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Resumen. 

La preeclampsia a nivel global es la principal causa de muerte materna en el mundo, sin embargo, 

según las investigaciones recientes, se cree que hay una posibilidad de que hasta el 60% de dichas 

defunciones puedan ser evitables al realizar y garantizar un diagnóstico oportuno, ya que hasta hoy 

aún no existe un tratamiento ni causalidad definida, sumándole, que los métodos convencionales para 

la detección de esta enfermedad se basa principalmente en el análisis químico de laboratorio 

(enfocado en la función hepática y renal); y a pesar de que dichos métodos pueden y suelen producir 

datos precisos, éstos tienen la limitante de que no pueden usarse fuera de laboratorios, en clínicas o 

de manera privada y personal, además de que pueden considerarse como costosos y que tienden a 

necesitar de tiempo para dar resultados, por lo que no se pueden considerar como de respuesta 

inmediata, es por ello que en este trabajo de tesis se propuso y se desarrolló un biosensor 

microfluídico colorimétrico con inmovilización de enzimas sobre nanopartículas de quitosano junto 

con agentes cromogénicos para proporcionar una nueva estrategia de diagnóstico fácil de usar, 

portátil, barata, no invasiva y rápida para que con la identificación de biomarcadores tempranos en 

el embarazo, como lo son la creatinina y el ácido úrico, se evalué la función renal y hepática, ya que 

en niveles altos de los mismos se determina si existe daño renal y hepático y se confirma la presencia 

de esta enfermedad, para lograr así evitar nacimientos prematuros y maximizar la supervivencia 

infantil y materna. 

De manera general, los resultados de este dispositivo fueron satisfactorios, obtenidos a partir de las 

curvas de calibración de las pruebas colorimétricas, cuantitativas y cualitativas de los analitos de 

interés, con coeficientes de determinación por arriba de 0.9 en todas las pruebas, y con límites de 

detección bastante aceptables y competentes.  

 

Palabras clave: Biosensor, colorimétrico, nanotecnología, enzima, preeclampsia, nanopartículas, 

nanoesferas, quitosano. 
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Abstract. 

Preeclampsia is the leading cause of maternal death worldwide, however, according to recent 

research, it is believed that there is a possibility that up to 60% of these deaths could be preventable 

by making and ensuring a timely diagnosis, since to date there is still no treatment or defined 

causality, adding that conventional methods for the detection of this disease is based mainly on 

chemical laboratory analysis (focused on liver and kidney function); and although such methods can 

and usually do produce accurate data, they are limited by the fact that they cannot be used outside 

laboratories, in clinics or privately and personally, and can be considered expensive and tend to take 

time to give results, so they cannot be considered to be immediately responsive, for those reasons, in 

this thesis work a colorimetric microfluidic biosensor with enzyme immobilization on chitosan 

nanoparticles with chromogenic agents was proposed and developed to provide a new, easy to use, 

portable, cheap, non-invasive and fast diagnostic strategy for the identification of early biomarkers 

in pregnancy, such as creatinine and uric acid, to evaluate renal and hepatic damage, because 

identification of early biomarkers in pregnancy, such as creatinine and uric acid, can be used to 

evaluate renal and hepatic function, since high levels of these biomarkers determine whether renal 

and hepatic damage is present and confirm the presence of this disease, in order to avoid premature 

births and maximize infant and maternal survival. 

 

Keywords: Biosensor, colorimetric, nanotechnology, enzyme, preeclampsia, nanoparticles, 

nanospheres, chitosan. 
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1. Introducción. 

En el embarazo los trastornos hipertensivos como la preeclampsia, la eclampsia, la hipertensión 

son una causa importante de morbilidad aguda grave, discapacidad y muerte entre madres y recién 

nacidos. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), durante la gestación estos trastornos 

aquejan alrededor del 10% de todas las mujeres embarazadas del mundo, y en lugares como Asia 

y África, aproximadamente una décima parte de todas las defunciones  maternas están coligadas 

con trastornos tensionales del embarazo, mientras que por otro lado, en América Latina una cuarta 

parte de todos los fallecimientos maternos tienen relación con esas problemáticas en la gestación 

(WHO World Heath Organization, 2011).   

A nivel global, cada 3 minutos muere una mujer a causa de la preeclampsia, y cerca de 50,000 

mujeres mueren anualmente. Este síndrome afecta a entre 3 y 10% de los embarazos, y es la 

principal causa de muerte materna en el mundo. En México, por cada 1,000 nacimientos la 

incidencia es de 47.3 (Velumani et al., 2021). 

Puntualmente, acorde a la literatura, alrededor de treinta mil muertes anuales son causadas por la 

preeclampsia, la eclampsia, el síndrome HELLP (que por su denominación en inglés significa 

Hemólisis, Enzimas hepáticas elevadas y Plaquetas bajas, y es una presentación particular de la 

preeclampsia severa) o cualquier otro tipo de trastorno hipertensivo. En Estados Unidos, los 

trastornos que tienen que ver con la hipertensión representan cerca del 7.4% de las 

aproximadamente ochocientas muertes asociadas al embarazo que ocurren cada año en dicho país 

(Pacheco, 2018). 

Se cree que hay una posibilidad de que incluso el 60% de las muertes maternas relacionadas con 

la hipertensión, como la preeclampsia y la eclampsia, puedan ser potencialmente eludibles debido 

a que la mayoría de estos trastornos pueden evitarse proporcionando una atención y un 

tratamiento oportuno y eficaz a las madres que presentan tales complicaciones, así como 

promoviendo y optimizando la prevención de este tipo de enfermedades. Es por lo anterior que 

es importante realizar y garantizar un diagnóstico oportuno y a tiempo, para que así enfermedades 
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como la preeclampsia puedan ser atendidas para evitar complicaciones más severas como la 

muerte durante el embarazo. 

La preeclampsia es uno de los trastornos que se asocian con la hipertensión, su origen es 

placentario con causa desconocida, aunque se cree que algunos factores como los hereditarios y 

adquiridos, los inmunológicos, los ambientales, los individuales o de parentesco tienden a 

interactuar de diferentes formas para así ocasionar la aparición de esta enfermedad, pero se tiene 

que lo que siempre está presente cuando surge la preeclampsia es la isquemia útero-placentaria 

que se puede identificar a través de un reemplazo incompleto de la capa muscular de la pared de 

ramas terminales de las arterias uterinas, mejor conocidas como las arteriolas espirales, realizado 

en los periodos de la doceava a la catorceava semana y de la dieciseisava a la dieciochoava 

semana del embarazo por las células trofoblásticas, lo que provoca la aparición de vasos 

sanguíneos de elevada firmeza que ocasiona un flujo placentario limitado y turbulento (Vázquez 

& Rico, 2016).  

Según la OMS, las mujeres con preeclampsia o eclampsia tienen de 3 a 25 veces el riesgo de 

complicaciones graves del embarazo incluyendo desprendimiento prematuro de placenta, 

coagulación intravascular diseminada, insuficiencia renal, edema pulmonar y neumonía por 

aspiración. El desenvolvimiento de este padecimiento, de leve a peligroso puede ser demasiado 

rápido e inesperado y en ocasiones hasta determinante. Y aunque la prevención de la 

preeclampsia sigue siendo debatida y sujeta a estudio, existe un gran interés sobre el uso de 

micronutrientes y agentes antiinflamatorios como las vitaminas y antioxidantes D, C y E, además 

de que actualmente se sabe que el único procedimiento médico definitivo para tratar a la 

preeclampsia es la perturbación del embarazo o la interrupción del parto del feto y placenta 

(WHO World Heath Organization, 2011). 

El padecimiento de la preeclampsia se hace evidente a partir de la semana 20 de un embarazo o 

antes si hay factores de peligro en la generalidad de los casos clínicos. Lo anterior ocasiona que 

su identificación y diagnóstico sea correspondientemente tardío a comparación con el avance de 

la enfermedad. Debido a estas complicaciones desencadenadas por la preeclampsia es que ha 
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surgido la necesidad de que en pacientes con dicho padecimiento se estén estudiado diversos 

marcadores bioquímicos con el propósito de elaborar un diagnóstico temprano y dar inicio o 

seguimiento a un tratamiento dirigido oportuno, así como también de poder formar un diagnóstico 

diferencial con diversos estados hipertensivos y de poder crear un pronóstico de las 

complicaciones materno-fetales para poder así establecer su papel etiológico y patogénico, todo 

con el objetivo de que estos biomarcadores permitan evaluar la gravedad de la enfermedad e 

identificar sus efectos para poder aminorar e inclusive evadir futuras complicaciones durante la 

gestación, y así lograr evitar nacimientos prematuros y maximizar la supervivencia pueril y 

materna. Entre los biomarcadores más estudiados están la concentración sanguínea elevada de 

ácido úrico y de creatinina sérica (Vázquez & Isla, 2018). 

Actualmente, los marcadores químicos clínicos del ácido úrico y la creatinina se usan para evaluar 

la función renal y hepática debido a que son fáciles de titular a nivel laboratorio, además de que 

éstos son fáciles de encontrar puesto a que se haya en el torrente sanguíneo. Y aunque ambos 

compuestos son los productos terminales de diferentes vías metabólicas del organismo humano, 

tienen la similitud de que ambos se relacionan con el funcionamiento renal en especial con la 

reabsorción y evacuación en el túbulo contorneado proximal y con la filtración glomerular.  

A razón de ello, dichos biomarcadores pueden significar una forma de a completar y mejorar la 

valoración y medición de la función renal en la preeclampsia debido a que las lesiones hepáticas 

y los factores prerrenales, intrínsecos y posrenales presentes en la preeclampsia pueden ser 

afectados de igual forma, es a causa de esto que surge la necesidad de emplearlos como una 

manera viable para el diagnóstico y tratamiento de esta patología, inclusive a pesar de que a nivel 

mundial en el campo clínico no se ha dado el estudio de ambos marcadores, se sabe que existe 

suficiente prestigio e información investigada de la creatinina y el ácido úrico, aunque se tiene 

más conocimiento del primero, por lo que en relación a lo que respecta la detección de la 

preeclampsia, según lo reportado en la literatura, se cree que con la detección y medición de sus 

concentraciones potenciará y fortalecerá la detección de esta enfermedad, ya que si existe el daño 
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renal y hepático provocado por la preeclampsia, la presencia del ácido úrico y de la creatinina 

confirmaran dicha enfermedad (Edachana et al., 2019). 

