencias (Hammond et al., 2016).

Para el desarrollo del dispositivo enzimatico se deben tener en cuenta ciertos parametros,
como el origen y la disponibilidad del componente bioldgico, su estabilidad operativa y de
almacenamiento, preservacion prolongada de bioactividad, asi como el procedimiento
adecuado de inmovilizacion que mantenga al minimo la variacién entre las mediciones
(Hammond et al., 2016). Otro punto importante a considerar es la comunicacién rapida a
través de la interfaz enzima-electrodo, ya que permitira alta sensibilidad y rapidez en la
respuesta de salida de la sefial en tiempo real (S. Xu et al., 2019).
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2.8.1.4 MIPs

Los MIP son materiales sintéticos reticulados con sitios de reconocimiento generados
artificialmente. Imitan la actividad bioldgica de receptores naturales, como los anticuerpos,
al unirse especificamente a una molécula diana. Su sintesis mediante impresion molecular
implica la preparacion de un “molde” hecho de mondémeros funcionales polimerizables
alrededor de un objetivo; después se copolimerizan los complejos resultantes con
reticuladores en presencia de un iniciador; luego de la polimerizacion se realizan lavados
para eliminar la molécula plantilla y dejar los sitios de reconocimiento especificos, los cuales
son complementarios, en tamafio, forma y posicion de los grupos funcionales, a la plantilla
original.

Los MIPS obtenidos son una alternativa atractiva para los anticuerpos al ofrecer una
selectividad y reactividad cruzada similares. En comparacion a los anticuerpos, estos
materiales presentan alta estabilidad por sus propiedades tipicas de los polimeros, como alta
tolerancia térmica, quimica, mecanica y ante valores extremos de pH; ademas, su preparacion
es relativamente facil y barata para la mayoria de analitos objetivo (Owens, 1999) y tiene una
vida util extremadamente larga (8 afios) sin pérdida de afinidad por la plantilla (van Dorst et
al., 2010).

2.8.2 Transductores

Analito

i

Elemento de reconocimiento

(enzimas, anticuerpos, células, acidos

nucleicos)
Transductor
Electroquimico Optico Piezoeléctrico Térmico

|

Procesamiento de senal

Fig. 2.9: Esquema de variedad de elementos empleados en un biosensor.

Este componente convierte los cambios de la reaccion entre el elemento bioldgico de
reconocimiento y el analito en una sefial que puede ser medida usando un dispositivo sensible
a la luz y/o uno electrénico (Korotkaya, 2014). La Fig. 2.9 esquematiza la posicion y tipos
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de transductores empleados en la construccion de biosensores (Dornelles Mello & Tatsuo
Kubota, 2002).

2.8.2.1 Electroquimicos.
La mayoria de los biosensores se encuentran en esta clasificacion por su bajo costo,
facilidad al usuario, portabilidad y simplicidad de construccién (Ronkainen et al., 2010).

e Potenciométricos: En un tipo de biosensor electroquimico cuya sefial analitica es la
caida de potencial entre ele electrodo de trabajo y el de referencia, o entre dos
electrodos de referencia separados por una membrana semipermeable a corriente cero
a través de una celda electroquimica. Generalmente se usan electrolitos selectivos de
iones (ISE por sus siglas en inglés) como transductor. Los ejemplos més utilizados
son los sensores que emplean electrodos de pH.

o Los transductores basados en el efecto de campo de silicio sensibles a iones
son como los sistemas potenciométricos convencionales, pero se implementa
un transistor de entrada del circuito electronico del voltimetro de alta
resistencia que se transpone a la solucion que se analiza, esto aumenta la
sensibilidad del biosensor (A. Kumar, 2000).

e Voltamétricos: En este sensor se mide la corriente de oxidacion o reduccion,
inducida con la caida de potencial preestablecida en los electrodos, de especies
electroactivas. Generalmente se aplica potencial constante al electrodo de trabajo
frente al electrodo de referencia. Los valores de concentracion o velocidad de
formacién (o desaparicion) son proporcionales a la corriente observada (A. Kumar,
2000).

e Conductométricos: Aquise mide la conductividad eléctrica de la solucion durante
una reaccion bioquimica. Cuando el elemento de reconocimiento es una enzima es
menos frecuente el uso de estos dispositivos (A. Kumar, 2000).

e Amperométricos: Este tipo de transductor mide la corriente producida por la
reaccion quimica (conversion catalitica o absorcion de proteinas) de los materiales
electroactivos encontrados en la superficie del electrodo al aplicar una corriente
constante; el cambio en la corriente sera equivalente a la concentracion del analito.
Los electrodos de trabajo de este transductor suelen ser un metal noble, 6xidode indio
y estafio (ITO), o carbono recubierto por un bioreceptor (Malhotra & Ali, 2018).

2.8.2.3 Opticos

Estos transductores pueden basarse en absorcion, fluorescencia, luminiscencia,
reflexion interna, resonancia de plasmon superficial o espectroscopia de dispersion de luz.
De los cuales, por su selectividad y sensibilidad, la mas usada es la fluorescencia.

En el caso dela fluorescencia, los dispositivos detectan el cambio en la frecuencia de emision

de la radiacion electromagnética que es causado por una absorcion de radiacion o generacion
momenténea de un estado de excitacion. La generacion repetida del estado de excitacion

35



genera una sefial brillante que puede ser medida (Velasco-Garcia, 2009).

Por otro lado, los dispositivos basados en difraccion optica utilizan una oblea de silicio que
es expuesta a luz ultravioleta; esta oblea se encuentra unida mediante enlaces covalentes a
una proteina, con la luz el bioreceptor se inactiva en las regiones expuestas dejando activas
aquellas en donde se encuentran los enlaces antigeno-anticuerpo. Estas zonas activas e
inactivas crean rejillas de difraccion que producen una sefial al iluminar con una fuente de
luz, dicha sefial puede ser amplificada o medidadirectamente (Mohanty & Kougianos, 2006).

2.8.2.4 Pizoeléctricos

Los sensores piezoeléctricos emplean cristales que sufren deformacidn elastica bajo
la accion de un potencial eléctrico. Un potencial alterno a cierta frecuencia genera una onda
estacionaria en el cristal. Los inmunosensores piezoeléctricos se consideran entre los
sensores mas sensibles desarrollados hasta la fecha, al ser capaces de detectar antigenos en
el rango de picogramos. (A. Kumar, 2000)

Su caracteristica principal es la deteccién de moléculas sin utilizar etiquetas. La deteccion se
basa en la adsorcién del analito en la superficie del cristal, que esta cubierta con un elemento
de reconocimiento bioldgico, que altera la frecuencia de resonancia al aumentar la masa, lo
cual es un indicativo de union. Dicho cambio puede ser medido eléctricamente y usarse para
determinar la masa adicional al cristal (para técnicas sensibles a la masa) (Vo-Dinh et al.,
2001).

2.8.2.5 Térmicos
Este es un método poco comin para uso en biosensores, su principio se basa en

determinar la concentracion del analito mediante la cantidad de calor medido por un termopar
sensible (Korotkaya, 2014).

Las aplicaciones que se le han dado son: analisis clinicos de glucosa o colesterol, control de
procesos industriales (un ejemplo es la produccion de penicilina V por fermentacion) (Rank
et al., 1992), uso en analisis ambientales (metales pesados o pesticidas), 0 en la industria
alimenticia.

Las ventajas que presenta frente a otros métodos son la falta de etiquetas biologicas,
estabilidad, facil miniaturizacion por su alta sensibilidad, reproducibilidad, posible
automatizacion, medicion continua, no sensibilidad a la luz, falta de interferencias
electroquimicas u Opticas y que es compatible con solventes organicos. Sin embargo,
presenta dificultad con el uso de células y de implementacion, altos costosy algunas muestras
requieren un tratamiento previo (Gaudin, 2017).

2.8.3 Aplicaciones

A continuacion, se presentan algunas de las areas de aplicacion de biosensores.

2.10.3.1 Diagnostico clinico
El diagnostico y monitoreo de enfermedades requiere el uso de diversas técnicas de
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toma de sangre, orina y otras pruebas relacionadas, lo que requiere tiempo, dinero, personal
especializado y grandes cantidades de muestra. Los biosensores representan una alternativa
a algunos de estos analisis, mejorando el costo, rapidez, facilidad y sensibilidad (Bahadir &
Sezginturk, 2015).

Sin embargo, a excepcidn de los biosensores de glucosa, el mercado de los biosensores en el
andlisis clinico no ha sido explotado; posiblemente por cuestiones de interferencia de
moléculas en mediciones simples, selectividad y precision (Mono$ik et al., 2012). Los
biosensores de glucosa comerciales ayudan a la medicion casera de glucosa en sangre para
el control de la diabetes y trastornos endocrinos; este es un campo ampliamente explotado
por su importancia y mercado. La mayoria de estos dispositivos se basan en técnicas
amperomeétricas y enzimas (glucosa oxidasa o glucosa deshidrogenasa), pero también se han
desarrollado dispositivos implantables, uso materiales organicos conductores Yy
nanomateriales (Yoo & Lee, 2010).

Otro andlisis clinico comun es la prueba de la gonadotropina coriénica humana (hCG, por
sus siglas en inglés), la cual busca detectar la hormona hCG en la sangre o la orina, ya que
esta hormona es secretada durante el embarazo. En este analisis se basa la prueba de
embarazo que es un biosensor de uso doméstico bastante comun. Dicha prueba es fabricada
con una membrana de nitrocelulosa y almohadillas de aplicacion e integracion; una de las
almohadillas contenidas en el dispositivo incorpora un anticuerpo monoclonal anti-hCG
inmovilizado, que a su vez se encuentra conjugado con una etiqueta de colorante (Bahadir &
Sezginturk, 2015).

2.8.3.2 Medioambiental

El monitoreo de efluentes de aguas residuales industriales y urbanas, contaminantes
del aire y del suelo es fundamental para gestionar los riesgos para la salud humana y
ambiental. Los andlisis quimicos por si solos no suelen proporcionar informacién suficiente
y rapida para la evaluacion de riesgos, por ello, en los dltimos afios se han desarrollado
alternativas basadas en bioensayos y biosensores que ofrezcan métodos mas simples, rapidos,
rentables y portatiles(Rogers, 2006).

Por ejemplo, para la deteccionde insecticidas organofosforados se han propuesto biosensores
desechables usando la enzima acetilcolinesterasa con transductor amperométrico utilizando
una monocapa auto ensamblada de cisteamina sobre electrodos serigrafiados en oro. Para la
deteccion de acetamiprid en muestras de suelo de superficie fresca se propuso un aptasensor
colorimétrico, usando nanoparticulas de oro, nanotubos de carbono de pared multiple y
nanocintas de 6xido de grafeno reducido como matriz de soporte del aptamero (para mejorar
la transferencia de electrones) (Fei et al., 2015). Otro pesticida analizado, en agua de mar o
rio y en cultivos, fue la atrazina; utilizando un inmunosensor voltameétrico basado en
nanoparticulas de oro y nanotubos de carbono de pared simple (Justino et al., 2017).

La presencia de patdgenos en agua se considera un grave peligro para la salud, por ello se
propusieron biosensores oOpticos especificos basados en la resonancia plasmonica superficial
para la deteccion de Legionella pneumophila (Enrico et al., 2013). Las brevetoxinas y las
microcistinas son toxinas que se producen a partir de algas; para su deteccion se aplicé un
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sensor electroquimico sensible a una toxina marina (brevetoxina -2), usando electrodos de
oro funcionalizados con una monocapa auto ensamblada de cisteamina (Eissa et al., 2015).

2.8.3.3 Anélisis de alimentos

Este es un campo menos comun que el de aplicaciones clinicas, principalmente por la
gran variedad de matrices con diferentes composiciones que pueden existir (alimentos,
bebidas y empaques), esto dificulta el disefio de dispositivos que se adapten a ellos o que
puedan detectar mds de un analito (Monosik et al., 2012). Ejemplos de la variedad de
aplicaciones encontradas en la bibliografia se encuentran recopiladas en la tabla 2.3.

Existen 3 categorias principales para el analisis de alimentos: 1) para el control de seguridad
alimentaria, 2) calidad de los alimentos y 3) precision de analisis. EI monitoreo de
contaminacion de alimentos es de los principales objetivos de los biosensores debido a la
importancia sobre la salud humana en general. La rapidez en los andlisis es una caracteristica
predominante, ya que, la acumulacion de toxinas a menudo se correlaciona con el tiempo; la
rapidez y facilidad de los biosensores podria representar una solucién en comparacion a los
analisis convencionales (Mishra et al., 2018).

Como materiales de soporte, aquellos a base de grafeno y sus derivados presentan
propiedades Opticas, eléctricas, térmicas, mecanicas y quimicas deseables en la industria de
alimentos al ser funcionalizados con antibacterias y anticuerpos.