En este trabajo de investigación se desarrolló un biosensor colorimétrico para detección de 

biomarcadores de preeclamsia basado en la inmovilización de enzimas en nanoesferas de 

quitosano junto con agentes cromogénicos para proporcionar una nueva estrategia para de 

diagnóstico rápida, barata y fácil de usar. 

 

2. Planteamiento del problema. 

Según las investigaciones recientes, se cree que hay una posibilidad de que hasta el 60% de las 

defunciones maternas relacionadas con la preeclampsia, puedan ser evitables al realizar y 

garantizar un diagnóstico oportuno de la preeclampsia para evitar complicaciones del embarazo 

a tiempo. 

Debido a lo anterior, en este proyecto de tesis se propone desarrollar un biosensor microfluídico 

colorimétrico para evaluar la función renal y hepática de los marcadores bioquímicos del ácido 

úrico y la creatinina, ya que con la detección y medición de sus concentraciones se potenciará y 

fortalecerá la detección de la preeclampsia, debido a que si estos metabolitos aparecen con niveles 

altos, eso quiere decir que si existe daño renal y hepático, y por lo tanto se confirma el diagnóstico 

de esta enfermedad a causa de la presencia de dichas lesiones, puesto que son uno de los síntomas 

que provoca esta enfermedad, y a partir de eso se puede obtener el estado clínico de la misma 

para conocer su grado de gravedad y se puede generar el tratamiento más adecuado y conveniente 

de manera particular para poder evadir complicaciones durante la gestación, y así lograr evitar 

nacimientos prematuros y maximizar la supervivencia infantil y materna (Edachana et al., 2019). 

Es importante mencionar que, en esta tesis se plantea el uso de un biosensor microfluídico 

calorimétrico, ya que con éste se podrá: sensar y registrar valores a partir de cambios de colores; 

obtener un análisis de imagen de los biomarcadores del ácido úrico y la creatinina; y de la captura 

y de un análisis bioquímico de fluidos corporales, se puede llegar a saber, además de los cambios 
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de concentración de los mismos, el análisis cuantitativo del ácido úrico y la creatinina junto a su 

tasa de excreción, lo que se correlaciona con el estado específico del estado de salud del paciente 

o de la enfermedad de la preeclampsia, por lo que con esto se facilitaría al diagnóstico de la 

misma. Además, también permitiría realizar más evaluaciones precisas de los valores 

cuantitativos del pH y la temperatura en rangos fisiológicamente relevantes en específico (Koh 

et al., 2016). 

 

3. Justificación. 

Actualmente, los métodos convencionales para la detección de la preeclampsia se basan 

principalmente en el análisis químico de laboratorio (enfocado en la función hepática y renal), y 

a pesar de que dichos métodos pueden y suelen producir datos precisos, éstos tienen la limitante 

de que no pueden usarse fuera de laboratorios, en clínicas o de manera privada y personal, además 

de que pueden considerarse como costosos y que tienden a necesitar de tiempo para dar 

resultados, por lo que no se pueden considerar como de respuesta inmediata, es por ello que en 

este trabajo de tesis, se propone que, a partir de la implementación de un biosensor microfluídico 

colorimétrico con inmovilización de enzimas sobre nanopartículas de quitosano que mide los 

datos químicos de las concentraciones de ácido úrico y creatinina, se podría eludir esas 

problemáticas, ya que éstos pueden ser un poco más accesibles, portátiles y con metodologías de 

análisis eficaces, debido a que se basan en el procesamiento de señales y la transmisión de los 

datos capturados, con medios directos para medir y almacenar pequeños volúmenes de biofluidos 

(Koh et al., 2016). 

Es imperioso recalcar que, el análisis químico de la función hepática y renal es importante debido 

a que sí se determina el estado de la lesión o daño renal y hepático se confirmará el diagnóstico 

de la preeclampsia, ya que estos son uno de los síntomas que se desarrollan en esta patología, por 

eso mismo, los biosensores colorimétricos microfluídicos representan una buena alternativa para 

realizar una detección certera que brinda seguridad y eficiencia, ya que, según lo evidenciado en 
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la literatura, los análisis hechos con métodos enzimáticos que se incluyen en este tipo de 

dispositivos son los de mayor precisión, especificidad y exactitud, y dentro de la práctica diaria, 

son los métodos de laboratorio que tienen resultados más comparables a un método de referencia 

(Perazzi & Angerosa, 2011), junto con los métodos colorimétricos, que son sencillos tanto de 

implementar como de utilizar.  

Por ello, el uso de biosensores representa la monitorización, captura y almacenamiento directo 

por un elemento biológico de reconocimiento (analito), coligado a un mecanismo que asegura la 

detección e interpretación de la variación de propiedades fisicoquímicas, ópticas, eléctricas, entre 

otras, derivada de la interacción entre el analito y el dispositivo analítico (Turner & Newman, 

1998).  Las principales ventajas del uso de los biosensores son que tienen alta especificidad, 

sensibilidad y versatilidad; una capacidad de inclusión en sistemas integrados, facilidad de 

automatización, y como se mencionó anteriormente, un bajo coste y una capacidad de trabajar en 

tiempo real, por lo que dicha capacidad de respuesta permite el análisis inmediato (Ortega, 2006). 

Por lo tanto, una excelente opción son los biosensores con análisis colorimétricos, ya que pueden 

incluir reacciones enzimáticas o de cromógenos dirigidos a una amplia gama de posibles 

aplicaciones para el diagnóstico médico puntual o para la detección del uso de fármacos por 

medio de análisis comunes de laboratorio por medio de la recolección de bajos volúmenes de 

muestra de diversos biofluidos. Además de que estos sistemas se pueden combinar con medios 

electrónicos, microfluídicos o farmacológicos para formar activamente la liberación o la 

extracción de otros (Koh et al., 2016).  

 

4. Hipótesis. 

El uso de nanoesferas de quitosano ayudará a inmovilizar enzimas con una mayor eficiencia en 

la retención de la actividad y aumento de la estabilidad y de esta forma poder ser utilizadas en la 

detección de marcadores complementarios útiles de ácido úrico, y creatinina para identificar el 

estado de la función renal y hepática para poder diagnosticar el estado de la preeclampsia. 
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5. Objetivos. 

 

5.1 Objetivo general. 

 

Desarrollar un biosensor colorimétrico para detección de ácido úrico y creatinina biomarcadores 

para la lesión renal y hepática como herramienta de diagnóstico clínico de preeclampsia. 

 

5.2 Objetivos específicos. 

 

 Sintetizar, caracterizar y funcionalizar nanoesferas de quitosano por método de gelación 

iónica. 

 Inmovilizar las enzimas uricasa, creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa sobre las 

nanopartículas de quitosano sintetizadas.  

 Realizar un análisis colorimétrico cuantitativo para determinar las concentraciones de los 

marcadores bioquímicos de ácido úrico y creatinina, y el pH de estos.  

 Realizar un análisis colorimétrico cuantitativo por caracterización de espectroscopia 

Ultravioleta-Visible (UV-Vis) y de imágenes ópticas en función de la concentración de 

analito. 

 Diseñar un prototipo de biosensor microfluídico colorimétrico  
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6. Antecedentes. 

6.1 Preeclampsia. 

Alrededor de hace 2000 años las culturas china y egipcia dieron a conocer el síndrome de esta 

enfermedad junto a la de la eclampsia, no obstante, el que tiene el título del cuadro clínico es 

Hipócrates, el padre de la medicina, quien, durante el siglo IV después de cristo, fue la primera 

persona en dar a conocer que las convulsiones durante el embarazo son un signo para detectar 

estas patologías referenciando así su gravedad (Gutiérrez & Balderas, 2017).  

Después, durante los siglos V y XV no se tiene ningún informe o reporte en la historia sobre estos 

padecimientos, ya que quienes atendían los partos eran las parteras quienes no sabían distinguir 

las convulsiones que se presentan en el embarazo con preeclampsia-eclampsia de las presentadas 

durante una epilepsia. Y no fue hasta 1903 que Cook y Brigs, confirmaron que la proteinuria y la 

hipertensión arterial en el embarazo podrían ocasionar las convulsiones y comenzó a usar el 

sulfato de magnesio como tratamiento para manejar la preeclampsia-eclampsia (Cunningham et 

al., 1999). Y a partir del siglo XX, León Chesley, quien en términos de esta enfermedad fue un 

personaje muy significativo, ya que se consagró al estudio de la preeclampsia y eclampsia en las 

mujeres embarazadas así como al estudio de la función renal en las mismas. 

En 1992 en Estados Unidos se formuló por parte del Colegio Americano de Obstetras y 

Ginecólogos (ACOG, American College of Obstetricians and Gynecologists por sus siglas en 

inglés),  una clasificación de los estados hipertensivos de la gestación, y para el 2002 la OMS 

evaluó y aceptó esta propuesta, en la cual estableció que la preeclampsia-eclampsia es el trastorno 

hipertensivo que mayor número de pacientes tiene. Además, la preeclampsia a su vez se hace 

presente cuando durante la gestación se desarrolla hipertensión junto a un criterio de severidad a 

pesar de que en primera instancia no se manifieste proteinuria (Secretaria de Salud, 2017).  

La preeclampsia es el estado que se caracteriza por la presencia de hipertensión y proteinuria 

significativa y es el trastorno hipertensivo que con mayor frecuencia agrava el embarazo, también 

es la primera causa de muerte materna en México y la primera causa obstétrica de ingreso a 
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unidades de cuidados intensivos (American College of Obstetricians and Gynecologists ACOG, 

2013). A nivel global, cada 3 minutos muere una mujer a causa de la preeclampsia, y cerca de 

50,000 mujeres mueren anualmente. Este síndrome afecta a entre 3 y 10% de los embarazos, y es 

la principal causa de muerte materna en el mundo. En México, por cada 1,000 nacimientos la 

incidencia es de 47.3 (Velumani et al., 2021). 

Este padecimiento, también es conocido como toxemia o gestosis, se distingue por que 

mayoritariamente posterior a la semana 20 del embarazo, o con anticipación de manera atípica, 

presenta hipertensión arterial sistémica, la cual tiene una tensión sanguínea ≥ 140/90 mmHg 

obtenida después de al menos dos mediciones intercaladas entre 4 a 6 horas; o bien porque en el 

puerperio puede venir o no en conjunto con un edema generalizado o proteinuria anormal (> 300 

mg/24 h) (WHO World Heath Organization, 2011). 

Clásicamente también se le conoce y ha sido denominada como la tríada de hipertensión, 

proteinuria y edema, después de 20-24 semanas de gestación. Pero esa definición, con el pasar 

del tiempo, ha ido evolucionado y cambiando; en la actualidad, se nombra como hipertensión 

arterial de novo (que es la presión arterial sistémica señalada arriba) que es la asociada a la 

proteinuria (Pauli & Repke, 2015).  

A este padecimiento se le considera una forma precursora de la eclampsia, una patología 

latentemente mortal, empero, es mortal en sí misma. Pero lamentablemente, por cientos de años 

sigue teniendo el mismo tratamiento, que es el parto o cesárea (Macdonald et al., 2015). 

De igual forma, ésta también ha sido llamada como «la enfermedad de las teorías», ya que, no se 

conoce con exactitud su causa, lo que hace que se obstaculice su prevención. Entre las teorías 

que existen de su causalidad, se ha señalado que es por una condición inflamatoria sistémica de 

bajo grado, que se genera por un desequilibrio entre sustancias anti y proangiogénicas, mientras 

que otras hipótesis planteadas son que la preeclampsia se puede deber a la deficiencia de enzimas 

(lipoxinas, resolvinas, protectinas, etc.), a la disfunción endotelial inducida por isquemia 

placentaria, a mecanismos autoinmunes, etc (Pluta et al., 2015).  
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Es una enfermedad de origen placentario, de complicada fisiopatología y de naturaleza gradual, 

y se clasifica en: preeclampsia leve o sin datos de severidad, preeclampsia severa o con datos de 

severidad y eclampsia (Vázquez & Isla, 2018). La preeclampsia severa es la enfermedad más 

atendida en los hospitales y es la primera causa obstétrica de ingresos a cuidados intensivos, y 

como se mencionó anteriormente, esto ocurre cuando la paciente presenta presión arterial elevada 

(160-110 mmHg) con proteinuria patológica, asimismo, la preeclampsia también puede ocasionar 

afecciones al mecanismo de la coagulación y afectaciones a los pulmones y riñones, al hígado, 

cerebro, o corazón. Y algo que va intrínsecamente relacionado con esta patología es el síndrome 

HELLP, el cual se considera una de las manifestaciones más particulares y más graves de la 

preeclampsia severa (American College of Obstetricians and Gynecologists ACOG, 2013). 

Como ya se mencionó previamente, la preeclampsia puede presentarse de dos maneras: leve o 

grave, asimismo en la misma se presentan dos tipos de hipertensión durante el embarazo, la 

hipertensión arterial crónica y la hipertensión transitoria gestacional, su diferencia radica en que 

la primera se da antes de la semana 20 de gestación inclusive previo al embarazo y permanece 6 

semanas más después del parto, y la segunda se da en la última etapa del embarazo y durante el 

parto y puerperio pero desaparece rápidamente después del mismo. La etiología es desconocida 

pero los factores de riesgo son puntos importantes para que la enfermedad aparezca (Gutiérrez & 

Balderas, 2017). 

En términos de su fisiopatología se desconoce la causa de esta enfermedad, pero existen varios 

factores de riesgo que predisponen a las pacientes los cuales se mencionan a continuación 

(Velumani et al., 2021):  

1. Tiempo de gestación: Comienza a aparecer después de las 20 semanas de gestación.  

2. Paridad: Más del 70 % aparece en el primer embarazo.  

3. Edad materna: Ocurre con mayor frecuencia antes de los 18 años y después de los 35 

años. La enfermedad es más peligrosa cuando la paciente tiene mayor edad.  

4. Genética: la preeclampsia está ligada a un gen autosómico recesivo.  

5. Peso: Bajo peso u obesidad.  
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6. Nutrición: Desnutrición grave, deficiencias proteicas y algunas vitaminas hidrosolubles.  

7. Algunas condiciones obstétricas como: Embarazo múltiple, embarazo molar, 

eritroblastosis fetal y polihidramnios.  

8. Enfermedades crónicas como: hipertensión arterial sistémica, diabetes mellitus, 

nefropatías.  

9. Inhibidor lúpico: Presencia de anticuerpos antifosfolípidos.  

10. Patrones culturales y socioeconómicos: pobreza, algunas creencias y hábitos nocivos para 

la salud.  

11. Cuidados perinatales deficientes.  

 

Los principales síntomas maternos de la preeclampsia severa son el dolor en hipocondrio derecho 

o epigastralgia, edema agudo pulmonar, cefalea persistente, signos de disfunción orgánica, disnea 

o dolor torácico, sospecha de desprendimiento placentario, alteraciones cerebrales o visuales, y 

la característica presencia de hipertensión severa (con valores de sistólica ≥160 y/o diastólica 

≥110 mmHg) (Secretaria de Salud, 2017). 

Recientemente se instituyeron nuevos criterios de severidad característicos que también provocan 

esta enfermedad, entre éstos se encuentran la función hepática alterada, que involucra una doble 

producción de enzimas hepáticas en comparación con la concentración normal o dolor epigástrico 

o del cuadrante superior derecho del abdomen persistente y severo que no es consecuencia de la 

medicación y que no se consigue explicar por otros diagnósticos; la trombocitopenia, que 

conlleva la existencia de menos de 100,000 plaquetas/µL; así como la lesión renal progresiva, en 

donde se caracteriza por presentar valores de creatinina sérica ≥1.1 mg/dL o inclusive hasta 

generar la doble producción de la creatinina sérica sin la presencia de otra patología renal que la 

pueda causar (WHO World Heath Organization, 2011). 

También, a nivel de células sanguíneas se observa una reducción de las plaquetas y un incremento 

de la masa de eritrocitos y leucocitos en un 30%. El acrecimiento del volumen plasmático en 

proporción de la masa eritrocitaria hace que se forme un estado de “anemia fisiológica”. Los 
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valores mínimos de hematocrito normal en el embarazo son: primer trimestre 33%, segundo 

trimestre 30%, y tercer trimestre 33% (Carvajal & Ralph, 2017). 

Como se mencionó anteriormente, hoy en día no existe un tratamiento definido para el 

tratamiento de esta enfermedad, solamente, según los protocolos médicos clínicos establecen que 

si una paciente es diagnosticada con preeclampsia con alto grado de severidad, 

independientemente de la edad que ésta posea, se debe considerar inducir el nacimiento del bebe 

lo más pronto posible (Secretaria de Salud, 2017) (WHO World Heath Organization, 2011).  

También, la prevención de la preeclampsia actualmente es muy difícil, aun así la atención médica 

debe basarse en dos puntos importantes (Gutiérrez & Balderas, 2017):  

 

1. Descubrir los factores de riesgo en que la enfermedad puede desarrollarse.  

2. Encontrar y tratar los factores de riesgo iniciales para así evitar que la enfermedad se 

desarrolle.  

De ahí provine la importancia en el diagnóstico y tratamiento de pacientes con preeclampsia 

severa, este involucra o debe conllevar una evaluación integral del bebe y la madre, para así poder 

planear cuando será el mejor momento del nacimiento del feto a través de la mejor vía obstétrica 

para ambos (American College of Obstetricians and Gynecologists ACOG, 2013). Es por eso que 

para poder evaluar la gravedad de la preeclampsia y el pronóstico de la lesión renal aguda que 

esta ocasiona, existen diversos marcadores bioquímicos que facilitan el inicio de un tratamiento 

dirigido lo que hoy en día es de interés de estudio para determinar la patogenia de la misma. Entre 

los más utilizados están las concentraciones sanguíneas de ácido úrico y creatinina (Vázquez & 

Isla, 2018). 

Y como la preeclampsia no se puede pronosticar fundamentándose únicamente en la historia 

ginecobstetricia durante la gestación, el estudio en esta enfermedad se ha enfocado 

mayoritariamente en la identificación de pacientes que tengan un alto riesgo de desarrollarla. Esto 

principalmente para poder obtener un monitoreo más estricto, un diagnóstico oportuno y la 
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implementación de intervenciones profilácticas específicas, y una de las alternativas para poder 

lograr lo anterior es mediante la identificación de biomarcadores tempranos en el embarazo, como 

los que se mencionaron con anterioridad, que se relacionan con el desarrollo de la enfermedad. 

De esta manera se podrían abrir las puertas a la disminución del número de muertes por 

preeclampsia, a una mejor estratificación del riesgo en este tipo de pacientes, y al aumento de la 

tasa de supervivencia en embarazos de alto riesgo (Wu et al., 2015). 

 

6.2 Diagnóstico para preeclampsia. 

La preeclampsia es conocida como la patología emuladora, pues tiende a manifestarse de forma 

semejante a otras enfermedades, y esto se hace evidente por una de las maneras en la que es 

conocida como la tríada de hipertensión, edema y proteinuria, no obstante, es un síndrome que se 

identifica por afectar varios sistemas, y entre los cuadros clínicos más habituales incluyen 

manifestaciones neurológicas (con episodios convulsivos (eclampsia)), hemorragia cerebral, 

ceguera cortical transitoria, escotomas y fotopsias (Zhu et al., 2016); y en el sistema 

cardiovascular se muestra como edema pulmonar e hipertensión arterial  previo al parto, mientras 

que a nivel hepático se puede presentar con hemorragias subcapsulares, lesiones necróticas 

periportales y el síndrome HELLP (que se caracteriza por elevación de las enzimas hepáticas, 

hemólisis y trombocitopenia); y a nivel renal se manifiesta en la proteinuria en conjunto con 

alteraciones microscópicas propias de esta enfermedad conocidas como glomérulo endoteliosis 

(Botero et al., 2008).  