Tabla 2.3
Biosensores en analisis de alimentos

Matriz de . Método de .
analisis Analito deteccion Transductor Soporte Referencia
Sudor (piel) Alcohol Alcohol oxidasa Amperométrico  Quitosano- (Kim et al.,
agarosa 2016)
Cerveza Ocratoxina Nanoparticulas ~ Amperométrico  Poliacrilamida (R. Liu et
(OTA) de oro (Au NPs) al., 2015)
Leche Acido lactico Lactato oxidasa, Potenciométrico Pasta de carbono  (Zaydan et
HRPy ferroceno al., 2004)
Carne Sulfadimetoxina Aptamero Amperométrico AuNPsy é6xido  (Mohamma
congelada (SDM) de grafeno d-Razdari et
al., 2019)
Café Cafeina Pseudomonas Amperométrico  Membrana de (Babu et al.,
Alcaligenes celofan 2007)
Salsa de soya L-glutamato L-Glutaminasa ~ Amperométrico  Hidrogel de poli-  (Kwong et
oxidasa carbamilsulfonato al., 2000)
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Bolsas de té  Polifenoles Tirosinasa Amperométrico  Glutaraldehido (Dall’Orto§

et al., 2005)
Vino Sulfito Sulfito oxidasa ~ Amperométrico  Politiramina (Situmorang

et al., 1999)
Pollo y Salmonella Anti-Salmonela  Optico Interacciones (Valadez et
huevos con Typhimurium anticuerpo biotina-avidina al., 2009)

cascara

Un ejemplo es la deteccion de glutamato en los alimentos, Esta sustancia es un aditivo
alimentario muy popular que potencializa el sabor umami y reduce el uso de sal, sin embargo,
se ha encontrado que es dafino para el cuerpo humano al inducir dafios en altas
concentraciones. La deshidrogenasa o glutamato oxidasa es usada como bioreceptor para el
desarrollo de los biosensores.

En cuanto a patdgenos bacterianos, la Salmonella sp. es uno de los patégenos con mas altas
tasas de contaminacion, los biosensores que la detectan son principalmente de naturaleza
electroguimica utilizando ADN o anticuerpos como bioreceptores.

También en la produccion primaria de alimentos existen fuentes de contaminacién, sobre
todo las relacionadas a antibioticos, como cloranfenicol, la tetraciclina, la eritromicina, la
tetraciclina, las penicilinas, la ampicilina, las quinolonas y las cefalosporinas; al usarse mas
alla de los niveles permitidos como promotores de crecimiento o masa muscular, dejan
residuos en los alimentos que llegan a los consumidores provocando enfermedades, 0
resistencia a antibidticos. EI problema surge con el funcionamiento de los biosensores
actuales que no pueden realizar tareas complejas de medicion de contaminantes en los
alimentos. Ante esta problematica la alternativa consiste en la combinacion de biosensores
microbianos, de ADNy activacion metabdlica de toxinas, pero estas técnicas ain no han sido
llevadas a su aplicacion industrial (Neethirajan et al., 2018).

2.9 Nanomateriales

Los materiales nanométricos han sido ampliamente estudiados y utilizados en los
biosensores, principalmente se usan en conjunto como soportes de inmovilizacién que
aportan sus propiedades individuales al Sistema, pero también se usan como amplificadores
de sefiales cataliticas o de conductividad. Sin embargo, no todos son candidatos adecuados.

2.9.1 Nanomateriales de carbono

Este tipo de materiales son usados por su conductividad electrdnica, gran area
superficial, biocompatibilidad y facil manipulacion. Principalmente son usados como
soportes para dispersar otros materiales metalicos o semiconductores y expandir la sinergia
electrocatalitica y propiedades optoelectronicas (L. Liu et al., 2018).
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2.9.1.1 Nanotubos de carbono

Presentan cualidades adecuadas para la inmovilizacion enzimética. Son sintetizados
mediante ablacion lases, deposicion quimica de vapor y desproporcién de monoéxido de
carbono a alta presion (D.-M. Liu & Dong, 2020).

Existen nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTSs) y de pared multiple (MWCNTS).
Para incrementar sus propiedades tipicamente son funcionalizados con otros materiales,
como nanoparticulas, moléculas organicas o polimeros conductore, sin necesidad de utilizar
bioreceptores. Un ejemplo es el desarrollo de un biosensor electroquimico no enzimatico para
la deteccion de PSA, usando NiCoBP y nanotubos de pared multiple (Zhang et al., 2014).

2.9.1.2 Grafeno

El grafeno es un material 2D deun solo &tomo de carbono de espesor. Su enorme area
superficial incrementa la carga de enzimas en la matriz, la resistencia mecéanica que posee lo
ayuda a aumentar la reutilizacion de las enzimas y presenta versatilidad en la modificacion
superficial, caracteristicas complementadas con su excepcional conductividad eléctrica (D.-
M. Liu & Dong, 2020).

Un ejemplo de su uso es el dispositivo desarrollado para imitar la enzima peroxidasa, a partir
de 6xido de grafeno y nanoparticulas de platino; éste posee una capacidad de electrocatalisis
y catalisis similar a la enzima (L. Liu et al., 2018).

2.9.2 Nanomateriales metalicos

Las nanoparticulas metélicas son de los materiales metalicos mas utilizados,
principalmente los metales nobles como el oro, plata, paladio, platino y sus aleaciones.
Desempefian varias funciones en el disefio de biosensores electroquimicos, catélisis
electroquimica y proceso de transferencia de electrones. Ademas, son faciles de sintetizar y
funcionalizar (Maduraiveeran & Jin, 2017).

2.9.3 Nanomateriales de 6xidos metalicos

Esta clasificacion abarca una gran variedad de materiales con diversas aplicaciones.
El TiO2 es un potente fotocatalizador que presenta alta biocompatibilidad y gran area de
superficie, haciéndolo adecuado en la inmovilizacién de enzimas, estudio de actividad
catalitico y tratamiento de aguas residuales. Los materiales de ZnO también son
biocompatibles, no tdxicos, presentan estabilidad quimica y son de bajo costo (D.-M. Liu &
Dong, 2020).. El FesO4 es un material magnético biocompatible util en la separacion y
administracion de farmacos.

Su aplicacion en biosensores resulta Gtil para la transduccion de sefiales en dispositivos
Opticos, magnéticos y eléctricos, y como elemento de reconocimiento de analitos (B. Liu &
Liu, 2019). Por ejemplo, se han desarrollado sensores de gas conductimétricos basados en
Sn0z, In203, Zn0O, TiO2, WOz y NiO, para el control ambiental de gases explosivos/toxicos
y compuestos organicos volatiles (Maduraiveeran & Jin, 2017).
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2.9.4 Hidréxidos metalicos

También Illamadas arcillas anionicas o hidroxidos dobles en capas (LDH) son de facil
preparacion y formas variables en las que se pueden combinar sus componentes. Cuentan
con porosidad, entorno biocompatible para las enzimas atrapadas por su alto contenido de
agua, movilidad del analito, bajo costo y estabilidad quimica e hidrolitica. Los LDH que
contienen materiales de transicion (Cobre, Niquel o manganeso) se han propuesto como
materiales de recubrimiento de electrodos (Y. Xu et al., 2011).

En los biosensores electroquimicos se usan muy cominmente como inmovilizadores de
enzimas, sobre todo por sus cualidades del entorno de la matriz. Encuentran aplicaciones en
la quimica clinica, diagnostico médico y analisis de metabolitos de moléculas pequefias que
sirven para dispositivos de biomarcadores moleculares (Asif et al., 2018).

2.9.5 Otros nanomateriales

Otros materiales nanométricos como la polianilina (PANI) son usados en la industria
de biosensores. Este material consiste en nanofibras modificadas con bentonita y se han
empleado en sensores de gas de sustancias toxicas como benceno, etanol y tolueno; la
deteccion es posible gracias al efecto de presion de vapor de los analitos y a la formacién de
interacciones dipolares y deslocalizacion de electrones w entre el PANI y los gases.

Otro material son los polimeros de impresién molecular (MIP), son materiales poliméricos
con alta selectividad de reconocimiento artificial. La selectividad se logra con la sintesis a
partir de una plantilla especifica a través de sitios de uniéon no covalentes complementarios
basados en interacciones ionicas, hidrofébicas o enlaces de hidrégeno. Este material se usa
para el reconocimiento de farmacos, pesticidas, péptidos, aziicares, compuestos organicos,
virus, eritrocitos e inmunoglobinas.

Esta es una estrategia directa para permitir que los quimicos analiticos produzcan polimeros
sintéticos, que son selectivos hacia una plantilla especifica a través de sitios de union no
covalentes complementarios. Esto se basa principalmente en interacciones ionicas,
hidrofdbicas o de enlaces de hidrogeno [89]. Los sensores electroquimicos basados en MIP
se pueden emplear para la deteccién de una amplia gama de analitos, incluidos farmacos,
pesticidas, péptidos, azlcares, compuestos organicos, virus, eritrocitos e inmunoglobulinas
(Maduraiveeran & Jin, 2017).

2.10 Ventajas de los nanomateriales como matrices
de inmovilizacién

El principal interés en de la participacion de nanomateriales en esta area esta en su uso
como soportes con matrices biocompatibles y entornos inertes que ayuden a la
inmovilizacion enzimatica. Las estrategias descritas anteriormente (absorcién, acoplamiento
covalente, atrapamiento y encapsulacién) también sirven con materiales a escalas
nanométricas. A comparacién de los materiales macro, los nanomateriales aportan
caracteristicas Unicas a este proposito, pero, estas caracteristicas dependen también del tipo
de nanomaterial usado.
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Algunos materiales tienen una mayor area superficial que mejora la relacién volumétrica; por
ejemplo, las nanofibras tienen dos tercios de la relacion superficie: volumen sobre las
nanoparticulas casi esféricas. Al contrario, las nanoparticulas son més faciles de manejar y
ofrecen mayor flexibilidad en el disefio de dispositivos (Gupta et al., 2011).

El inconveniente del uso de materiales nanométricos es el efecto que ejercen sobre la
estabilidad enzimatica; algunos estudios han demostrado que el uso incorrecto de ellos puede
provocar inestabilidad y actividad reducida de las enzimas (Sharifi et al., 2020).

2.10.1 Nanoparticulas

Se han estudiado a las nanoparticulas de origen organico e inorganico como soportes
para la inmovilizacion de enzimas. La principal ventaja que presentan frente a otros
materiales es su capacidad para minimizar las limitaciones de difusion; ademas de
proporcionar una alta retencion de la actividad catalitica al exponer mas ampliamente los
sitios activos de la enzima con los sustratos, de manera que las moléculas de enzima se
adhieran a la superficie de las particulas no porosas. (Zdarta et al., 2018)

En general se pueden vincular nanoparticulas a enzimas mediante 4 enfoques principales:
union covalente del ligando de la nanoparticula, absorcion electrostética, conjugacion usando
la afinidad de proteinas y conjugacion directa a la superficie de la nanoparticula (Sharifi et
al., 2020).

Las caracteristicas de las nanoparticulas ayudan a generar movimiento Browniano cuando se
encuentran en dispersion acuosa, ayudan a reducir el despliegue de proteinas y mejoran la
estabilidad y rendimiento (Khoobi et al., 2015).

2.10.1.1 Efecto del Tamafio de particula

Los efectos especificos de usar una matriz nano son el aumento derelacion superficie-
volumen, menor resistencia a la transferencia de masa, menor difusion y resistencia. Una
posible desventaja es el efecto en la estabilidad de las enzimas cargadas, ya que las enzimas
pueden deformarse para lograr el maximo contacto con la superficie de nanoparticula y
cambiar su actividad negativamente (Sharifi et al., 2020).

Este efecto se demostrd con algunos estudios, por ejemplo, el uso de nanoparticulas de TiO»
(60 nm de tamarfio) alter6 la estructura de lizosimas por la acidez y fuerza idnica del medio
(Z. Xuetal., 2010). En otra investigacion se encontrd que la quimotripsina mostrd un cambio
del 40% en su estructura secundaria y una reduccion del 86% en la actividad enzimatica al
amentar la cantidad de Au NPs en la matriz (Gagner et al., 2011).

2.10.1.2 Efecto de la Morfologia

Las propiedades morfologicas de las NPs son determinantes en la estabilidad
enzimatica. Un estudio demostro que al cambiar nanocristales de ZNO de nanoesferas a pods
y discos se obtuvo una mejora en la capacidad de carga y estabilidad de la peroxidasa
empleada. Lo mismo paso6 con nanoparticulas de oro, que contenian lisozimas, al cambiar su
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morfologia de esfera a baston (Gagner et al., 2011).

En otro estudio, al cambiar el portador magnético de un sistema no mesoporoso a
mesoporoso, se aumentd 30 veces la carga de la enzima uroquinasa y su estabilidad (Lata et
al., 2015).

2.10.1.3 Comportamiento de agregacion

Una caracteristica muy comun de estos elementos es su tendenciaa la aglomeracion,
este comportamiento se produce tanto en las nanoparticulas organicas como las no
inorganicas. La agregacion en entornos de consumo o reactores de fermentacion afecta
fuertemente la estabilidad y actividad de las enzimas; es por esta razon que algunas
investigaciones han encontrado que a pesar de obtener una mayor estabilidad enzimatica la
actividad se ve reducidaen comparacion de la enzima en su estado libre (Sharifi et al., 2020).

2.10.1.4 Efecto de otras caracteristicas fisicas

Ademaés de la agregacion, las caracteristicas fisicas mejoradas, como difusion y
movilidad, pueden afectar la actividad catalitica enzimatica. Otras caracteristicas fisicas que
ayudan a la aplicacion de biosensores son la estabilidad térmica y resistencia a la radiacion
(Garcia et al., 2016).