Los métodos de detección para diagnosticar la enfermedad se clasifican de laboratorio y en 

clínicos (Gutiérrez & Balderas, 2017). Las primeras son de gran beneficio y se deben realizar 

principalmente en función del órgano que se sabe está siendo directamente afectado en el 

desenvolvimiento de la patología; y las que son conocidas como las más funcionales son: las 

pruebas de enzimas hepáticas, bilirrubina y de coagulación, el citoquímico de orina, el 

hemoleucograma, el recuento de plaquetas y el extendido de sangre periférico. Empero, el 
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diagnóstico definitivo de la preeclampsia se establece con la confirmación de la elevación de la 

presión arterial, definida como una presión arterial sistólica ≥ 140 mmHg o diastólica ≥ 90 mmHg 

en mínimo 2 mediciones, con un intervalo de 4 h y la presencia de proteinuria (≥300 mg en orina 

de 24 h) o signos indicativos de daño de órgano blanco (Olson & Chen, 2016).  

Como se vio en el apartado anterior y arriba, los niveles de la creatinina, las plaquetas de sangre 

e inclusive de los niveles de ácido úrico son muy importantes para conocer el grado de severidad 

de la preeclampsia ya que indican presencia de otros padecimientos que causa la misma como lo 

son la trombocitopenia, la lesión renal progresiva, la anemia fisiológica y el daño hepático, por 

ello, las únicas maneras de poder detectar y diagnosticar esta patología es a través de la medición 

de creatinina o de las plaquetas de la sangre y por pruebas de AST (Aspartato Aminotransferasa), 

de ALT (Alanina Aminotransferasa), que son enzimas que se encuentra principalmente en el 

hígado, o de DHL (Deshidrogenasa Láctica), que es una proteína presente en la sangre que ayuda 

a producir energía al cuerpo.  

Los análisis de AST y ALT son pruebas de función hepática que se basan en la medición en 

sangre de la concentración dichas enzimas que se encuentran presentes en el hígado. La enzima 

AST se puede localizar dentro de las células de varios tejidos y órganos, como en el músculo-

esquelético y cardiaco, en el páncreas, cerebro, riñón y/o hígado, mientras que la ALT se halla 

mayoritariamente, aunque no solamente, en el hígado.  

Además, como la enzima ALT se encuentra casi siempre en el hígado, un aumento importante de 

esta enzima y de la AST, ya que normalmente siempre van acompañadas una con la otra, 

constituirá la creación de un patrón de citolisis, procedente generalmente del hígado, indicando 

así la destrucción de las células hepáticas, por lo que los aumentos moderados de transaminasas 

(que son las enzimas cuya elevación en sangre indica la destrucción de las células en las que se 

encuentran y el notorio incremento de las mismas significa, como ya se evidenció, una gran 

eliminación de células hepáticas), en contraste, pueden inclinarse tanto a enfermedades hepáticas, 

como extrahepáticas. 
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Ambas son además enzimas cuyo cargo es transportar moléculas de los grupos amino, y la 

destrucción de las células que contienen transaminasas induce la liberación a la sangre de estas 

enzimas, lo que quiere decir que el aumento de su concentración sanguínea significa que existe 

una lesión en los tejidos en los que se encuentran presentes, de ahí proviene la utilidad de realizar 

estos análisis. (Busto & Herrero, 2015). 

Para determinar el grado de severidad de la misma o su presencia, es necesario que estos análisis 

de laboratorio presenten alteraciones en las concentraciones de las mismas, según la Secretaría 

de Salud Mexicana, éstas deben presentar valores elevados de creatinina sérica mayores a 1.1 

mg/dL, así como también deben visualizarse un incremento en los valores de las pruebas de AST, 

ALT o de DHL, de aproximadamente mayores a 70 IU/L o presentar una disminución de 

plaquetas < 100,000/ mm3 (Secretaria de Salud, 2017).  En resumen, los elementos que se usan 

generalmente para hacer el diagnóstico son los que se muestran en la tabla 1 (Velumani et al., 

2021). 

Tabla 1. Preeclampsia con y sin datos de severidad (Herrera, 2018) (Flores et al., 2017).   

Sin datos de severidad Con datos de severidad 

 Embarazo mayor a las 20 

semanas de gestación, 

excepto en los casos de 

embarazo molar. 

 Presión arterial mayor a 

140/90 mmHg en al 

menos 2 tomas distintas 

con 6 horas de diferencia. 

 Proteinuria mayor o igual 

a 300 mg/dL en 24 horas. 

 Presión arterial mayor a 160/110 mmHg en al 

menos 2 tomas con un mínimo de 4 horas de 

diferencia, más 2 de los siguientes: actuación. 

 Proteinuria mayor a 5 g en orina de 24 horas o 

creatinina sérica mayor a 1.2 mg/dL. 

 Dolor epigástrico o de hipocondrio derecho intenso 

y persistente. 

 Oliguria menor a 500 mL en 24 horas. 

 Trombocitopenia por debajo de 100,000 o 

alteración en las pruebas de función hepática con 

valores que doblan su nivel normal. 
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 Trastornos visuales: caracterizados principalmente 

por fosfenos o la presencia de tinnitus o acúfenos. 

 Cefalea. 

 Edema pulmonar. 

 

Por todo lo mencionado se puede establecer que, la preeclampsia es entonces una enfermedad 

multisistémica coligada a altas tasas de morbimortalidad fetal y materna, que solo es posible 

diagnosticar en el cuadro agudo del síndrome, y que conforma comúnmente una urgencia 

ginecológica, y es por este esencial motivo que se debe realizar una apropiada estratificación del 

riesgo de desarrollar la misma. Es aquí donde los biomarcadores moleculares constituyen 

marcadores de riesgo prometedores para su uso en la práctica clínica (Hernández et al, 2017). 

Además de que uno de los principales inconvenientes en el diagnóstico de esta enfermedad es 

que esta puede ser asintomática por lo que se requiere que la paciente tenga y realice 

frecuentemente su control prenatal para poder tener un adecuado control del desenvolvimiento 

de la gestación, ya que este síndrome solo puede ser descubierto al hacer mediciones frecuentes 

de la tensión arterial, por sus niveles de plaquetas y/o biomarcadores (Lapidus et al., 2017). Es 

aquí donde surge la necesidad de dar solución a esta problemática y por ello se propone crear un 

biosensor microfluídico calorimétrico para detectar los biomarcadores del ácido úrico y la 

creatinina de la preeclampsia, para así poder tener y llevar un control del estado de salud del 

paciente o de la enfermedad de la misma. 

 

6.3 Marcadores bioquímicos para la preeclampsia.  

Los marcadores bioquímicos se definen como un carácter o un gen que, debido a varias y/o 

diferentes características de ligamiento que pueden indicar la presencia de otro, también en 

un marcador se tiene la propiedad de qué A implica necesariamente B, es decir, un marcador 

siempre se encuentra correlacionado con otro carácter de interés . De esta manera, casi 

cualquier carácter morfológico o proceso subyacente que lo codifique puede denominarse 
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un marcador, desde enzimas, proteínas o ADN a algo tan específico como el tamaño. Y por 

lo general indican un proceso subyacente de interés clínico en un paciente, debido a que su 

detección contribuye al control y diagnóstico de enfermedades (Sánchez, 2020).  

En preeclampsia, los marcadores bioquímicos ofrecen su detección temprana, y para eso es 

preciso que el marcador ideal tenga una especificidad y sensibilidad adecuadas, se correlacione 

con la severidad de la preeclampsia antes de su aparición, permita puntualizar el mecanismo 

fisiopatológico y tenga una baja tasa de falsos positivos, menor al 5% de acuerdo a la 

Organización Mundial de la Salud (Kar, 2014) (Calvachi & Danilo, 2014). También estos 

marcadores bioquímicos de preeclampsia llegan a poseer un amplio rango de valor predictivo 

entre el 10 o 80%, ya que las combinaciones entre los mismos puede mejorar considerablemente 

la detección, en específico de preeclampsia temprana, sin embargo, la OMS aún no ha definido 

el mejor marcador ni las estrategias que permitan identificar mujeres con alto riesgo de desarrollo 

de este síndrome (Kanagasabai, 2014). 

Y como se acaba de mencionar, a pesar del tiempo de estudio no se ha podido esclarecer qué 

marcador o marcadores determinan el riesgo “a priori” de desarrollar preeclampsia, y de 

conseguirse, se abriría la puerta a poder tener un mejor control. Por ello, son necesarias más 

investigaciones en los que se estudie el papel de marcadores diferentes, ya que estos podrían ser 

viables y útiles agentes terapéuticos de detección para este síndrome que aún se basa 

exclusivamente sobre parámetros clínicos (Martínez, 2013). Y según lo reportado por Martínez, 

los marcadores bioquímicos que se han planteado como potenciales predeterminantes de 

preeclampsia descritos en la literatura, pueden catalogarse en referencia de su mecanismo 

fisiopatológico,  a continuación en la Tabla 2, se mencionan solo algunos de ellos ya que existen 

otros, además de que con el empleo de las técnicas moleculares de metabolómica y proteómica, 

existen muchos más en desarrollo. 