2.11 Propiedades de la plata

La plata metélica (Ag) es un elemento de transicion duradero; a nivel macro se ha
utilizado durante mucho tiempo para joyeria y como elemento antimicrobiano.

e Conductividad: La plata pura tiene una gran conductividad térmica y eléctrica,
siendo una opcidén popular en el campo de la electrénica. A nivel nano conserva estas
propiedades que se han utilizado para fabricar electrodos de transistores de pelicula
delgada, pastas y tintas para placas de circuitos impresos, como dispositivos de
almacenamiento de datos, materiales de intercalacion a base de baterias y en la
optoelectrénica (Yu et al., 2013).

e Areasuperficial: Poseen una gran superficie en virtud desu tamafio, lo que les ofrece
mas sitios reactivos, caracteristica que hace a las nanoparticulas un material deseable
en la catalisis. Son capaces de catalizar reacciones como la oxidacién de CO y
benceno, reduccion de nitrofenol en presencia de NaBH 4, reduccion de rodamina By
reduccién de 4-nitrofenol a 4-aminofenol (Yu et al., 2013).

e Optico: A diferencia de la plata a nivel macro, las nanoparticulas de plata presentan
una interaccion fuerte y especifica con la radiacion electromagnética. Al estar
dispersos son coloreados intensamente, este color depende del tamafio de las
particulas y difiere en luz dispersada y transmitida. Sus espectros de absorcion y
dispersion (de particulas superiores a 2nm) presentan una banda anchae intensa en el
rango visible o en los rangos adyacentes de IR cercano y UV, dicha banda es
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denominada banda de plasmones superficiales, y especificamente en la plata tiene
una mayor intensidad de banda (Krutyakov et al., 2008).

Antibacteriano: Estas propiedades son conocidas desde hace mucho tiempo. Pueden
ser seguras para las células pequefias concentraciones de plata que para la mayoria de
bacterias y virus son letales. Por ello, se usan ampliamente en la desinfeccion delagua
y alimentos o para control de infecciones médicas. El tamafio de las nanoparticulas

amplifica esta caracteristica al proporcionar un mayor contacto con el medio ambiente
y ser capaces de penetrar las membranas celulares (Krutyakov et al., 2008).
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CAPITULO 3

ANTECEDENTES

3.1 Métodos de deteccidn

Existen diversos métodos para la deteccion de residuos de antibioticos en alimentos, los
primeros fueron bioldgicos, que se siguen utilizando en la actualidad. Sin embargo, los
microorganismos usados en esta técnica pueden ser sensibles a mas de un antibiético,
caracteristica que conlleva a baja selectividad y la consecuente bldsqueda de nuevas técnicas
mas especificas que permitan realizar cuantificaciones selectivas y precisas.

En general, al representar una matriz altamente compleja, el procedimiento de analisis de
residuos en miel debe hacerse en varias etapas: 1) acondicionamiento de la muestra
(filtracion y preparacion); 2) extraccion de los analitos; 3) purificacion del extracto; 4)
identificacion y cuantificacion de los analitos y 5) confirmacion del analisis (Dieguez et al.,
2002).

3.1.1 Microbioldgico

Su funcionamiento se basa en la inhibicion del crecimiento microbiano, usando una
cepa indicadora, en presencia del antibidtico objetivo en las muestras analizadas; esto a
niveles superiores al umbral de sensibilidad del test. La cuantificacion resulta del diametro
del halo de inhibicion formado. Se ha demostrado en diversas referencias que los mejores
resultados se dan con el uso de la cepa B. cereus.

La desventaja que presenta este tipo de ensayo es su falta de selectividad debido a que los
microorganismos utilizados son sensibles a mas de un antibidtico. También existe un efecto
inhibitorio natural de la miel (varia segun el tipo) que impide la confianza en los resultados
a concentraciones relativamente bajas, lo que eleva los limites de cuantificacion (Dieguez et
al., 2002).

3.1.2 Cromatografia de alta resolucion

Es el método mas utilizado para la deteccion de OTC, ya que ofrece selectividad
adecuaday un bajo limite de cuantificacion (Z. Xuet al., 2016). La desventaja de esta técnica
es que se requieren una serie de pasos previos para la extraccion de la molécula de interés a
partir de su matriz biol6gica (Dieguez et al., 2002). También presenta dificultades asociadas
a la interferencia de silanoles y metales traza presentes en el material de envase (Casado-
Terrones et al., 2007), y requiere personal e instrumentacion especializados (Z. Xu et al.,
2016).

El proceso para la deteccion es el siguiente: 1) se prepararan soluciones de oxitetraciclina,
cantidades estandar de trabajo, a partir de la solucion estandar madre con la fase movil, 2) se
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inyectan alicuotas de cada solucion en la columna por triplicado, 3)la fase movil se
bombardea desde el depdsito de disolvente hasta la columna, registrando picos a cierta
longitud de onda; la curva de linealidad se construye graficando el area del pico frente a
concentracion de oxitetraciclina, 4) a partir de la curva, la concentracion incognita se lee del
grafico de calibracion o se calcula a partir de la ecuacion de regresion derivada, utilizando
los datos de concentracion del area del pico medio (Chilumuru Rama et al., 2015)..

Este proceso es combinado con otros métodos como el ultravioleta-visible o espectrometria
para la cuantificacion del antibiotico.

3.1.3 Cromatografia liquida con espectrometria de masas

Sigue el mismo proceso descrito anteriormente: se hace la extraccion de la oxitetraciclina y
posteriormente se usan las técnicas cromatograficas y de espectrometria de masas para la
cuantificacion. Esta combinacién ha mostrado una buena precision y robustez (Gunes et al.,
2009).

La técnica funciona a partir de la llegada de los iones al detector, generando una sefial
eléctrica que es ampliada, procesada y registrada en un computador; después, la
espectrometria de masas representa graficamente los iones detectados en su relacion masa-
carga (Brajovic, 2020).

3.1.4 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Elisa)

Esta prueba se basa en anticuerpos de tetraciclina a los que se afiade tetraciclina
marcada con peroxidasa de rabano picante y oxitetraciclina. Después la oxitetraciclina y el
conjugado competiran por los sitios de union de los anticuerpos especificos.

Existen Kits que incluye el procedimiento exacto descrito por el fabricante; la presencia de
antibidticos y reactivos especificos, que incluye el kit, provoca un cambio de coloracion que
puede analizarse con espectrofotometria (Mahmoudi, Moosavy, et al., 2014).

3.1.5 Sonda fluorescente

Consta deuna sondafluorescente basada en colorante BODIPY (boro-dipirrometano)
para carboxilo hidréfilo. La fluorescencia presente en el material se apaga con oxitetraciclina,
por lo que es cuantificable.

Los estudios de este método de deteccion son recientes (Z. Xu et al., 2016) pero se ha
mostraron que en condiciones Optimas tiene un amplio rango lineal, bajo limite de deteccidn
y buena precision. La desventaja que presenta es que se ve afectado facilmente por el pH, por
lo que no es propicio para cuantificar OTC en alimentos, un aptdmero modificado para evitar
esta interferencia podria resultar efectivo, pero a la vez muy costoso.

3.1.6 Electroforesis capilar (EC)
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Es una técnica que permite la separaciéon y cuantificacion de una amplia gama de
analitos, como las proteinas, iones, péptidos, carbohidratos, esteroides, acidos nucleicos,
vitaminas, farmacos, células, entre otras.

Al combinar diversos elementos de otras técnicas analiticas presenta ventajas tales como alta
eficiencia y resolucion, automatizacion completa, variedad de compatibilidad y bajo
consumo de muestra y solvente en comparacion con HPLC (Casado-Terrones et al., 2007).

Utiliza detectores de alta sensibilidad y capilares de silice fundida SiO.. Ha ganado
importancia en el analisis analitico, pero no hay muchos estudios de deteccion de OTC en
miel (Chopin, 2012).

3.2 Limites de cuantificacidén

Un factor determinante para el buen funcionamiento de una técnica de deteccion es
el valor minimo de cuantificacion de antibiotico capaz de detectar, este nos indica cual es la
concentracion mas baja de analito que puede detectar el método empleado. En la tabla 3.1
se recolectaron valores de las diferentes técnicas descritas en esta seccion.

Tabla 3.1
Métodos de deteccidn de oxitetraciclina en miel de abeja.
Metodc_;lde Ventajas Desventajas L|m|te_(fie Referencia
deteccion deteccion
(Dieguez
Microbioldgico Ampliamente Falta de selectividad, 0.4 pg/ g et al.,
conocida efecto inhibitorio de miel 2002)
la miel.
(Dieguez
Cromatografia Comunmente usada, Personal e 0.05 pa/g etal.,
liquida de alta selectividad adecuada, instrumentacion miel 2002)
resolucion (HPLC) bajo limite de especializados que
y detector UV cuantificacion aumenta costo y
complejidad.
Ensayo Buena selectividad, Requiere técnica de 5.3 nglg (Mahmou
inmunoabsorbente  existencia de kits extraccion y miel di,
ligado a enzimas especializados. medicion final en Moosavy,
(Elisa) espectrofotometro. et al.,
Su alta sensibilidad 2014)
puede arrojar falsos
positivos.
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Cromatografia
liquida con

Precision y robustez

Espectrometria de

masas

Sonda fluorescente

Electroforesis
Capilar

Amplio rango lineal,
bajo limite de
deteccion, buena
precision.

Alta eficiencia y
resolucion,
automatizacion

Personal e 10 ng/g
instrumentacion miel
especializados que

aumenta el costo y

complejidad.

Aln no es de uso 0.72 uM
comun, afecta-

do facilmente por

el pH.

Falta de estudios 10-40 mg/L
en deteccion de OTC miel

en miel.

(Gunes et
al., 2009)

(Gunes et
al., 2009)

(Casado-
Terrones
et al.,
2007)

completa, variedad de
compatibilidad y bajo
consumo de muestra y
solvente en
comparacion con
HPLC.

3.3 Funcion de las nanoparticulas en sensores

electroguimicos

Las caracteristicas de las nanoparticulas descritas en la subseccion anterior han
demostrado una de las principales aplicaciones de nanoparticulas en biosensores: la
inmovilizacion de biomoléculas. Pero también existen otras 4 aplicaciones de estos
nanomateriales en el desarrollo de sensores electroquimicos (tabla 3.2) (Luo et al., 2006).

Tabla 3.2

Diferentes funciones de las nanoparticulas en sensores electroguimicas.

Nanoparticulas

Funcion Propiedad usada Ejemplo Referencia
comunes
Catalisis de Gran superficie  Metalicas (Au,  Sensor de peroxido (Fiorito et
reacciones energética AQ) basado en NPs de azul  al., 2005)
de Prusia.
Transferencia de Conductividady Metalicas (Au, NPs de oro como (Xiao et
electrones dimensiones Ag) y Oxidos “nanoenchufe al., 2003)
pequefias (SiO2, ZrO2) eléctrico” de enzimas
con soporte.
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Etiquetado de Tamario Semiconductore DNA sensor con (Cai et al.,

biomoléculas pequenio, s (CdS,PbS)y  etiquetas de Ag NPs. 2002)
funcionalizacion  metalicas (Au,
Ag)
Reactivo Actividad Oxidos (MnO2)  Biosensor de lactato (J.-J. Xu et
guimica con MnOs.. al., 2005)

Catélisis de reacciones electroquimicas: Algunas nanoparticulas, especialmente
las metélicas, tienen excelentes propiedades cataliticas. Las ventajas de utilizarlas son
la posible reduccidn de sobrepotenciales y reversibilidad de reacciones redox que son
irreversibles en electrodos no modificados.

Mejora de la transferencia de electrones: Para la construccion de electrodos
enzimaticos de tercera generacion es comun el uso de materiales que permitan el
contacto eléctrico de enzimas oxido reductoras con los electrodos; por si mismas no
es posible debidoa que los centros activos de las enzimas estan rodeados de capas
gruesas de proteinas aislantes. Para mejorar la transferencia de electrones, las
propiedades conductivas de las nanoparticulas ayudan a actuar como mediadores o
“cables eléctricos” que hagan esta transferencia.

Etiquetado de biomolécula: Los sensores electroquimicos que usan biomoléculas
(antigenos, ADN Yy anticuerpos) etiquetadas con nanoparticulas pueden retener su
bioactividad e interactuar en base a la deteccion electroquimica de las particulas;
gracias a ello es posible medir la cantidad o concentracion del analito. EI material
mas comUnmente usado es el oro, pero también existe la posibilidad de usar plata u
otras nanoparticulas metéalicas tipo coreshell.

Nanoparticulas actuando como reactivo: Debido a su alta energia superficial, a
diferencia de los materiales a escala macro, las nanoparticulas son normalmente mas
activas quimicamente. La aplicacion de esta reactividad no ha sido ampliamente
estudiada, sin embargo, puede ser muy util para el desarrollo de sensores
electroquimicos (Luo et al., 2006).

3.4 Nanoparticulas de plata

Las

nanoparticulas de metales nobles se han estudiado en el disefio y construccion de

biosensores enzimaticos por sus caracteristicas distinguibles, como alta energia superficial y
relacion superficie/volumen, capacidad para disminuir la distancia entre proteinas y
particulas metalicas y buena estabilidad mecanica, térmica y quimica. (Karim et al., 2016)
Entre las nanoparticulas de esta clasificacion, las de plata han recibido atencion, ya que no
sOlo poseen las caracteristicas generales de nanoparticulas de metales nobles, si no que tienen
propiedades Unicas: alta conductividad eléctrica, excelente actividad biocatalitica, baja
toxicidad (Baghayeri et al., 2016), estructura resistente a contaminaciones microbianas,

49



versatilidad de métodos de sintesis y menor costo que las de oro.