 

Tabla 2. Marcadores bioquímicos descritos como predictores de Preeclampsia (Martínez, 

2013). 
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Relacionados con la disfunción de la perfusión placentaria y resistencia vascular 

 Renina  

 Proteína ligadora de la angiotensina II placentaria  

 Respuesta de calcio plaquetario a la Arginina-vasopresina  

Relacionados con la función endocrinológica 

 Gonadotropina coriónica humana (HCG)  

 Proteína plasmática A asociada al embarazo (PAPP-A)  

 Alfa-fetoproteína  

 Estriol  

 Activina A  

 Inhibina A  

 ADAM 12  

 Proteína placentaria 13 (PP13)  

 Adiponectina  

 Resistencia a la insulina  

 Globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG)  

Relacionados con la disfunción renal 

 Microalbuminuria  

 Ácido úrico  

 Excreción urinaria de calcio  

 Creatinina sérica 
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Relacionados con la disfunción endotelial y estrés oxidativo 

 Anticuerpos antifosfolípidos  

 Antitrombina III  

 Inhibidor del activador del plasminógeno (PAI)  

 Apolipoproteína E 

 Lípidos séricos 

 Endotelina 

 Prostaciclinas 

 Tromboxano 

 Citoquinas 

 Factor de crecimiento placentario (PlGF) 

 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

 Forma soluble de la tirosina quinasa 1 (sFlt-1) 

 Endoglina soluble 

 Isoprostanos 

 

Como el diagnóstico de preeclampsia basado en la proteinuria y presión arterial solo conserva un 

valor predictivo positivo del 30% para el diagnóstico de esta patología, es necesario optar por 

nuevos métodos predictivos (López, et al., 2014). Uno de estos es el uso de marcadores 

bioquímicos por eso, a continuación, se menciona algunos ejemplos de los mismos en la 

detección de la preeclampsia, en especial con los de interés en este trabajo de titulación los cuales 

son el ácido úrico y la creatinina: 

En una investigación, Strevens demostró la precisión del diagnóstico de la preeclampsia a través 

de la determinación de los niveles séricos con relación a la detección de la creatinina y ácido 

úrico en plasma, demostrándose que estos pueden ser marcadores tempranos para el diagnóstico 
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de la disfunción renal en esta enfermedad, así como del nivel de lesión glomerular, y llegó a la 

conclusión de que la creatinina es un marcador que predice la hipertensión inducida en el 

embarazo (Strevens et al., 2013).  

También en relación con el ácido úrico y la creatinina en otro trabajo de investigación, Bravo 

(2014) logró relacionar a pacientes sin proteinuria pero diagnosticados con hipertensión inicial, 

a los siguientes casos: con creatinina sérica mayor a 1.1 mg/dL; con hipertensión arterial entre 

120 a 140 mmHg: con proteinuria en orina de 24 horas en g/L, mayor a 300 mg/L o 3 g/L; con 

edema pulmonar. Y los resultados anteriores se consiguieron reforzar con los obtenidos del 

artículo de Voto (2015), donde se demostró que la preeclampsia suele incrementar los niveles de 

proteinuria en orina de 24 horas, a causa de los cambios en la membrana glomerular, situación 

que puede tener relación con el aumento de ácido úrico y de los niveles de creatinina sérica (p. 

99), por lo que en consecuencia, se puede decir que estos factores pueden predecir con alta 

eficacia la preeclampsia, aunque no se especifica si por sí solos o en conjunto.  

Igualmente, autores como Ciero, Rodríguez, & Fernández (2014) y Burgos (2015), en sus 

respectivas investigaciones han establecido que entre los marcadores más relevantes para la 

predicción de preeclampsia se encuentran la proteinuria en orina de 24 horas, los niveles de 

creatinina sérico y el ácido úrico, los cuales a su vez son capaces de complementar las medidas 

de la presión arterial, porque según lo obtenido teóricamente expresado en estos artículos se 

puede tener de un 30% al 50% de especificidad, sobre todo en los casos de gestantes 

asintomáticas. Y lo anterior se complementa con lo mostrado según Vásquez & Rico (2015), que 

expresaron y concordaron que los marcadores que pueden predecir la preeclampsia están 

relacionados con la proteinuria en orina de 24 horas, los niveles de creatinina sérico y el ácido 

úrico, según los resultados que obtuvieron de una prueba que realizaron donde hubo como 

mínimo dos variables en comparación con un intervalo de 4 a 6 horas, generalmente con 

proteinuria mayor a 300 mg/24 h, ácido úrico con niveles mayores de 4.5 o hasta 5.5 mg/dL, los 

que determinaron pueden ser predictores de preeclampsia. 
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En otro estudio se realizó la medición del ácido úrico y la creatinina en suero materno, y se 

estableció también que ambos son un marcador aceptable de la preeclampsia, porque según los 

resultados que obtuvieron, los valores fueron siempre mayores en las mujeres con esta 

enfermedad en comparación con las que no, concordando así con otros trabajos ya consumados, 

como en el caso de la investigación de Roberts, que evidenció que ciertamente existe una relación 

entre las complicaciones gestacionales y la hiperuricemia, y también concluyó que el ácido úrico 

como la creatinina son marcadores que pueden pronosticar las patologías gestacionales (Potter & 

Nestel, 2014).  

 

6.4 Ácido úrico en preeclampsia. 

El ácido úrico es un metabolito terminal perteneciente a la cadena de degradación de los 

compuestos nucleótidos o purinas (adenina y guanina) gracias a la acción de catálisis que 

desempeña la enzima Xantina Deshidrogenasa/Xantina Oxidasa (XDH / XO), y se ha 

comprobado que su sobreactividad está presente en la placenta de las pacientes gestantes con 

preeclampsia o eclampsia. “La XDH se convierte en su forma oxidasa XO por varios estímulos, 

incluida la isquemia. El metabolismo de las purinas por XO acopla la producción de ácido úrico 

con la producción de radicales libres superóxido (O2-), y está implicado como un contribuyente 

al estrés oxidativo. XDH/XO se encuentra en la mayoría de los tejidos pero se concentra en el 

hígado y el intestino. Se especula que la XO circulante puede unirse al endotelio y dar lugar a 

una lesión oxidativa local” (Bainbridge & Roberts, 2008). La enzima uricasa en general está 

presente en la mayoría los mamíferos, donde el ácido úrico se descompone en alantoína, que es 

un producto excretado por el riñón no tóxico, mientras que los humanos, no cuentan con la 

uricasa, por lo que la salida del ácido úrico depende de la excreción renal. 

Este metabolito es un compuesto antioxidante que, cuando no está rodeado de otros compuestos 

antioxidantes, como el ácido ascórbico, puede comportarse como agente proinflamatorio y 

oxidante (Vázquez & Isla, 2018), también es poco soluble y su concentración es comúnmente 

baja en individuos saludables, menor a 6.0 mg/dL., y la misma influye los defectos enzimáticos 



 

 

 

 

 

32 

 

en el metabolismo de las purinas, la alteración de la función renal, el incremento del recambio 

celular y el consumo alto de proteínas, fructosa o alcohol. La función biológica del ácido úrico, 

inclusive con concentraciones pequeñas, radica en ser un antioxidante plasmático capaz de 

eliminar radicales libres, reducir la nitrosilación de residuos de tirosina, puede producir actividad 

superóxido dismutasa, puede convertirse en un pro-oxidante (radical urato) en un entorno 

limitado de disponibilidad de antioxidantes (especialmente con una baja disponibilidad de 

ascorbato) y también es un intermediario de la estimulación de la inflamación (Bainbridge & 

Roberts, 2008). 

Durante la gestación, las concentraciones de ácido úrico disminuyen entre 25-35% debido a los 

efectos del estrógeno, ya que éste es uricosúrico (eso es lo que provoca que las concentraciones 

de ácido úrico sean más elevadas en mujeres posmenopáusicas y en los hombres), además de que 

a su vez se amplía el volumen sanguíneo y la tasa de filtración glomerular. En comparación a los 

valores de las concentraciones de mujeres no gestantes, estos valores aumentan paulatinamente, 

en contraste, se tiene registrado que a finales del siglo XIX por primera vez se observaron 

concentraciones elevadas de ácido úrico en mujeres preeclámpticas, aunque también está 

documentado que si éstas llegan a presentar valores altos en las concentraciones de ácido úrico, 

esto no quiere decir que el ácido úrico no es simplemente un marcador de la gravedad de la 

enfermedad, sino que también contribuye directamente a la patogenia del trastorno, por lo 

anterior, y junto a más informes de investigación, se ha podido establecer y justificar la relación 

entre concentraciones de ácido úrico y la gravedad de la enfermedad de la preeclampsia 

(Bainbridge & Roberts, 2008). 

La razón por la que en un embarazo normal, la concentración sanguínea de ácido úrico es pequeña 

en comparación con la que se produce en mujeres saludables no gestantes, son las variaciones 

anatómicas y fisiológicas que ocurren durante un embarazo, entre estos cambios se encuentra la 

disminución de las resistencias sistémicas, anudado al aumento de la tasa de filtración glomerular, 

lo que ocasiona el decrecimiento de la concentración sanguínea y el aumento de su excreción 

urinaria; y la hiperperfusión renal desde el incremento del volumen plasmático (Vázquez & Rico, 
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2016). Según la literatura la media general de la concentración sanguínea de ácido úrico en 

pacientes embarazadas sanas es alrededor de ≤ 4 mg/dL, en las mujeres no embarazadas es de 

aproximadamente entre 2.4 a 5.7 mg/dL y en las que presentan complicaciones con preeclampsia 

o eclampsia es de en promedio 6.7 mg/dL (Mustafa et al., 2012). 

En pacientes embarazadas con preeclampsia, la concentración de ácido úrico aumenta como a las 

10 semanas de gestación, un tiempo mucho antes de la presentación clínica del trastorno. 

Históricamente se tiene que la baja eliminación de ácido úrico ocasiona hiperuricemia, ya que 

este metabolito es filtrado, reabsorbido y secretado por el riñón, por lo que, el incremento de los 

niveles de ácido úrico antecede el descenso del volumen plasmático. El ácido úrico es uno de los 

marcadores más estudiados porque está documentada su sobreactividad en la placenta de mujeres 

con preeclampsia (Vázquez & Isla, 2018), debido a que las concentraciones elevadas de este 

marcador podría funcionar al implementarse como un indicador del riesgo en el que se encuentran 

y al que se enfrentan las mujeres embarazadas con preeclampsia para evaluar la escala de peligro 

en que se encuentran, por lo que esto podría significar una gran oportunidad para reducir la 

morbilidad materna y fetal. 