Junto con las nanoparticulas de oro, las de plata tienen una amplia gama de aplicaciones en
la inmovilizacion de &cidos nucleicos, administracion de farmacos, biosensores e
inmunoensayos (Sanjana et al., 2019). Karim demostro que la baja concentracién de Ag-NP
mejora la actividad catalitica de la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) (Karim etal.,
2012). Generalmente se incorporan a otras matrices como Oxidos metélicos, redes de
silicatos, polimeros, grafeno, fibras, dendrimeros, etc., para mejorar la estabilidad y con ello
extender su rendimiento (Maduraiveeran & Jin, 2017). Pero, el rendimiento de deteccidn
dependera de la distribucién, tamafio y forma de las nanoparticulas en la superficie del
electrodo.

En los ultimos afios se han realizado aplicaciones en el disefio de métodos analiticos para la
seguridad alimentaria y el control ambiental en la deteccion de contaminantes organicos,
inorganicos y biologicos (J. V. Kumar et al., 2016). En el area de alimentos y
medioambiental, un sistema de biosensores electroquimicos para la deteccién de Hgz", la
plataforma consistié en Ag NPs con ADN extendido con desoxinucleotidiltransferasa (Li et
al., 2016). Otro desarrollo consistié en el uso de nanoplacas de Ag NPs para disefiar un
sistema microfluidico basado en papel (WPAD) acoplado con electroquimica dual y
colorimétrica para la deteccion de iones de plomo, cadmio y cobre (Chaiyo et al., 2016).

Por otro lado, en el campo de analisis clinicos, el grupo Compton desarrolld una técnica
electroguimica con etiquetas de nanoparticulas de plata para la deteccion rapida del virus de
influenza; este método se basd en la absorcién de las nanoparticulas en la superficie del virus
y posterior registro de los picos de corriente de la correspondiente oxidacién de las
nanoparticulas en el virus (Sepunaru et al., 2016). Otra vertiente es el uso de inmunosensores,
estos son dispositivos combinan la electroquimica y los inmunoensayos para obtener una
respuesta rapida, alta sensibilidad y especificidad. Zeng y su equipo desarrollaron un
inmunosensor para la deteccion del virus de la influenza aviar H7 (AlIV H7), utilizando
nanoparticulas de plata y grafeno como marcadores lograron un sensor con un limite de
deteccion de 1,6 pg/ml que potencialmente puede emplearse para detectar otros organismos
patégenos (Huang et al., 2016).

3.4.1 Sintesis de nanoparticulas.

Como ya se ha mencionado antes, la forma, tamafio, estabilidad y propiedades (fisicas
y quimicas) de las nanoparticulas estan ampliamente relacionadas al método de preparacion,
interaccion con los estabilizadores e inductores que lo rodean, velocidad de reaccion y en
general a las condiciones experimentales (Khodashenas & Ghorbani, 2019).

Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas de dos formas: 1) “top-down”, cuando el punto
de partida es una gran parte del material que se reduce; y 2) “bottom-up”, en este paso las
nanoparticulas crecen durante la sintesis de la solucién y ocurre mediante 3 pasos:
nucleacion, siembra y crecimiento (Khodashenas & Ghorbani, 2019).

El método de reduccion quimica es un método “bottom-up”, es ampliamente usado por su
relativa facilidad y porque permite controlar el tamafio y forma de los productos. En esta
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categoria, la sintesis mas comun consiste en la reduccién de sales de plata con borohidruro
de sodio. Esto se debe a la reactividad alta del borohidruro (en comparacion de carbohidratos
y citratos), manejabilidad y menor toxicidad a hidracina e hidroxilamina. El crecimiento de
particulas se debe a la reduccion de iones en la superficie de los grupos formados, por lo que
la agregacion de ellos es una manera de incrementar la formacion de particulas coloidales
(Krutyakov et al., 2008).

En muchas aplicaciones, como los biosensores, las nanoparticulas producidas deben
estabilizarse, dado que la sensibilidad y estabilidad de los electrodos usados se relacionan
con la dispersion y prevencion de aglomeracion de nanoparticulas en las matrices. Esto se
logra maximizando la repulsion electrostatica entre particulas mediante agentes protectores
(como aniones de borohidruro o citrato) y usando pequefias concentraciones de precursores
metélicos para reducir la colision de las nanoparticulas en crecimiento (Gakiya-Teruya et al.,
2018). Por ejemplo, Maduraiveeran et al. desarrollaron biosensores amperométricos con
nanoparticulas tipo coreshell de coraza de silicato para su estabilizacion (Maduraiveeran &
Ramaraj, 2009).
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Sintesis de nanoparticulas de plata.

La primera etapa consistio en la sintesis de las nanoparticulas de plata utilizando el método
de reduccion quimica de nitrato de plata (AgNO3) con borohidruro de sodio (NaBH4) en
presencia de iones citrato, los cuales actian como recubrimiento de las nanoparticulas y las
estabiliza mediante repulsion electrostatica. La preparacion de las nanoparticulas se realizé
siguiendo el protocolo descrito por Xu et al. con algunas modificaciones (Fig. 3.1) (S. Xu et
al., 2019).

En un matraz aforado de 1 litro se disolvieron 0.68 g de AgNO3sy 1 g de citrato de sodio en
agua ultrapura, para posteriormente dejar reposar la solucion en bafio de hielo. La mezcla se
mantuvo en agitacion vigorosa y se afiadieron, gota a gota, 15 mL de una solucién de NaBHa
sin detener la agitacion. EI color final del producto resulté café oscuro. Después de 2 horas
de agitacion constante en oscuridad se recolect6 el precipitado por medio de centrifugacion.
Las nanoparticulas sélidas se caracterizaron usando espectroscopia electronica de barrido
(SEM).
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Figura 4.1: Sintesis de nanoparticulas de plata por método quimico

4.2 Ensayo de actividad enzimatica

La medicion de la actividad enzimatica se realiz6 mediante el uso de un espectrofotémetro.
Consiste en la determinacion de la velocidad espectrofotométrica de la oxidacion de o-
Dianisidina catalizada por peroxidasa en presencia de peroxido de hidrégeno (Fig. 4.2), la
cual es absorbida una longitud de ondade 500nm. Los ensayos se llevaron a cabo a diferentes
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pH y temperaturas para obtener el valor 6ptimo en el que la enzima trabaja en estado libre y
posteriormente comparar los valores con el sistema de enzima inmovilizada.

Peroxidasa

/ NH2 del rabano / = NH
U Ao picante E
’O/Q + HO—OH % M,;O/Q% + 2 Ho—OH
. / ' — /

O-dianisidina O-dianisidina
reducida oxidada

Figura 4.2: Reaccion de o-Dianisidina con HRP en presencia de H202.

Se llevo acabo el procedimiento descrito en Merck para ensayos enzimaticos con cambio de
pH y temperatura (KGaA, 2021). Se prepararon los siguientes reactivos (Fig. 4.3):

e Buffer fosfatos (K2HPO4) 0.1M, diferentes pH a temperatura ambiente. Se prepard
en agua destilada y se ajustaron los pH con KOH y HCL 1M.

e Solucidén de o-dianisidina. Se prepar6 0.5 mL de solucién de 10g de o-dianisidina por
cada mL de agua desionizada.

e Solucion de peroxidasa. La peroxidasa fue disuelta en agua desionizada para obtener
0.5 mL con concentracion de 100 unidades de piroganol/mL

e Solucién Coctel. Se afiadieron 0.5 mL de o-Dianisidina a 40 mL de bufferaun matraz
de 50 m, posteriormente se ajusto el pH 'y temperatura y se aforé a 50mL con buffer.

Buffer

Solucién =
KOH 1M "E
K2HPO4 — Buffer ~ O-dianisidina =

: == — HCl 0 KOH
Ajustar pH [«— 8= | =y - -
o (B Ajustar "tpH Aforar a 50 mL
— 7.5,25°C con Buffer

qE . | .
Agitacion ‘ U U Agacion |

Figura 4.3: Preparacion de Buffer y coctel de peroxidasa.

Coctel

Para la prueba con cambio de pH (Fig. 4.4), se ajusté el tampdn de fosfato para cada uno de
los 12 diferentes valores utilizados, de2 a 7.5 unidades variando media unidad, a temperatura
ambiente. En cuanto a la prueba con cambio de temperatura (Fig. 4.5), las soluciones se
ajustaron al pH dptimo (obtenido de la prueba anterior) y se modificé su temperatura a 15,
25, 35, 45,55y 65°C.

Se realizaron ambas pruebas, por triplicado, con una mezcla de:

e 1,5ml solucién de coctel:
e 10,0 mg/ml de o-Dianisidina diluida a 50 ml con tampdn fosfato.
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e 0,055 ml solucién de enzima peroxidasa de 100 unidadesde piroganol/ ml de agua
ultrapura.
e 0,1 ml de solucién de peroxido (0,027 % viv)

Finalmente se midié la absorbancia de cada solucion a 500 nm de longitud.
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Figura 4.4: Ensayo enzimético con cambio de pH
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Figura 4.5: Ensayo enzimatico con cambio de temperatura
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4.3 Inmovilizacion de peroxidasa en nanoparticulas
de plata y fabricacion de electrodos.

Esta etapa se basa en la inmovilizacion de la enzima peroxidasa del rdbano picante
(comercial) mediante enlaces covalentes. Este método implica el uso de nafion, este polimero
es modificado con bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) para la formacion de enlaces que
permitan la inmovilizacion. Esta se lleva a cabo cuando los cationes del amonio cuaternario
del TBAB reemplazando los protones del nafion y a su vez contrarrestan los grupos sulfonato
(Mani et al., 2021).

Para ello, se puso agregaron 1 mg de las Ag-NPs, 20 mg de carbén vulcan, 189 pL de nafién,

5 mg de TBAB. y 300 pL de buffer fosfato, durante un periodo de tiempo establecido para
que ocurran las interacciones necesarias para formacion de enlaces de las enzimas en la
matriz del soporte. Esto bajo las condiciones de pH y temperatura ideales obtenidas en los
ensayos de actividad del capitulo 4.2.

La mezcla se homogeneizd usando un bafio de ultrasonido durante 20 minutos; terminado
este tiempo se agrego la enzima disuelta (1mg/200 uL de buffer) y se agit6 todo el sistema
usando un vortex durante 60 segundos. Utilizando un electrodo de carbén vitreo (GCE), la
tinta resultante de la inmovilizacion se deposit6 en la superficie (3 mm dedidmetro) y se dejo
secar. El electrodo de referencia usado es un electrodo Ag|AgCl saturado con KCI. Este
proceso se ilustra en el esquema de la Fig 4.6.
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W HRP
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Papel carbén

vulcan
Tintd I:Iectrmdo de
carhon vitreo

|
Para los ensayos enzimaticos se utilizd papel carbén como matriz de soporte de la tinta

A
catalitica, siguiendo el mismo procedimiento anterior se depositd la mezcla homogeneizada
sobre cuadros de papel carbon de 0.5cm*0.5cm y se dejo secar para la formacion de los
electrodos.
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{

-l |
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Nafidn

HRP
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L

Figura 4.6: Inmovilizacion enzimatica.
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4.4 Caracterizacion de electrodos.

4.4.1 Prueba de acoplamiento

Conel fin de determinar la cantidad de nanoparticulas de plata y tiempo de absorcion ideales
para la inmovilizacion de enzima, se llevo a cabo una prueba de acoplamiento basada en el
método de Lowry.

El método consiste en una reaccion de 2 pasos que combina la reaccion de Biuret con el de
reactivo Folin: 1) primero se lleva a cabo la reduccién de Cu2*a Cu* en una solucién alcalina;
donde se forma un complejo entre el nitrégeno presente en las proteinas y el cobre; 2)
posteriormente, la adicién de reactivo de Folin forma un complejo de color azul oscuro, por
la reduccion de este ultimo debido a la presencia de grupos fenoles (residuos de tirosina y
triptéfano de las enzimas). Esta reaccion es medida por espectrofotometria UV-Vis (Lowry
et al., 1951).

Agua Agua

s=—— Carbonato de calcio 2 Sulfato de cobre 2
S 5
o e A /)
= & RS >
b=/ = L/ l—,i ‘\"/

+ 250mLa I 250 mLa
i m
MM ‘ D )

Preparar solucién Lowry

Complejo Cu+

Figura 4.7: sintesis de solucion de carbonato-tartrato-cobre.

En un matraz se afiadieron 250 mL de una solucion de carbonato de calcio 0.1M disuelta en
hidroxido de sodio 0.1M, 250 mL de sulfato de cobre 0.1 disuelto en agua y 250 mL de
solucion de tartrato de sodio 0.1M (Fig. 4.7).

De esta solucion se agregaron volumenes fijos (1.5 mL) a diferentes tubos de ensayo. En la
primera prueba (triplicado) se afiadio 25 pL de enzima disuelta en buffer (Img/mL, pH 7y
temperatura ambiente), junto con la solucion de carbonato-tartrato-cobre y 500 pL de
solucién de reactivo folin disuelto en agua (50% v/v). Después se agitd la solucion y se
mantuvo en temperatura ambiente por 10 min; pasado este tiempo se obtuvo la absorbancia
de las soluciones usando el espectrofotémetro a una longitud de onda de 750 nm.

Las siguientes pruebas se realizaron siguiendo el mismo proceso, exceptuando la adicion de
un electrodo de papel carbdn con la enzima inmovilizada en nanoparticulas (sintetizado en
el capitulo 4.3). Cada 5 minutos se tomo la alicuota de enzima disuelta para realizar el
procedimiento (Fig. 4.8).
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Figura 4.8: Prueba de acoplamiento.

4.4.2 Electroquimica

4.4.1.1 Comportamiento de Oxitetraciclina con diferentes electrodos.

La deteccion electroquimica en la que se basa el electrodo consiste en la oxidacién del grupo
funcional fendlico de la oxitetraciclina usando la enzima HRP en presencia de peroxido. Ya
que, de acuerdo a la bibliografia consultada, la presencia de oxitetraciclina se observa con un
pico en la corriente de oxidacion en el rango de 0.8-0.85 V (Ghodsi et al., 2015).

Para comparar la respuesta del electrodo modificado, se realizaron pruebas de
voltamperometria ciclica y de pulso diferencial con soluciones de tampén de fosfato y
oxitetraciclina disuelta (concentracion 0,028 mg/ml) usando otros 2 electrodos incompletos.

El electrodo de trabajo se modifico con: 1) la tinta catalitica sintetizada en la seccion 4.3, 2)
una tinta hecha con unicamente Ag NPs (20 mg de carbdn vulcan, 5 mg de TBAB Yy 1 mg de
nanoparticulas), 3) y otra con la enzima en estado libre (20 mg de carbdn vulcan, 5 mg de
TBAB y 1 mg de peroxidasa del rdbano picante). Los 3 electrodos se estudiaron usando
mediciones DPV y CV, con la adicion 10 uL de H20zen las soluciones apH 7'y temperatura
ambiente.

4.5 Ensayo de actividad enzimatica

El pH éptimo deunaenzima inmovilizada puede cambiar 1 o 2 unidades comparada a cuando
se encuentra en estado libre. Por ello, para conocer los valores correspondientes a la HRP
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inmovilizada se realizaron pruebas de respuesta fotométrica en funcion del cambio de pH, en
unrango de 2 a 8.

Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en la seccion 4.2, utilizando los electrodos de
papel carbon con el sistema de enzima inmovilizada con nanoparticulas (Fig. 4.9).
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Figura 4.9: Ensayo enzimético con enzima inmovilizada

4.6 Optimizacion de H;0;

El peréxido de hidrdgeno es usado en todas las pruebas biolégicas y electroquimicas al ser
parte fundamental del proceso catalitico de la peroxidasa. Para calcular la concentracién
Optima de su uso en la reaccion del electrodo y la solucion de OTC, sin que llegue a afectar
la actividad enzimética de la HRP, se empled una prueba ensayo enzimético similar a la
descrita en la seccion 4.2, variando la concentracion de peréxido de 0.09% reduciéndolo a la
mitad hasta llegar a 0.00015625%.

4.7 Deteccion de oxitetraciclina en Buffer fosfato

La aplicacion del electrodo inmovilizado se realizé con el estudio mediante DPV y CV de
diferentes soluciones de oxitetraciclina en buffer fosfato, en un rango de concentracion
basado en los diversos valores encontradosen mieles comerciales de acuerdo a la bibliografia
consultada (Sporns et al., 1986) (Roth et al., 1986) (Z. Xu et al., 2016) (Mahmoudi, et al.,
2014) (Z. Xu et al., 2016)(Chilumuru Rama et al., 2015).

El método consiste en la peroxidasa que actia como electrocatalizador que se activa con el
peroxido presente en la solucion. La peroxidasa oxidada puede a su vez oxidar a la
oxitetraciclina; posteriormente la enzima (ya reducida) se volvera a oxidar en la superficie
del electrodo. Esta reaccion provocara un pico de corriente proporcional a la concentracion
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de OTC en la solucion (Yang et al., 2006). Este proceso sucedera siempre y cuando el
peroxido no sea un reactivo limitante. El electrodo de carbén vitreo modificado usado como
sensor resulta en un sistema similar al mostrado en la Fig. 4.10.

Electrodo carbén vitreo

Matriz carbdn
vulcan

HRP(red) H‘ P(oxi)

’
J
J
'l
4
]
4

4 4

k- \
OTCs  OTCen

Figura 4.10: Electrodo de carbdn vitreo modificado con HRP inmovilizada en nanoparticulas de
plata sobre carbén vulcan para deteccion de OTC.

La voltamperometria ciclica (CV) se realizd en un rango de 0 a 1V a una velocidad de
exploracion de 25 mV/s. Para la correlacion de corriente de oxidacion contra la cantidad de
OTC en lamuestra, se realizaron diferentessoluciones con laadicion de OTC a bufferfosfato
medidas con voltamperometria de pulso diferencial (DPV) en un rango de potencial de 0 a
1.2 V, auna velocidad de exploracion de 25 mV/s y amplitud de pulso de 100 mV.
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Figura 4.11: Deteccion de oxitetraciclina en soluciones con buffer fosfato.

Una curva de calibracion se define como la relacion funcional entre la respuesta observada,
representando un valor variable, y la concentracion de analito; representando
cuantitativamente esta relacion existente (Ristoff, 2013). Para construir esta curva se
requieren al menos 5 valores diferentes, en el presente trabajo se utilizaron 10. Las soluciones
se prepararon con las siguientes concentraciones de OTC: 0.6 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.464
pug/mL, 0.4639 pg/mL, 0.258 pg/mL, 0.179 pg/mL, 71.5 ng/mL, 35.75 ng/mL, 28.992
ng/mL, 17.875 ng/mL. Todas las soluciones se trabajaron con 10 puL de H202,pH 7 y a
temperatura ambiente (Fig. 4.11).
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4.8 Estabilidad y Reuso

Una vez demostrada la efectividad del sistema de enzima inmovilizada para la deteccion de
OTC en una solucion sintética, se llevaron a cabo distintas pruebas de estabilidad mediante
cronoamperometria para evaluar la actividad enzimética de la peroxidasa en el sistema
inmovilizado con nanoparticulas de plata en soporte de carbon vulcan y en el sistema sin
nanoparticulas en el mismo soporte. Se compard el desempefio de ambas tintas cataliticas
para determinar si existe un efecto negativo o positivo en la estabilidad de la enzima en el
tiempo.

Las pruebas fueron realizadas primero a un tiempo de 5 minutos y después a 10 minutos,
ambas a un potencial establecido de 0.8 V. Se utilizé una solucion de OTC en buffer fosfato
a una concentracion de 0.02804 mg/mL.

4.9 Actividad con la reutilizacion del electrodo

La estabilidad de los dispositivos analiticos tiene un papel importante para determinar la
reutilizacion del dispositivo perdiendo el menor porcentaje posible de sensibilidad. Las
pruebas de reutilizacion del electrodo se realizaron comparando las dos tintas cataliticas
anteriores. Para ello se realizaron las pruebas de actividad enzimatica del capitulo 4.5 a
temperatura ambiente y pH 7.5, reutilizando el electrodo durante 10 ciclos. También se
realizaron pruebas electroquimicas usando potenciometria de pulso diferencial con las
mismas condiciones del capitulo 4.7 y una solucion 0.02804 mg de OTC /mL de buffer
fosfato.

4.10 Prueba de interferentes

La miel estd constituida por diferentes compuestos, por lo que un inconveniente que
presentan muchos biosensores es la aparicion de interferencias en las sefiales de
reconocimiento. A pesar de que los biosensores enzimaticos son altamente selectivos, se
requiere un estudio de interferencias para descartar un posible efecto externo no deseado en
la corriente oxidativa.

Los mayores constituyentes en la composicion de esta matriz son: glucosa, la cual
corresponde al 28%, fructuosa con 22% y sacarosa en 3.2% de la miel de abeja comdn. Estos
3 compuestos se estudiaron como posibles interferentes (Chi & Wilhad M. R, 2015) que
acompanian al antibi6tico en la aplicacion con muestras reales.

Para examinar el efecto que pueden tener estos compuestos, se elaboraron 3 soluciones
aforadas en un matraz de 25 mL con solucion de 0.129 mg de OTC/mL buffer: 1) 1.148g de
sacarosa, 2) 7.8925 g de Fructuosa y 3) 10.045g de glucosa. La concentracion de OTC se
mantuvo constante para las 3 mediciones que fueron analizadas mediante DPV con las
mismas condiciones planteadas en la prueba anterior.
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4.11 Deteccidén de oxitetraciclina en solucién de
miel de abeja.

Con el fin de examinar su aplicabilidad, en esta seccion se evalu6 el desempefio del sistema
de enzima inmovilizada en una muestra real de miel comercial marca great value.

Para la preparacion de las muestras se tomaron 6.3 mL de miel y se disolvieron en 8.7 mL de
buffer de fosfatos, con el fin de no afectar el ambiente de deteccion por el cambio drastico
de viscosidad. La calibracion se realizd con 10 concentraciones de OTC: 17.875 ng/mL,
28.992 ng/mL, 71.5 ng/mL, 0.129 pg/mL, 0.179 pg/mL, 0.258 pg/mL, 0.46397 pg/mL,
0.46997 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.6 pg/mL. De igual manera, se estudié mediante DPV con las
mismas condiciones que la prueba anterior (Fig. 4.12).
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Calculo eficiencia de la sintesis de
nanoparticulas.

La concentracion final de la solucién de nanoparticulas coloidales se estimé de la formula
4.1, donde M(AQ) es la concentracién, W(AQ) es la cantidad de precursor utilizado (0.136 g)
y V(total) el volumen de la solucion final (203 ml).

W (Ag)
V(total)

M(Ag) = (4.1)

La concentracion del método empleado fue de 0.67 g Ag/L. Para obtener el rendimiento del
total de nanoparticulas solidas recolectadas después del lavado, centrifugacion y secado se
empled la férmula 4.2, donde %R es el porcentaje de rendimiento.

%R — cantidad real +100 (42)

cantidad tedrica

De la sintesis se obtuvieron 6.9 mg, dando un rendimiento del 0.507%. La eficiencia resulta
baja debido al método de recuperacion de las nanoparticulas en solucién, sin embargo, para
efectos practicos en la inmovilizacién enzimética se requiere el uso de nanoparticulas en
estado solido.

4.2 Caracterizacion de nanoparticulas de plata.

Al afiadir la solucion de NaBH4, en el método de sintesis descrito en el capitulo anterior,
hubo un indicio de la presencia de nanoparticulas coloidales de plata indicado por el cambio
de coloracion a marron amarillento. La Fig. 4.1 muestra una imagen SEM (microscopio
electronico de barrido) de las nanoparticulas obtenidas del precipitado de la solucion.

Se puede apreciar una aglomeracion de particulas, cada una de tamafio inferior a 1 um, este
efecto de agregacion puede deberse al proceso de centrifugacion durante la recoleccion del
precipitado de la solucion de las nanoparticulas originalmente coloidales el cual
posiblemente afecto la barrera estabilizadora dada por del citrato y con ello se aglomeraron
las nanoparticulas. Sin embargo, el tamafio real no se puede apreciar claramente por la
resolucion de las iméagenes que baja con el tamafio total de las nanoparticulas individuales
aglomeradas y debido a que esta técnica no es estrictamente cuantitativa.
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Figura 4.1: Iméagenes SEM de nanoparticulas de plata a diferentes aumentos: (a) 1,000x, (b) 5,000x
y (c) 10,000x.

La figura 4.1 c) con el aumento de 10,000x, nos permite apreciar de mejor manera la forma
de las nanoparticulas obtenidas en la sintesis, ésta parece tener una tendencia hacia
nanoparticulas esféricas irregulares. A pesar de que no se puede obtener un tamafio exacto
de ellas con esta técnica de caracterizacion, usando correlacion se llego a la conclusion de
que se formaron particulas grandes en la sintesis, pero con nanoparticulas de tamafios entre

100 nmy 200 nm (o0 menores) en su superficie.
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4.3 Pruebas de actividad enzimatica
4.3.1 Efecto del pH

El valor de pH tomado para el desempefio de las siguientes pruebas fue tomado en base a los
resultados de las pruebas experimentales de actividad enzimatica de este ensayo para la
enzima inmovilizada.

Los resultados se ilustran en la Fig. 4.2, donde se cambi6 el pH del medio en un rango de 2
a 8. Los resultados nos indican que la enzima se adapta mejor a medios neutros o un poco
alcalinos, tanto para el sistema libre como inmovilizado: con la diferencia que el sistema
inmovilizado ayudé a la enzima a resistir un valor més alcalino antes de perder su actividad.

1.4+ —a— Enzima libre

—e— Enzima inmovilizada

1.2

1.0

0.8

0.6 1

0.4 1

Unidades/ mL de enzima

0.2

0.0 T T T T T T T T T T T T T

pH
Figura 4.2: Actividad enziméticaen funcion del pH en solucién de buffer para enzima peroxidasa
en estado libre e inmovilizada en nanoparticulas de plata.