 

6.5 Creatinina en preeclampsia. 

La creatinina es un marcador bioquímico y un metabolito terminal perteneciente a la cadena de 

degradación de las proteínas que se obtienen de la ingesta de carne de origen animal y están 

presentes en los músculos corporales. También se incluye en su metabolismo la eliminación renal 

a través de la filtración glomerular, y del mismo modo, su absorción y excreción se lleva a cabo 

en el segundo segmento del túbulo contorneado proximal, al igual que con el ácido úrico. La 

relevancia de este marcador radica en que los valores de su concentración sanguínea puede 

acrecentarse hasta el 40% en muy poco tiempo, (Vázquez & Isla, 2018) y en que también es un 

marcador vital del estado de hidratación y la función renal, y según la literatura, ésta se detectó 

en el sudor usando una mezcla de enzimas (creatininasa, creatinasa y peroxidasa) y un colorante 

de respuesta correspondiente (4-aminofenazona) (Choi et al., 2019).  
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En adultos saludables la concentración sérica es de entre 1 a 1.5 mg/dL, mientras que en contraste, 

durante un embarazo el promedio es de entre 0.5 a 0.8 mg/dL, y si estos valores llegan a ser más 

altos (<0.9 mg/dL) serán denominados como anormales e indicarán la presencia y la gravedad de 

una lesión renal aguda (Mustafa et al., 2012), generalmente dicha lesión exhibe valores de 

creatinina sérica ≥1.1 mg/dL e incluso puede conllevar a producir el doble de sus concentraciones 

cuando no existe la presencia de otra enfermedad renal que la pueda originar (WHO World Heath 

Organization, 2011). 

Como se mencionó anteriormente en el apartado de introducción, una de las pocas formas para 

diagnosticar y divisar a la enfermedad de la preeclampsia es a través de la medición de creatinina 

(aunque también se puede involucrar la detección del ácido úrico o ambas en conjunto), ya que 

este marcadores bioquímicos se usa para evaluar el estado de la función renal y hepática debido 

a que es fácil de titular a nivel  laboratorio y de encontrar puesto a que está presente en el torrente 

sanguíneo. Es por eso que, la cuantificación de los niveles de creatinina en el cuerpo de una 

paciente gestante puede significar una forma de a completar y mejorar la valoración y medición 

de la función renal en la preeclampsia para identificar la existencia, desarrollo y gravedad de las 

lesiones hepáticas y renales que este padecimiento ocasiona, lo anterior significaría una manera 

viable para el diagnóstico y tratamiento de esta patología para evitar sus fatales resultados, como 

la morbilidad y mortalidad tanto de los fetos como de las madres. 

 

6.6 Hiperuricemia: ácido úrico y creatinina como marcadores de gravedad en preeclampsia. 

En las mujeres embarazadas y con preeclampsia, la hiperuricemia se asocia con complicaciones 

maternas fetales y placentarias severas que, incluso, pueden perdurar durante el puerperio, en 

otras palabras, la hiperuricemia es una de las consecuencias secundarias que produce la 

preeclampsia, y ésta es causada por el aumento de la síntesis de ácido úrico por lesión y muerte 

de las células trofoblásticas, pero también por la reducción de su secreción urinaria limitada por 

el decrecimiento de la tasa de filtración glomerular, así como por el aumento de su absorción en 

el túbulo contorneado proximal (Vázquez& Isla, 2018). Por lo tanto, se puede decir que la 
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hiperuricemia es el primer parámetro anormal de la química clínica en la preeclampsia y presenta 

concentraciones mayores a 4 mg/dL, no así en la hipertensión arterial crónica o en la hipertensión 

gestacional (Mustafa et al., 2012).   

Comúnmente, en las pruebas clínicas de laboratorio, las concentraciones séricas altas de ácido 

úrico se usan para establecer el diagnóstico temprano de la preeclampsia, así como que también 

se utilizan para diferenciar a esta enfermedad de la hipertensión arterial sistémica (HAS) crónica 

y de la hipertensión gestacional, para generar un diagnóstico a tiempo para poder seleccionar: el 

momento más adecuado de la interrupción de la gestación, el tiempo justo y oportuno para realizar 

la intervención médica del parto y como un criterio para decidir si la cesárea es la mejor vía para 

inducir el nacimiento, y para evitar las complicaciones características de esta patología, entre 

ellas, la muerte materna e infantil. La atención de las complicaciones en una unidad de cuidados 

intensivos puede modificar, favorablemente, su evolución (Vázquez & Rico, 2016). 

Debido a lo anterior se puede deducir que, el incremento de los niveles de ácido úrico en 

embarazadas preeclámpticas frecuentemente antecede a la hipertensión y la proteinuria, y es una 

de las manifestaciones clínicas utilizadas para diagnosticar el trastorno, pues ésta junto a las 

elevadas concentraciones de ácido úrico en la preeclampsia indican una función renal y hepática 

anormal, aumento de la degradación de los tejidos, acidosis y aumento de la actividad de la 

enzima Xantina Oxidasa/Deshidrogenasa.  

Históricamente, la hiperuricemia, junto a otros hallazgos clínicos de preeclampsia, es relacionada 

a la función renal alterada, incluso, hace un poco más de veinte años, la literatura documentó que 

las lesiones renales observadas en mujeres preeclámpticas se observan solo en preeclámpticas 

hiperuricémicas, mientras que fuera del embarazo, este padecimiento se considera un factor de 

riesgo de hipertensión, enfermedad cardiovascular y renal. Esta evidencia, así como la 

observación de que la gravedad de la preeclampsia crece con el aumento del ácido úrico, el cual 

plantea la posibilidad de que este marcador bioquímico pueda tener un papel en la fisiopatología 

de la preeclampsia (Bainbridge & Roberts, 2008). 
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Se ha documentado que el aumento de las concentraciones séricas de ácido úrico en mujeres 

embarazadas y con preeclampsia son más prematuras que el incremento de los valores de la 

creatinina (Mustafa et al., 2012). Y según la literatura se tiene registrado que las concentraciones 

de ácido úrico aproximadamente mayores de 7 mg/dL tienen una correlación positiva y más 

significativa con la lesión renal aguda que la que se documenta con los altos valores de creatinina 

(Vázquez & Rico, 2016), debido a lo anterior, se ha destacado el posible papel del ácido úrico 

como factor patogénico en la preeclampsia, los hallazgos de esta investigación cobran relevancia 

ante este planteamiento (Bainbridge & Roberts, 2008). Y aunque en el presente, la OMS y países 

como Canadá, Estados Unidos y México no hayan agregado a la concentración sanguínea de 

ácido úrico en la lista de las causas que agrava la severidad de la preeclampsia según sus 

actualizaciones en el 2011, 2014, 2013 y 2017 respectivamente (WHO World Heath 

Organization, 2011), la importancia de conseguir una mayor evidencia científica de que las 

concentraciones de ácido úrico mayores o iguales a 7 mg/dL son las causantes del deterioro agudo 

de la función renal en las pacientes con preeclampsia severa ya identificada está vigente en la 

actualidad, y es uno de los principales casos de estudio para poder realizar dicha inclusión y 

confirmar su importancia y utilidad. 

En la actualidad, la medición del ácido úrico y creatinina se usa como marcador de gravedad de 

la preeclampsia. Y según la bibliografía internacional, éstos se consideran como predictores 

confiables de la gravedad de esta enfermedad, así como de las complicaciones perinatales que 

conlleva (Powers et al., 2006). Ese otro biomarcador mencionado (creatinina), tiene un 

mecanismo similar en la función renal al del ácido úrico, de la cual también se ha demostrado su 

provecho en el estudio del estado del funcionamiento renal en pacientes con preeclampsia, pues 

el aumento en los niveles de creatinina en pacientes en estado crítico es el criterio básico de la 

clasificación según la Red de Lesión Renal Aguda o AKIN (Acute Kidney Injury Network, por 

sus siglas en inglés) que sirve para evaluar la declinación aguda de la filtración renal (Mehta et 

al., 2007); y en el año del 2013, el Colegio Americano de Obstetras y Ginecólogos o ACOG (the 

American College of Obstetricians and Gynecologists, por sus siglas en inglés) presentó un 

documento con los hallazgos de severidad de la preeclampsia, entre ellos se estableció que el 
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valor necesario de la concentración de la creatinina para que se desarrolle una afectación renal 

debe ser mayor de 1.1 mg/dL (Vázquez & Isla, 2018).   

Por lo que la investigación simultánea de marcadores de la química clínica del daño renal agudo 

o hepático no es tema antiguo ni reciente, por lo que el mal funcionamiento del hígado en la 

excreción de la bilis o la obstrucción de los conductos biliares provocan un aumento de la cantidad 

de bilirrubina en los fluidos corporales, es decir, si existe el daño renal provocado por la 

preeclampsia, la presencia del ácido úrico y de la creatinina confirmaran dicha enfermedad, 

porque a mayor hiperuricemia mayor deterioro de la función renal. 

 

6.7 Biosensores. 

Según la IUPAC (Unión Internacional de Química Pura y Aplicada), la definición de biosensor 

es un dispositivo analítico que junta un elemento biológico o biomimético que está 

profundamente asociado con un transductor fisicoquímico, y que en presencia del analito produce 

una señal eléctrica discreta o de carácter continuo, proporcional a la cuantía presente del mismo 

(Turner et al., 1987). Es de importancia el no confundir con un sensor químico implantado en 

una matriz biológica para obtener datos de la misma con un biosensor, debido a que si carece del 

elemento biológico no se podrá denominar así.  

Un biosensor es un dispositivo de análisis constituido por un elemento biológico de 

reconocimiento (célula, tejido, receptor, ácido nucleico, enzima, ribozima o anticuerpo, entre 

otros), nanomateriales (nanopartículas, nanocompuestos), materiales inteligentes o compuestos 

biomiméticos (aptámeros, polímeros de microporosidad intrínseca, sondas de ácidos nucleicos), 

coligado a un mecanismo que asegura la detección e interpretación de la variación de propiedades 

fisicoquímicas, ópticas, eléctricas, entre otras, derivada de la interacción entre el analito y el 

dispositivo analítico (Turner & Newman, 1998). Es de relevancia destacar que las características 

fisicoquímicas del analito de interés son las concluyentes para la elección del material 

biológico/biomimético, mientras que el tipo de elemento de reconocimiento es el que decreta el 



 

 

 

 

 

38 

 

sistema transductor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.- Mecanismo de funcionamiento de un Biosensor, incorporando los diferentes 

componentes que pueden integrarlo (Ortega, 2006). 

 

Los biosensores son herramientas que se conforman de mecanismos para el análisis de la 

composición, en tiempo real, de la presencia de patógenos, de organismos genéticamente 

modificados, de los alimentos, residuos de agroquímicos, toxinas, alérgenos, materiales 

antinutrientes, del control de procesos, contaminantes ambientales, entre otros (Jiménez & León, 

2009).  

Hoy en día, el desarrollo de biosensores involucra a diferentes campos de estudio que convergen 

en tres líneas primordiales: elementos de reconocimiento molecular, herramientas y técnicas para 

su construcción y diseño de dispositivos básicos. Respecto a su elaboración, estos se pueden 

realizar con técnicas de microfabricación, incluidas las de fabricación a nanoescala, las cuales 

han abierto un gran panorama a futuro para el desarrollo y aplicación de los mismos, debido a la 

reducción de costes que la miniaturización sobrelleva y la ventaja de poder producirlos a gran 
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escala (Ortega, 2006). También en la producción de biosensores se está incorporando cada vez 

más el uso de enzimas, teniendo en cuenta parámetros y características de rendimiento específicas 

para su mejora, como el costo, el límite de detección, el tiempo de respuesta, y la vida útil (Lad 

et al., 2008). 

Las principales características de estos son su alta sensibilidad, especificidad, facilidad de 

automatización, capacidad de trabajar en tiempo real, capacidad de respuesta que conduce a un 

corto tiempo de análisis, su capacidad de inclusión en sistemas integrados, su versatilidad, bajo 

coste, etc (Ortega, 2006). 

  

6.8 Enzimas como biorreceptores en biosensores catalíticos. 

Los biosensores catalíticos son aquellos en los que se utiliza un biocatalizador que al interactuar 

con el sustrato desencadena una reacción química, sin gasto del material biológico que se 

regenera y puede ser utilizado nuevamente, los receptores empleados pueden ser enzimas, tejidos, 

orgánulos o células; sin embargo, es importante resaltar que una de sus desventajas es que en este 

tipo de dispositivos dicho material biológico requiere ser extraído y purificado (Boix, 2016). 

Las principales ventajas de los biosensores enzimáticos respecto a los microbianos son las 

siguientes (Cortón, 2000): 

 

• Elevada especificidad.  

• Tiempos de respuesta breves, en general menores al minuto.  

• Retornan rápidamente a la línea de base.  

• Se pueden usar inhibidores de crecimiento microbiano en las soluciones.  

• Material biológico más homogéneo y predecible.  

 

Y según lo reportado por Cortón (2000) en la literatura, las enzimas de tipo redox u 

oxidorreductasas han sido las más utilizadas en el diseño de biosensores; y es posible clasificar 
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estas enzimas redox considerando la naturaleza del grupo prostético asociado; flavina, quinona, 

hemo o cobre. Por ejemplo, ya que la detección de la obtención de peróxido o el uso de oxígeno 

es sencillo utilizando métodos electroquímicos de tipo amperométricos, lo que explica en parte 

el empleo de este tipo de enzimas. Otra razón relevante es que al usarse mediadores redox 

(mediadores solubles, polímeros redox u otros) es posible transferir los electrones producidos o 

consumidos por la acción enzimática directamente hasta o desde la superficie de un electrodo 

amperométrico, obteniéndose una señal en corriente directamente proporcional a las moléculas 

de sustrato que intervienen en la reacción catalizada por la oxidasa.  

En este proyecto se utilizaron los biomarcadores del ácido úrico y la creatinina para la detección 

de preeclampsia en el biosensor colorimétrico usando enzimas como biorreceptores. Y para poder 

cuantificar y medir dichos metabolitos se hace uso de diversas pruebas enzimáticas. En el caso 

del ácido úrico se empleó el ensayo enzimático reportado por Sigma Aldrich (1994) con algunas 

modificaciones, en el cual se manejó su mecanismo de reacción en base a un cambio de color 

gracias al uso de las enzimas uricasa y peroxidasa y un colorante (O-Dianisidina) para poder 

cuantificarlo a nivel espectrofotométrico, donde en dicho mecanismo de reacción se produce 

peróxido, el cual oxida al colorante O-Dianisidina, lo que ocasiona un cambio cromogénico que 

permite medir a nivel enzimático al ácido úrico (ver la Figura 2). 
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Fig. 2.- Mecanismo de reacción colorimétrica del ácido úrico. 

 

 

Y para la creatinina se utilizó un método enzimático colorimétrico reportado por Suzuki (1981) con 

algunas modificaciones, en el cual fue necesario incorporar una cadena de reacciones para obtener 

un cambio colorimétrico en el metabolito, y esto se logró a partir de la creatinina y los subproductos 

(creatina y sarcosina), que se requieren para poder realizar la reacción, junto a la presencia de las 

enzimas de la creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa y al colorante O-Dianisidina, ver la Figura 

3. Este método enzimático se denomina como adaptable a autoanalizadores, y es uno de los más 

utilizados, ya que se basa en la determinación de sarcosina a través de la hidrólisis de la creatinina 

que depende de la acción de la creatininasa y creatinasa; y que consecutivamente, por acción de la 

sarcosina oxidasa y en presencia de oxígeno, la sarcosina se oxida, generando glicina, formaldehido 

y peróxido de hidrógeno; donde por último, en la reacción el colorante O-Dianisidina es catalizado 

por peroxidasa produciendo un cambio de color debido a su oxidación. La intensidad cromática es 

directamente proporcional a la concentración de creatinina. 
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Fig. 3.- Mecanismo de reacción colorimétrica de la creatinina. 

 

 

6.8.1 Uricasa o urato oxidasa 

La uricasa o urato oxidasa (EC 1.7.3.3; UOX) es una enzima homotetramérica sin cofactor que 

cataliza la conversión de ácido úrico en 5-hidroxiisourato, un intermediario inestable que puede 

sufrir hidrólisis espontánea o enzimática en alantoína. Este compuesto es mucho más soluble en 

agua que el ácido úrico, lo que resulta en una excreción más eficiente del cuerpo. La mayoría de 

los organismos en los tres dominios de la vida producen una UOX funcional. Sin embargo, debido 

a la acumulación de mutaciones sin sentido y sin sentido (pseudogenización) en el 
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gen uox durante la evolución, una UOX funcional no está presente en los homínidos, incluidos 

los humanos, poniendo a estos organismos en riesgo de hiperuricemia. En humanos, la 

hiperuricemia generalmente se define como el nivel de ácido úrico sérico (SUA) superior a 6.8 

mg/dL. Como consecuencia, la hiperuricemia crónica puede provocar gota, cálculos renales, 

insuficiencia renal, hipertensión y enfermedades cardiovasculares. El tratamiento de la 

hiperuricemia y la gota se puede realizar con inhibidores de la xantina oxidasa y agentes 

uricosúricos, que bloquean la síntesis de ácido úrico y bloquean la reabsorción de ácido úrico en 

los riñones, respectivamente (Yainoy et al., 2019). 

En presencia de oxígeno, la uricasa oxida el ácido úrico a alantoína, dióxido de carbono y 

peróxido de hidrógeno (H 2 O 2). El H2O2 producido luego es consumido por la peroxidasa para 

la oxidación de un sustrato cromogénico a un producto de color, que puede medirse 

espectrofotométricamente. Diferentes tipos de sustrato cromogénico (p. ej., 3-metil-2-

benzotiazolinona hidracina (MBTH) más N,N-dimetilanilina (DMA), 2,4- diclorofenol (2, 4-

DCP) más 4-aminofenazona, p-hidroxibenzoato (PHBA) más 4-aminoantipirina (4-APP), ácido 

3,5-dicloro-2-hidroxibenceno sulfónico más 4-aminofenazona, o-dianisidina, 2,2′-azino-bis 

(ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), y 3,3′,5,5′-tetrametilbencidina (TMB)) y 

diferentes fuentes se ha utilizado a la uricasa (Phuadraksa et al., 2020).  

El ácido úrico es catabolizado a alantoína por la urato oxidasa, o uricasa (E.C. 1.7.3.3.), en la 

mayoría de los vertebrados excepto los humanos, algunos primates, aves y algunas especies de 

reptiles. En mamíferos, esta enzima se localiza predominantemente en el hígado y está asociado 

con el peroxisoma como un tetrámero con una subunidad masa molecular de 32-33 kDa (Pitts & 

Fish, 1974). 

El urato oxidasa ha despertado un interés considerable durante varios razones (Wu et al., 1989):  

(i) Tiene una característica evolutiva única en que la enzima se ha perdido durante la 

evolución de los primates sin una explicación obvia (Friedman et al., 1985).  

(ii) El desarrollo de ratones con hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa completa 

https://www.mdpi.com/2073-4344/10/4/428#B6-catalysts-10-00428
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deficiencia que no muestran ninguno de los síntomas del síndrome de LeschNyhan ha 

planteado la posibilidad de que la presencia de urato oxidasa en estos ratones puede 

protegerlos de alguna manera del daño neurológico.  

(iii) La enzima ha sido utilizada como marcador peroxisomal  y es potencialmente un buen 

sistema para estudiar la clasificación de proteínas en peroxisomas. 

 

 

6.8.2 Creatininasa o creatinina amidohidrolasa. 

La creatinina amidohidrolasa es una enzima binuclear Zn2+ que se intercambia abundantemente 

y que es causante de la hidrólisis de creatinina para formar creatina. De acuerdo a Berberich et 

al., la reacción de la creatininasa está representada según el esquema presentado en la Figura 3, 

donde se muestra la modificación química de la misma. Ésta enzima está conformada por una 

gran familia de proteínas que está constituida por > 11.000 secuencias de proteínas 

(IPR003785), y en esta familia se hallan las dos subfamilias deformilasa FAPy y la 

micofactocina peptidasa, ambas asociadas con la biosíntesis de cofactores o cofactores 

putativos. La deformilasa FAPy es una dependiente de Fe2+-amidohidrolasa responsable de la 

desformilación de 2-amino-5-formilamino-6- ribosilamino-4 (3H) pirimidinona 5´- 

monofosfato, un precursor del cofactor redox F0 y F42 (Ayikpoe et al., 2018).  

 

  

 

 

 

 

 

Fig. 3.- Hidrólisis de creatinina catalizada por creatinina amidohidrolasa (Berberich et 

al., 2005). 