Basandonos en la bibliografia y los resultados obtenidos se puede plantear que la
inmovilizacion se llevo a cabo cuando el nafion fue modificado por el TBAB que contiene
un amonio cuaternario cuyos cationes reemplazan a los protones del nafion (Mani et al.,
2021). Estareaccion contribuyé a la formacion de enlaces, principalmente de grupos iénicos
hidrofilicos de SO-3 (Xing et al., 2011), que actlian como matriz para la distribucién de las
nanoparticulas y la enzima. Con el uso de citrato trisddico para la estabilizacion de las
AgNPs, durante la sintesis, se mantienen los grupos citrato en la superficie de las
nanoparticulas; lo cual podria ayudar a la formacién de enlaces en el sistema.

Con la inmovilizacion, la actividad méaxima decrecié 33.05% comparado con el estado libre
de la peroxidasa. También, a diferencia del estado libre en donde el pH 6ptimo fue de 7, el
de la enzima inmovilizada en AgNPs fue de 7.5. Este decremento en la actividad puede ser
atribuida a un efecto limitante de los grupos funcionales que acttan para la oxidacion de
peroxido en la enzima debido a la formacion de enlaces con los componentes usados en la
inmovilizacion covalente, ya que a pesar de que se espera la mejora en la estabilidad de la
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peroxidasa, este método conlleva a la pérdida de actividad catalitica enzimatica y posible
modificacion del entorno quimico de la matriz (Moore et al., 2004).

Los valores maximos de actividad se presentaron en un pH de 7 para la enzima en estado
libre y 7.5 para el sistema inmovilizado. De acuerdo a los autores Ramos Diaz et. al., la miel
tiende a ser acida con valores de pH entre 4 y 5 (Ramos Diaz & Pacheco Lépez, 2016), esto
puede representar un problema por el decaimiento de actividad a este pH. Sin embargo, la
inmovilizacion presentd un factor de proteccion ante cambios de pH al disminuir la actividad
tan solo un 35.05% con el cambio depH 7 a pH 5, mientras que con la enzima sin inmovilizar
la disminucion fue de 44.34%.

4.3.2 Efecto de la temperatura

En cuanto a la respuesta 6ptima de la peroxidasa en funcion de la temperatura, tantoen estado
libre como inmovilizada, los resultados se muestran en la Fig. 4.3. El rango de 30 a 35°C
mostré mayor actividad para la HRP libre e inmovilizada.

3.0

—— Enzima libre
1 |—®— Enzima inmovilizada

2.5 1

2.0+

1.5 4

1.04

Unidades/ mL de enzima

0.5+

T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 4.3: Actividad enziméticaen funcién de la temperatura en solucién de buffer a pH 7 para
enzima peroxidasa en estado libre e inmovilizada en nanoparticulas de plata.

La disminucién de la actividad a partir de los 35°C se puede atribuir al proceso de
desnaturalizacién enzimatica a altas temperaturas, y este efecto se presentd en ambos
sistemas. Asi como con el cambio de pH, la inmovilizacion disminuyé la actividad en un
48.20%, sin embargo, se conservé la misma temperatura 6ptima que con la enzima en estado
libre. Debidoa que se espera una deteccion simple y sin instrumental avanzado, las siguientes
pruebas se realizaron a temperatura ambiente (Aproximadamente 21°C).

En este caso, contrario al efecto de la inmovilizacién frente a cambios de pH, la
inmovilizacion covalente no parece proteger a la enzima con los cambios de temperatura.
Cuando se cambi6 la temperatura de 35°C (valor 6ptimo) a 40°C la enzima en estado libre
disminuyo su actividad 16.82% Yy la enzima inmovilizada decrecid hasta 44.25%. Esto nos

66



indica que existe una limitacion en cuanto a la estabilidad de la enzima a temperaturas
superiores a 35°C.

Los resultados de pH y temperatura son favorables para el uso practico de la enzima al lograr
la deteccion con un pH cercano al neutro y desnaturalizacion a una temperatura muy arriba
de la ambiental.

4.4 Prueba de acoplamiento

La Fig. 4.4 ilustra los resultados obtenidos de la prueba de acoplamiento para la obtencion

de la cantidad Optima de nanomaterial y el tiempo necesario para una correcta
inmovilizacion.

El porcentaje deenzima inmovilizada se estimd mediante los valores deactividad enzimatica
obtenidos y usando la ecuacién 4.3.

% Enzima inmovilizada = * 100
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Figura 4.4: Porcentaje de enzima inmovilizada respecto al tiempo, comparando 3 diferentes
concentraciones de tinta.

Los resultados indican que usando 1 mg de nanoparticulas por cadamL de enzima se llega a
un 80% de enzima inmovilizada en el soporte, este valor es 19.97% mayor comparado a
cuando se usa la mitad de esta cantidad y al duplicar la cantidad a 2 mg de nanoparticulas el
cambio es casi nulo.

Los autores Sharifi et al indican que la cantidad de nanoparticulas empleadas en la
inmovilizacion puede afectar el desempefio del electrodo de deteccion al cambiar la actividad
enzimatica de la enzima (Sharifi et al., 2020), aunado a que una menor cantidad de
nanomateriales sintetizados baja el costo total del método de deteccion. Por ello, se optd por
usar 1 mg de nanoparticulas deplata en la sintesis de la tinta electrocatalitica para las pruebas
subsecuentes.

Este incremento de enzima inmovilizada con el aumento de concentracion de nanoparticulas
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de plata puede deberse a los beneficios planteados con el uso de nanoparticulas, ya que éstas
conllevan a una mayor superficie disponible en la que puede acoplarse una mayor cantidad
de enzima mediante la formacion de enlaces. La cantidad ideal fue de 1mg de material, ya
que el usar el doble de cantidad no significo diferenciaen la cantidad de enzima inmovilizada,
posiblemente debido a la falta de enzima disponible. Sin embargo, el valor obtenido (80%)
es un gran parametro para el uso en el electrodo (Yu et al., 2013).

4.5 Caracterizacion del electrodo

Las figuras 4.5 y 4.6 muestran las graficas obtenidas mediante voltamperometria ciclica
(CV) y voltamperometria de pulso diferencial (DPV) respectivamente.

0.4
Enzima
Nanoparticulas
034 |=—Enzima/NPs
= Enzima con OTC
NPs con OTC
Enzima/NPs con OTC
0.2 1
NA
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00 4 /——f
- -
'0.1 = L—’f

T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Potencial (V)

Figura 4.5: Voltamperograma ciclico de deteccién en solucidn sin oxitetraciclina y solucién de
0.028 mg de OTC /mL de buffer fosfato, comparando 3 tintas de 1) HRP, 2) NPs y 3) HRP
inmovilizada en AgNPs.

Las voltamperometrias ciclicas (CV) de control para las soluciones en ausencia de OTC y a
una concentracién de 0.028 mg de antibidtico/ mL de buffer fosfato probados en sistemas
HRP/Vulcan, AgNPs/VVulcan y HRP/AgNPs/Vulcan se muestran en la Fig. 4.5. En la figura
se puede observar la ligera formacion de un pico en el potencial de 0.8 V para el sistema de
enzima y nanoparticulas con enzima; el sistema de nanoparticulas sin enzima mostré un pico
mas prominente, pero con un corrimiento al potencial de 0.7V.

De acuerdo a la bibliografia, la presencia de oxitetraciclina se ve confirmada con la
presencia de un pico en la corriente de oxidacion en el rango de 0.8-0.85 V (Ghodsi et al.,
2015). Esta sefial ocurre por unareaccion dadapor la molécula de oxitetraciclina que contiene
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un hidroxilo fenodlico en su estructura quimica, el cual puede oxidarse mediante la enzima
peroxidasa (previamente activada con perdxido), provocando una corriente maxima
oxidativa en la superficie del electrodo. Esta sefial puede ser relacionada linealmente a la
cantidad de OTC en un amplio rango de concentracion (Yang et al., 2006).

La sefial de corriente de oxidacion de OTC no resulta muy apreciable, por lo que se analiz6
mediante DPV (Fig. 4.6) para obtener sefiales més pronunciadas. Como resultado, el pico de
corriente resultante de la oxidacion con el sistema Ag NPs /HRP se encuentra mas visible
que la de los otros dos electrodos que no incluyen enzima ni nanoparticulas.

0.7 4 ~

0.6 1

d

0.5

J (nAlcm?)

0.4 1

—— Enzima
] / Nanoparticulas
0.3 4 Enzima/NPs
= Enzima con OTC
K = NPs con OTC

Enzima/NPs con OTC

0.2 T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0

Potencial (V)

Figura 4.6: Voltamperograma de pulso diferencial, deteccion en solucién sin oxitetraciclina 'y
solucién de 0.028 mg de OTC /mL de buffer fosfato, comparando 3 tintas de 1) HRP, 2) NPs y 3)
HRP inmovilizada (tinta).

Con estos estudios se puede suponer que la enzima por si sola contribuye significativamente
a que el electrodo final desempefie mas eficientemente la oxidacion de antibidtico en la
solucién a detectar, ya que este es el elemento de reconocimiento que actiia como catalizador
para el reconocimiento del analito.

En esta caracterizacion la presencia de nanoparticulas presenté una disminucién de la
densidad de corriente, pero con una sefial oxidativa con un pico mas prominente a
comparacion del sistema de enzima sin nanoparticulas; contrario al electrodo con NPs
inmovilizadas en carbon vulcan sin peroxidasa, el cual presenta una sefial oxidativa en un
potencial diferente al buscado, esto posiblemente por la reaccién debida a la presencia de
perdxido.
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4.9 Ciclos de reuso

4.9.1 Prueba bioquimica

Para esta prueba se inmovilizé la HRP en papel carbon toray con tbab, nafién y carbon
vulcan, con presencia y ausencia de AgNPs para analizar la actividad enzimética y mediante

la ecuacion 4.3 (para calcular el porcentaje de enzima residual) obtener los resultados de la
Fig. 4.7.

Este ensayo evaluo el porcentaje residual dada la reutilizacion de la enzima inmovilizada al
comparar la actividad la actividad presentada durante 10 ciclos. Esto nos ayudaa evaluar la
vida 0til del electrodo con el redso y determinar si el sistema de inmovilizacién con

nanoparticulas resulta efectivo a pesar de las limitantes con la actividad enzimética
presentadas hasta ahora.
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Figura 4.7: Actividad enzimética residual de electrodos del material con y sin nanoparticulas de
plata como soporte de inmovilizacién; ensayo respeto a los ciclos de reuso.

Como se observa en la figura, las pruebas realizadas con nanoparticulas de plata presentaron
una actividad mas estable sin una gran pérdidaen la actividad de la enzima comparada a la
inmovilizacion sin nanoparticulas. Después de 10 ciclos de uso las nanoparticulas ayudaron
a lograr un decrecimiento de tan solo 44.77%, mientras que con la enzima inmovilizada sin
nanoparticulas fue de 87.65%.

Ademas, se demuestra la posible reutilizacion del electrodo para la deteccion del antibidtico,
ya que la pérdida de sensibilidad no se vera afectada significativamente al mantener mas
estable a la enzima mediante la modificacion.
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4.7.1 Pruebas electroquimicas

Otra prueba para determinar la eficiencia del electrodo al reutilizarlo se hizo mediante DPV.
Esta vez se midio la efectividad de la enzima inmovilizada al oxidar el grupo fendlico del
antibidtico después de varios ciclos de lavado con agua destilada y redso.

ciclo0
—ciclo 1
ciclo 2
—ciclo 3
—ciclo 4
—ciclo5
ciclo 6
ciclo7
ciclo 8
—ciclo 9
0.08 4 —ciclo 10
—ciclo 11
ciclo 12
0.07 4 —ciclo 13
—ciclo 14
ciclo 15
0.06 ——ciclo 16
ciclo 17
——ciclo 18

0.09

J (nAlem?)

0.05 , . , . ,
0.6 0.8 1.0 1.2

Potencial (V)

Figura 4.8: Ciclosde retso del electrodo de peroxidasa inmovilizada con nanoparticulas de plata y
carbdn vulcan medido mediante DPV de la deteccion de una solucidn sintética de 0.02804 mg de
OTC/ mL de buffer fosfato.

Tal como se muestra en la Fig. 4.8, después de haber sido utilizada 12 veces la actividad no
tuvo una pérdida significativa en la sefial de deteccion, esta fue de 11.1%. Después de eso
hubo una caida en la intensidad de corriente de la oxidacion, pero se siguié mostrando una
sefial de deteccion durante 6 ciclos mas. En total se perdié 39.175% de densidad de corriente
después de 18 ciclos de redso.

Al contrario de estos resultados, en la Fig. 4.9 se observa que en el electrodo con enzima
inmovilizada sin presencia de nanoparticulas se obtuvo una notoria sefial de oxidacion con
el primer uso sin lavado, pero a partir del primer ciclo derelso se presentd una caida del 10%
en la intensidad de corriente y pérdidaen la definicion del pico al potencial buscado. Con la
pérdida de la sefial oxidativa los siguientes 4 ciclos de retso tampoco presentaron la sefial
representativa en la deteccion.
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Figura 4.9: Ciclosde retso del electrodo de peroxidasa inmovilizada con carbon vulcan medido
mediante DPV de la deteccién de una solucién sintética de 0.02804 mg de OTC/ mL de buffer
fosfato.

Estos resultados, tanto electroquimicos como biolégicos, determinan que la presencia de
nanoparticulas ayuda a tener una mayor vida Util de la actividad catalitica de la peroxidasa
con los ciclos derelso. Y que, a pesar de presentar una menor actividad comparada al sistema
de enzima libre, cuando se lleva a cabo la inmovilizacion con carb6n vulcan la presencia de
AgNPs beneficia al sistema, posiblemente por la interaccion con el tamafio y area superficial
que contrarrestan las limitantes de los enlaces covalentes y del nafién.

4.6 Optimizacion de H;0:

El peréxido de hidrégeno es un compuesto bastante reactivo y su uso implica un factor
relevante en el desempefio de la peroxidasa ya que, como se menciond antes, este sirve como
mecanismo deactivacion de la peroxidasa que oxidara el grupo fendlico dela OTC. Lafigura
4.10 ilustra los resultados obtenidos del ensayo de actividad enzimatica al variar la
concentracién de peroxido afiadida al sistema de deteccion.
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Figura 4.10: Actividad de la HRP en funcién de la concentracién de H202.

La maxima actividad se obtuvo a una concentracion de 0.04% de H202, la prueba demostro
que al disminuir o aumentar demasiado la cantidad de peroxido en la reaccion decrece la
actividad de la peroxidasa. El uso indispensable de este compuesto para las reacciones de
peroxidasa queda demostrado al tener un alto incremento en la actividad de una
concentracién de 0 a 0.015% de perdxido, a partir de este valor el aumento de actividad es
mas lineal respecto a la concentracion.

Este comportamiento puede deberse a que cuando el perdxido se encuentra a una baja
concentracion acta como reactivo limitante de la reaccion oxidativa (al ser el que oxidaa la
enzima y empieza su proceso) y al no estar presente en la reaccion se disminuye la actividad
catalitica de la enzima. La disminucion de la actividad a una concentracion mayor de 0.04%
de peroxido puede deberse a la desnaturalizacion de la enzima por la naturaleza reactiva del
peréxido o a la saturacion de la enzima.

4.7 Deteccion de oxitetraciclina en Buffer fosfato

Para la correlacion de la corriente de oxidacion con la cantidad de oxitetraciclina en las
soluciones, primero se realizaron las pruebas usando un rango de concentracion de
oxitetraciclina disuelta en buffer fosfato, manteniendo las condiciones de pH, cantidad de
peréxido y cantidad de nanoparticulas establecidas como ideales para el sistema.

El rango de concentraciones se establecid a partir de otros estudios que establecieron previas
concentraciones de OTC encontradas en miel de abeja y de rangos de cantidades aceptadas
en algunos paises para este antibiotico.

En la figura 4.11 se presentan los voltamogramas obtenidos por voltamperometria de pulso
diferencial (DPV); en este grafico se pueden observar que existe un aumento de la densidad
de corriente respecto a la concentracion de analito en la muestra. La deteccién se dio a un
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rango de potencial de 0.77 V a 0.85021 V, indicando la presencia de OTC en las soluciones.

0.12
0.10 -
0.08 —
- ]
(&]
3 \——.—_
= |
0.04 -
1 = 0.6 ng/mL 0.179 pg/mL
= (0.5 ng/mL = 71.5 ng/mL
0.02 - / u g
yv ——0.464 ug/mL 35.75 ng/mL
] = 0.4639ug/ML || === 28.992 ng/mL
= (0.258 pg/mL 17.875 ng/mL
0.00 T T T T T T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

Potencial (V)

Figura 4.11: DPV deteccion de oxitetraciclina en solucion de buffer fosfatos a diferentes
concentraciones.

Se puede observar también que un efecto de la baja concentracién de antibidtico es el
corrimiento a la izquierda de la sefial maxima, lo que afecta su correcta determinacion a
concentraciones menores. Esto puede deberse a la presencia de perdxido que no cambio su
concentracion en todas las soluciones de OTC e interfiere con la sefial a concentraciones
bajas de antibiotico.

Al obtener una variacion en la densidad de corriente respecto a la concentracion de OTC se
pudieron usar los resultados para realizar una curva de calibracion (Fig. 4.12) de corriente vs
concentracion de oxitetraciclina.

Despreciando la dltima medicién, debido a su valor bastante fuera del rango lineal, la
pendiente de la curva de calibracion obtenida mediante el ajuste lineal fue de 322.56 + 31.85
HA/UM vy la ordenada al origen de 39.225 pA.

El coeficiente de regresion de Pearson r= 0.9675 indica que el incremento de la corriente esta

explicado en un 96.75% del aumento de la concentracion de glucosa a través de la férmula
de relacion lineal en el rango de concentraciones que va desde 0.0063 uM hasta 0.13031 uM.

_ 3
LOD = 2 (4.4)
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Figura 4.12: Curvade calibracién para deteccién de OTC en buffer fosfato, construida a partir de
los diagramas DPV.

Para obtener el limite de deteccion se usoé la ecuacion 4.4 (Vashist & Luong, 2018), donde S
representa la desviacion estandar de la corriente obtenida del blanco y m la pendiente de la
curva de calibracion.

Mediante los valores extraidos de la voltamperometria potencial se obtuvo el valor de la
desviacién estandar correspondiente: 10.9769633 pA. Por lo que, de acuerdo a la formula, el
valor obtenido del limite de deteccion fue de 0.102091 uM de OTC/ ml de buffer fosfato o
47 ng de OTC/ ml de buffer fosfato.

La sensibilidad del biosensor queda representada por la pendiente de la curva de calibracion
(Ristoff,2013)(Ghodsi et al., 2015). Para este sistema, la sensibilidad tuvo un valor de 322.56

+ 31.85 HA/UM.

La tabla 4.1 recopila los limites de cuantificacion reportados en la bibliografia, comparado
con el método desarrollado en este trabajo el rango de deteccion se considera aceptable,
siendo menor que los métodos: microbioldgico, de cromatografia, sonda fluorescente o
electroforesis capilar (Dieguez et al., 2002)(Gunes et al., 2009)(Casado-Terrones et al.,
2007).
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Tabla 4.1
Limites de cuantificacién de OTC en miel de abeja de diferentes técnicas
Método de deteccion Limite de deteccion Referencia

Electrodo de HRP inmovilizada con 0.047 pg/mL miel
nanoparticulas de plata

Microbioldgico 0.4 pg/ g miel (Dieguez et al., 2002)
Cromatografia liquida de alta resolucién 0.05 pg/g miel (Dieguez et al., 2002)
(HPLC) y detector UV

Ensayo inmunoabsorbente ligado a 5.3 ng/g miel (Mahmoudi,

enzimas (Elisa) Moosavy, et al., 2014)
Cromatografia liquida con 10 ng/g miel (Gunes et al., 2009)

Espectrometria de masas

Sonda fluorescente 0.72 uM (Gunes et al., 2009)
Electroforesis Capilar 10-40 mg/L miel (Casado-Terrones et
al., 2007)

4.8 Estabilidad

La Fig. 4.13 ilustra las curvas cronoamperométricas de la deteccion durante 5 minutos de
una concentracion de 0.028 mg de OTC/ ml de buffer usando el sistema de enzima
inmovilizada en AgNPs.

Los resultados demuestran que la densidad de corriente decrece cuando la enzima se
encuentra inmovilizada Unicamente con el soporte de carbon al contrario del sistema con
nanoparticulas. Cuando las nanoparticulas estan presentes el sistema la densidad de corriente
disminuye durante los primeros segundos, pero después se incrementa repentinamente y
permanece estable durante el resto de los 5 minutos; llegando incluso a aumentar un poco.
Ademas de esta estabilidad, en esta prueba cronoamperométrica la densidad de corriente es
mayor con la presencia de nanoparticulas.

Al aumentar a 10 minutos el tiempo de analisis (Fig. 4.14), la actividad igualmente decrecio

para ambos sistemas, sin embargo, con la inmovilizacion usando nanoparticulas la densidad
de corriente fue mayor que sin la presencia de ellas.
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Figura 4.13: Cronoamperometria durante 5 minutos desde el potencial inicial hasta0.8 V (zona del
pico de la voltametria), en presencia o ausencia de nanoparticulas de plata.
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Figura 4.14: Cronoamperometria durante 5 minutos desde el potencial inicial hasta 0.8V (zona del
pico de la voltametria), en presencia o ausencia de nanoparticulas de plata.

Debido a que ésta es una técnica analitica que mide la corriente respecto a la difusion en
funcién del tiempo después de aplicarse un escalon de potencial, evalla la eficiencia del
electrodo durante tiempos determinados. En base a los resultados se puede suponer que el
electrodo que tiene la presencia de nanoparticulas sigue funcionando durante mas de unos
segundos de uso; esta caracteristica, junto con los resultados obtenidos de las pruebas de
reuso, comprueban que la eficiencia del método de inmovilizacion por enlaces covalentes es
efectiva para la estabilidad y reiso a pesar de tener una limitante en cuanto a la disminucion
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de actividad catalitica. Se intuye que estas mejoras se deben a la proteccion que proporciona
la inmovilizacion con AgNPs, carbon vulcan y nafion ante los ciclos de lavado, estabilidad
en el tiempo y cambios de pH con la union enzimatica a la matriz del sistema que a pesar de
que limita su actividad, modifica el microambiente para la proteccion ante estos cambios y
resistencia a la pérdida de enzima.

4.10 Prueba de Interferentes

En la Fig. 4.15 se muestran los voltagramas ciclico y DPV respectivamente, para ello se
analizaron soluciones (todas con 0.129 mg de OTC/mL buffer) que contenian glucosa,
fructuosa o sacarosa por separado. Esto debido a que la miel tiene estos compuestos como
principales constituyentes y pueden presentar interferencias significativas en la medicion de
antibidtico en una muestra real con miel.
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NE 02 -
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Figura 4.15: Pruebas de interferentes en solucion de oxitetraciclina en buffer fosfato a) CV, b)
DPV.
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Ambas pruebas comprueban que efectivamente existe una interferencia en la sefial oxidativa
y en la densidad de corriente; especialmente dada por la glucosa y fructuosa, los cuales son
sustancias que componen en un 28% Yy 22% a la miel, respectivamente.

El estudio de interferencias es una prueba crucial para el desarrollo de un biosensor,
especialmente si este quiere ser aplicado en matrices complejas como lo es la miel de abeja.
Al encontrar que se presentaron interferencias serd necesario el analisis de la deteccion de
diferentes concentraciones de OTC para observar su comportamiento con muestras de miel,
sin embargo, para garantizar un buen desempefio estas fueron realizadas usando soluciones
de miel con buffer, de esta manera se garantiza un ambiente méas ideal al no cambiar
drasticamente e el pH y viscosidad del medio.

4.11 Deteccidén de oxitetraciclina en soluciéon de
miel de abeja

La Fig. 4.16 ilustra los resultados obtenidos de la voltamperometria de pulso diferencial
(DPV) para el rango de concentraciones (igual que el anterior) de OTC disuelta en soluciones

de miel de abeja y buffer fosfato.
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Figura 4.16: DPV oxidacidn de oxitetraciclina en soluciones de miel.

Los resultados nos indican que al igual que en la seccion 4.5, la densidad de corriente
aumentod conforme la concentracion de antibi6tico era mayor y se mantuvo presente la sefial
del analito correspondiente a la oxidacion del grupo fendlico de la oxitetraciclina.

Sin embargo, tal como se esperaba de los resultados obtenidos en la prueba de interferentes,
pese a que la sefial oxidativa (en un rango de 0.78 VV a 0.84 V) se mantiene presente para cada
concentracién de OTC, los valores de corriente fueron menores en ese potencial. La
disminucion es de al menos 18% (respecto a la deteccion de 6 mg de OTC) v las sefiales son
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menos marcadas.

Dado que el cambio fue muy evidente, de los datos obtenidos en este analisis se realizd la
curva de calibracion mostradaen la Fig. 4.17. El valor de la pendiente fue de67.64 + 11.1267
HA/UM, que comparado con el valor anterior de 322.56 + 31.85 pA/uUM se puede ver una
diferencia significativa. Sin embargo, cumple la funcion de deteccion del antibidtico en el
mismo rango de concentracién de OTC de 0.0063 uM a 0.13031 puM.
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Figura 4.17: Curvade calibracion para OTC construida a partir de los diagramas DPV en muestras
reales de miel de abeja en solucion.

Usando la ecuacién 4.4y el valor de desviacion estandar correspondiente (4.493113874 pA),
se obtuvo el limite de deteccion. Este valor fue de 0.199281 uM 0 91.8 ng de OTC/ ml de
solucion de miel.

A pesar de la diferencia en los valores obtenidos al usar miel de abeja, la deteccion de
oxitetraciclina fue efectiva usando el sistema de HRP inmovilizada en AgNPs con un limite
de deteccion aceptable dentro de los pardmetros de algunas investigaciones y limites
permisibles en ciertos paises, lo que resulta en un electrodo Gtil como primer acercamiento
al desarrollo de un biosensor.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

El presente trabajo consistié en un electrodo modificado con la enzima peroxidasa del rdbano
picante inmovilizada en nanoparticulas de plata soportadasen carbon vulcan, con el propésito
de detectar oxitetraciclina, un antibiotico cominmente utilizado en la apicultura para el
control y prevencion de enfermedades, en soluciones de miel de abeja.

Se logrd la sintesis de nanoparticulas de plata a partir de un método previamente reportado.
A pesar de la aglomeracion dadapor la recuperacion y secado del material, la caracterizacion
microscopica reveld la forma y tamafio adecuados para su uso. Como una manera de
aprovechar los beneficios propios de los nanomateriales y evitar la aglomeracion en la
superficie del electrodo, estas nanoparticulas se homogeneizaron mediante sonicacién previo
a su uso.

La enzima fue capaz de inmovilizarse en los materiales planteados, demostrado por la
actividad enzimatica dadaen la prueba de acoplamiento en donde los resultados mostraron
gue con 1 mg de nanoparticulas se alcanzé un porcentaje de inmovilizacién del 80% y que al
estar en contacto el soporte con la enzima por mas de 35 minutos la peroxidasa quedd
absorbida en la matriz del soporte Ag NPs/carb6n vulcan.

Se determinaron las condiciones éptimas para el funcionamiento del electrodo. Los valores
mostrados en cuanto a pH y temperatura no variaron mucho después de la inmovilizacion a
comparacion de su estado libre. Usando pH 7 y temperatura ambiente se llevaron a cabo los
procedimientos posteriores. Los ensayos enzimaticos ayudaron a determinar la actividad
enzimatica dela enzima en estado libre e inmovilizada, demostrando la presencia de enzimas
en la matriz que ademas presentan actividad catalitica, sin embargo, la actividad méaxima
decrecio 33.05% en su pH optimo y 48.20% en temperatura Optima. Dada la bibliografia, se
esperaba la interferencia de las nanoparticulas como soporte de inmovilizacion en la
actividad catalitica.

Para determinar la eficacia del electrodo construido se midié la oxidacion de una muestra de
OTC con un valor dentro del rango presente en otros estudios. Se comparé la eficacia del
electrodo completo vs 2 electrodos incompletos, uno con Gnicamente nanoparticulas y otro
con peroxidasa. A pesar de que la enzima por si sola realiza un gran trabajo de oxidacion, el
complemento de nanoparticulas ayuda a estabilizar el mircoambiente y no afectd la sefial de
corriente oxidativa, a diferencia de cuando se usaron Unicamente nanoparticulas.

En todaslas pruebas, tanto bioldgicas como electroquimicas, el uso de peroxido de hidrdgeno
fue obligatorio para el funcionamiento de la peroxidasa. Se lleg6 a la conclusion, mediante
una prueba de actividad enzimatica, que una concentracion del 0.04% representa un valor
adecuado. Una menor o mayor cantidad conlleva a un menor desempefio de la HRP.
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Para la aplicacion del electrodo se pudoobservar el pico de potencial de oxidacion de laOTC
enunrango de 0.77 V a 0.85 V. La linealidad fue comprobada obteniendo un coeficiente de
correlacion de Pearson igual a 0.9675. Los limites de deteccion en dondeel sistema fue lineal
se encontraron entre 0.0063 uM y 0.13031 uM, rango aceptable considerando otros métodos
de cuantificacion y los valores de OTC encontrados en otros analisis en miel.

Se determiné que las nanoparticulas de plata como soporte en la inmovilizacién covalente
resulta en una mejora del ambiente de la enzima, ya que ayudan a la estabilidad del electrodo
con el tiempo de uso y a la reutilizacion del sistema por mas de 10 ciclos.

Previo a la aplicacion en muestras reales de miel de abeja se llevo a cabo un estudio de
interferencias con los compuestos de mayor concentracion encontradaen la miel. La sacarosa
resultd en una leve interferencia debidoa su baja concentracion (disminucién del 2.7%), pero
la fructuosa y glucosa disminuyeron la corriente de la sefial oxidativa en un 33.5% y 38.8%
respectivamente. Debido a que ésta es una cantidad considerable, se optd por la medicion de
OTC en soluciones de abeja, evitando también interferencias debidasal cambio drastico de
viscosidad.

A continuacion, se determinoé la concentracion de antibidtico en las soluciones de miel,
obteniéndose sefiales indicativas a la presencia de oxitetraciclina, pero, como se esperaba
después de la prueba de interferentes, los resultados en cuanto a linealidad de la curva de
calibracion fueron diferentes a la obtenida con las soluciones de buffer fosfato.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en cada uno de los estudios llevados a cabo, se
puede concluir que el sistema de deteccion cumple con la hipétesis planteada al inicio. La
inmovilizacion de la enzima peroxidasa del rdbano picante en nanoparticulas de plata sirvié
para el desarrollo de un electrodo capaz de detectar facilmente la presencia de oxitetraciclina
a través de la oxidacion del grupo fendlico presente en este antibiético, con un limite de
deteccién bajo que se encuentra en el rango de presencia de residuos de OTC.
Adicionalmente, el uso de nanoparticulas de plata mejor6 lainmovilizacion respecto a la falta
de ellas, al tener mayor actividad enzimética con el re(so y al aumentar la estabilidad de
deteccidn respecto al tiempo de uso.

Si bien, como método de andlisis cuantitativo presenta detalles que pueden mejorarse en

cuanto a mayor selectividad al aplicarse con miel de abeja, resulta efectivo como punto de
partida para el desarrollo de un biosensor.
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APENDICE

APENDICE

A.1 METODOS EMPLEADOS

En este capitulo se incluye la descripcion de las técnicas y equipos utilizados.

A.1.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Método de microscopia electronica, ofrece una resolucion superior a la microscopia Optica
clasica que esta limitada por los efectos de difraccion respecto a la longitud de onda de la
luz. Proporciona imagenes de la morfologia externa de las muestras.

Para obtener una imagen SEM, se enfoca un fino haz de electrones sobre la superficie solida
que, con ayuda de instrumentos analogos, pasa por la muestra en un barrido de trama
mediante bobinas de barrido. El patrén de barrido resultante es similar al que se usa en el
tubo de rayos catédicos de un televisor.

En los instrumentos analogos, el haz de electrones barre la superficie en linea recta en

e, (Y]

direccion “x”, vuelve a la posicion inicial y se desplaza hacia abajo en la direccion “y
durante un incremento estandar. Al recibir la sefial por encima de la superficie (direccion
“y”) se almacena en una computadora donde se convierte en imagen. Instrumentos mas
recientes consiguen el mismo efecto mediante control digital para ubicar el haz sobre la
muestra.

En este proceso se producen varias sefiales: electrones retrodispersados, secundarios y Auger,
fotones (debido a la fluorescencia de rayos X) y entre otros fotones. Los instrumentos de
espectroscopia electrénica de barrido utilizan la deteccion de los electrones retrodispersados
y secundarios para construir la imagen final. (Skoog et al., 2008)

A.1.1 Uv-vis (luz ultravioleta-visible)

Las mediciones en esta espectroscopia se basan en la excitacién de los electrones mas
externos de los

atomos, los cuales estan involucrados en la region UV-Vis y se realizan generalmente en los
modos de transmitancia, reflectancia y fotoluminiscencia. La transmitancia y reflectancia
debe medirse con un material de referencia. (Picollo et al., 2019)

La absorcion de luz en una medicion, en funcion de la longitud de onda, proporciona
informacion sobre las transiciones electronicas que ocurren en el material. La fraccion de
luz transmitida se describe por ley de Beer-Lambert (ecuacion A.1), la cual establece que la
medicion de la fraccion de la luz después de la interaccion con la muestra (I, transmitancia o
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reflectancia) frente a la intensidad incidente (10) depende de: la longitud de trayectoria de la
luz a través de la muestra (I), la seccion transversal de absorcion (r) y la diferencia en la
poblacion del estado inicial (N1) y el estado final (N2) de los niveles de energia electronica
inicial (E1) y final (E2). De la ecuacion, A es la absorbancia, e coeficiente de absorcion del
material, ¢ concentracion de las especies absorbentes e | la longitud de trayectoria a través
de la muestra. (Chen et al., 2013)

A= ¢ecl= -Iogli
o]

A.1.2 Detalles del procedimiento
Para un correcto analisis se deben establecer las condiciones de trabajo que generen
reproducibilidad, preferentemente lineal, entre la absorbancia y concentracion de analito.

e Seleccion de longitud de onda: Por lo regular las medidas de absorbancia se hacen a
una longitud de ondaque corresponda a un pico deabsorcion, ya que en ésta el cambio
de absorbancia/unidad de concentracion es mayor.

e Variables que influyen en la absorbancia: Estos efectos deben conocerse para elegir
las condiciones que mantengan al minimo las variaciones para el analisis. Las
variables comunes se encuentran en la naturaleza del solvente, pH de la solucion,
temperatura, altas concentraciones de electrolito y presencia de sustancias que
interfieren.

e Limpieza y manipulacion de las celdas: Es necesario el uso de cubetas ajustadas de
buena calidad, éstas deben calibrarse con regularidad una respecto a la otra. Se
recomienda la siguiente secuencia de limpieza para las caras externas de las celdas:
antes de la medicion, las superficies se limpian con un papel para lentes empapado
con metanol para espectrometria; dicho papel se sostiene con una pinza para efectuar
la limpieza y se deja secar el metanol. (Skoog et al., 2008)

A.1.3 Voltametria

Con estos métodos se deduce informacion del analito a partir de la medicion de corriente en funcién

al potencial aplicado, en condiciones donde se favorece la polarizacion de un electrodo indicador o

de trabajo. La amperometria es una técnica donde la corriente, proporcional a la concentracién del
analito, se controla a un potencial fijo.

El funcionamiento se daa partir de la aplicacion de una sefial de excitacion de potencial variable (o
fijo en amperometria) a un electrodo de trabajo en una celda electroquimica. Esta sefial de
excitacion causa unarespuesta de corriente caracteristica (cantidad mensurable en este método) que
se desarrolla en la celda; esta corriente se registra entonces en funcion del tiempo, que por ende se
da en funcion del voltaje aplicado.

Electrodo polarizado es aquel al que se le ha aplicado un voltaje superior al pronosticado por la
ecuacion de Nernst para hacer que haya oxidacion o reduccion. (Skoog et al., 2008)
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A.1.3.1 Voltametria ciclica

Mediante esta voltametria podemos tener informacion cualitativa de los procesos de transferencia

de electrones; estudiar el comportamiento de un par redox; determinar el nimero de electrones
transferidos en una oxidacién o reduccién y el mecanismo de la reaccién, entre otros.

A.1.3.2 Disefio del equipo:
Las partes que componen el equipo son:

A.1.3.2.1 Celda de trabajo
El equipo se compone de una celda con electrodos. La celda presenta 5 orificios: 3 en donde se
colocan loselectrodos, uno por donde se puede introducir gas inerte de requerirse y otro por donde

se coloca el electrolito y muestra a analizar.
Se utilizan 3 electrodos:
Trabajo: donde tienen lugar las reacciones de interés, esta hecho de un material inerte.
Referencia: tiene un potencial conocido. El potencial del electrodo de trabajo es medido
versus este electrodo.
e Auxiliar o contraelectrodo: generalmente es de un material inerte, la corriente fluye entre
éste y el electrodo de trabajo.
e Potenciostato: Es en donde son conectadas las terminales de los electrodos, controla el
potencial del electrodo de trabajo y mide la corriente resultante.

A.1.3.2.2 Electrolito
Solucion que se afiade para evitar corrientes de migracién, causadas por el movimiento de particulas
cargadas en el campo eléctrico, y asegurar la conductividad. (Flores B., 1995)

A.1.3.3 Electrodos de trabajo
Tienen una variedad de configuraciones y formas. Uno de ellos es: pequefios discos planos de un
conductor que se montan en una varilla de material inerte, como Teflon o Kel-F, y tiene
incorporado un alambre de contacto. EI material conductor puede ser metales nobles como platino u
oro; material de carbono como pasta de carbono, fibra de carbono, grafito pirolitico o carbono
vitreo, diamante o nanotubos de carbono; semiconductores como estafio u 6xido de indio (otro
ejemplo podria ser un metal revestido con una pelicula de mercurio).

El intervalo de potenciales utilizado en soluciones acuosas variay depende de ciertas caracteristicas

como el material del electrodo o composicion de la solucion en que estad sumergido. Los limites de

los potenciales positivos pueden ser causadas por corrientes elevadas provocadas por la oxidacion

del agua, dando oxigeno molecular. Y los limites negativos se deben a la reduccion del agua para
producir hidrégeno. (Skoog et al., 2008)

A.1.3.3 Electrodo de referencia

El papel de este electrodo en general es permanecer a un potencial constante sin importar las
propiedades del electrodo de trabajo y de la solucidon que se estad midiendo. Es crucial la
separacion de los electrodos de referencia y trabajo para una medicion precisa (Kimmel et
al., 2012).

A.2 Ecuaciones ensayo enzimatico
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Unidades  (AA420/20secTestSample — AA420/20secBlank)(c)(df )

mlenzima (e)(ve) (A.2)
Donde:
df = factor de dilucion
& = 12 (determinado internamente), coeficiente de extincion de 1 mg/mL de purpurogalina a 420nm
ve =volumen (en mililitros) de enzima usada
Unidades  unidades/ml enzima
mg sélido  mg sélido /ml enzima (A.3)
Unidades unidades /ml enzima
= (A.4)

mg proteina  mg proteina/ml enzima
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