 

 

 

 

 

45 

 

Como se mencionó anteriormente, la creatinina amidohidrolasa (creatininasa; EC 3.5.2.10) 

cataliza la ruptura hidrolítica reversible de la amida cíclica creatinina para producir creatina, 

lo que refiere a que con respecto a su función, esta enzima pertenece a la familia de las 

amidohidrolasas cíclicas que actúan sobre los enlaces amida en varios heterociclos de cinco 

o seis miembros (Figura 4), y curiosamente, según la literatura, se tiene reportado que de estas 

enzimas, en la actualidad, solo la D y L-hidantoinasa y dihidroorotasa, (las cuales pertenecen 

a una de las superfamilias más grandes de amidohidrolasas relacionadas con la ureasa), se han 

caracterizado por sus estructuras 3D (Beuth et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.- Sustratos de creatininasa y otras amidohidrolasas. Las flechas marcan los sitios de 

escisión de las enzimas. (a) Numeración de los átomos del anillo de creatinina; (b) aducto 

de creatinina-agua (análogo del estado de transición); (c) 50-hidantoína mono-sustituida; 

(d) dihidropirimidina; (e) dihidroorotato; y (f) urea (Beuth et al., 2003). 

 



 

 

 

 

 

46 

 

De acuerdo con la estructura de la creatininasa y respecto a su secuencia, según la literatura, esta 

enzima no posee ninguna relación con las amidohidrolasas de tipo ureasa mencionadas 

anteriormente. Además, entre sus características está que esta enzima no posee homólogos de 

secuencia entre las proteínas cuyas estructuras se han descrito y almacenado en el Banco de Datos 

de Proteínas (o Protein Data Bank en inglés) (Berman et al., 2000).  

Acorde a Beuth et al., hasta el momento se ha descubierto creatininasa en varias especies de 

arqueas y bacterias como Alcaligenes y Pseudomonas, y dichas especies admiten que sus células 

utilicen creatinina como fuente de carbono y nitrógeno; por lo que se sabe que todas estas enzimas 

poseen estructuras primarias similares con identidades de secuencia dentro del rango del 20% al 

96%. Mientras que por otro lado, la especie de los mamíferos no poseen actividad creatininasa, 

sino que ésta surge de una reacción de ciclación no enzimática de la creatina o el fosfato de 

creatina que es producida exclusivamente por los riñones, lo que da como resultado, que la 

concentración de creatinina en sangre y orina es la que provee información valiosa sobre la 

función renal de los mismos. Su medición y monitoreo se realiza a partir de reacciones 

enzimáticas acopladas que involucran creatinasa, lo que quiere decir que esta enzima es muy 

trascendente en el diagnóstico médico; por ejemplo, una de las formas de realizar dicha medición 

es a partir del uso de biosensores, los cuales actualmente son objeto de estudio en diversas e 

intensas investigaciones debido al interés técnico en la estructura de la creatinina amidohidrolasa.  

Los datos y componentes de la estructura de la creatininasa son científicamente relevantes debido 

a que lo que se conoce a cerca de las propiedades bioquímicas y biofísicas de esta enzima y sus 

bases estructurales es todavía muy limitado. Si bien se sabe que según la literatura, la creatinina 

amidohidrolasa tiene carácter como metaloenzima dependiente de zinc, y esto se descubrió 

debido a experimentaciones con espectroscopia de absorción de átomos, en las cuales se dedujo 

y postuló que cada subunidad de creatininasa se une a un ion de zinc, y es por ello que hoy en día 

se busca y es un importante tema de estudio e investigación el poder detectar un ion de zinc 

catalítico en la estructura de la creatininasa. Y en base a esas mismas investigaciones se sabe que 

una de las maneras para medir la masa molecular de la creatinasa nativa es mediante 
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ultracentrifugación en 175 kDa, además de que a base de sugerencia se estableció que esta enzima 

es un homooctamero, no obstante, según sus datos cristalográficos preliminares contradice lo 

anterior puesto que por lo general se obtiene una estructura cuaternaria octamérica, esto último 

beneficia una arquitectura hexamérica con una simetría puntual D3 de la enzima, y es aquí donde 

surge otra de las inquietantes de estudio de la actualidad donde se busca dar solución a dicha 

contradicción, averiguando cuál es la estructura que define a la creatinina amidohidrolasa (Beuth 

et al., 2003). 

 

 

6.9 Inmovilización de enzimas en nanomateriales y uso el quitosano como soporte. 

Historialmente se sabe que la técnica de la inmovilización de enzimas surge entre 1910 y 1930 

(inicios del siglo XX) a partir de la adsorción física de algunas proteínas en materiales como 

celulosa, caolinita, esferas de cristal y carbón, y a partir de ahí, a este método se le conoce y 

define como el confinamiento de una molécula de enzima en una fase que reconoce la transmisión 

de sustancias, es decir, a la enzima se le retiene en una zona del espacio específica, incluyendo 

casi siempre un contacto entre la enzima con un soporte para generar formas insolubles que 

limitan su actividad catalítica para también poder ser usadas reiteradamente. Inmovilizar enzimas 

en soportes sólidos es un método técnico que incita variaciones a nivel estructural en sistemas 

catalíticos confinados, ocasionando que las propiedades de reacción de estos sean mejores, así 

como que también posibilita emplear a las a las enzimas retenidas repetidamente en un mismo 

proceso. Existen un sinfín de técnicas para inmovilizar enzimas (entre ellas está la encapsulación, 

la unión covalente, la adsorción, el entrecruzamiento y el atrapamiento), y de opciones de 

soportes, ambos, habitualmente se escogen en base a la experiencia empírica, pero guiados bajo 

la premisa de que se tiene que retener lo más que se pueda la actividad enzimática y su estabilidad, 

además de que el soporte que se elija debe de ser de síntesis sencilla y con varias opciones de 

formas, no ser tóxicos, tener una alta afinidad por las proteínas y compatibilidad fisiológica, y 

poseer grupos funcionales reactivos para reaccionar con las enzimas o en su caso, ser susceptibles 

a modificaciones químicas (Salazar, et al., 2014). 
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La inmovilización de enzimas consta de la restricción deliberada de la movilidad de la enzima. 

Posteriormente de inmovilizadas, las enzimas quedan localizadas en una región definida del 

espacio, limitada por barreras materiales o electrostáticas, que apartan físicamente la enzima del 

seno del medio de reacción, pero son permeables a las moléculas de reactivos y de productos. La 

inmovilización puede servir para dos propósitos: reducir el consumo de la enzima y mejorar su 

estabilidad, ya que puede ser retirada y reutilizada en varios ciclos de reacciones. Pero el grado 

de mejora de esta estabilidad operacional depende de la estructura de la enzima, de su método de 

inmovilización y del tipo de soporte que utilice (Dosanjh & Kaur, 2002). 

Demás  técnicas  principales  para  la  inmovilización enzimática son la afinidad  y la 

microencapsulación;  donde la  inmovilización  por  unión  covalente  y  por  atrapamiento son 

las estrategias más empleadas para la construcción de sensores (Datta et al., 2013). De la misma 

manera, la técnica de inmovilización de enzimas de unión covalente ha sido el método más 

empleado debido a que  permite la estabilización de la estructura terciaria de la enzima y una 

unión permanente al soporte. (Othman et al., 2016). 

Los métodos de inmovilización de enzimas también se pueden dividir en dos categorías 

generales: por retención física y mediante enlace químico (Arroyo, 1998). La adsorción, que se 

encuentra dentro de la primera categoría, es el método más sencillo e involucra interacciones 

superficiales reversibles entre la enzima y el material de soporte. Y según la literatura, se sabe 

que la inmovilización por adsorción no covalente es muy útil en sistemas no acuosos, en los 

cuales la desorción puede ser despreciada debido a la baja solubilidad de enzimas en estos 

disolventes (Khare & Nakajima, 2000 y Pereira et al., 2003). Otro tipo de inmovilización física 

es el atrapamiento en matrices, el cual consiste en que la solución de enzima se mezcla con un 

fluido polimérico que luego se solidifica, un ejemplo típico de este método es el atrapamiento en 

geles de polisacáridos como alginatos, k-carragenanos, agar, quitosano y ácido poligalcturónico 

u otras matrices poliméricas como gelatina, colágeno y polivinilalcohol (Furukawa et al., 2001 y 

Hsu et al., 2000). 
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Otra opción para inmovilizar enzimas es a partir del uso de nanomateriales aunque en sí no 

simboliza un método específico, pero esta técnica brinda los beneficios de que disminuyen las 

limitantes respectivas a la transmisión de productos y sustratos en gran cantidad, así como que se 

asegura y refuerza la unión entre el soporte y la enzima puesto que al hablar de materiales 

nanoestructurados significa que existe una gran superficie de contacto. Según estudios recientes, 

los sistemas catalíticos a nivel nanométrico representan una forma muy viable para su aplicación 

en áreas afines con la biotecnología (Ansary y Husain, 2012) y es por lo ya señalado que el interés 

de emplear nanomateriales como soportes para inmovilizar enzimas ha ido en aumento. Los 

procedimientos utilizados en esta tecnología son los mismos que se utilizan generalmente en los 

mecanismos de los métodos tradicionales de inmovilización de enzimas, por ejemplo, la 

inmovilización de enzimas a partir de una superficie de nanopartículas fue una de las primeras 

formas en ser manejadas en esta área y actualmente continua siendo muy empleado.  

 

6.10 Quitosano como soporte para inmovilización enzimática. 

El quitosano es un amino polisacárido [(1-4)-2-amino-2-deoxi-b-D-glucano] derivado por N-

desacetilación alcalina de la quitina. Es uno de los polisacáridos más abundantes en la naturaleza. 

Es no tóxico y puede ser usado para la inmovilización de enzimas, en especial lipasas, no solo 

porque su método de obtención es sencillo, sino también porque brinda propiedades químicas y 

físicas de interacción enzima-soporte atractivas para llevar a cabo reacciones biológicas con buen 

grado de actividad enzimática y eficiencia (Orrego et al., 2009). 

 

La razón para escoger el quitosano como soporte para la inmovilización de enzimas radica en su 

afinidad con las proteínas, su biocompatibilidad, porque en sus moléculas presenta grupos amino 

reactivos y porque se puede moldear en diferentes formas. De hecho, la formación de hidrogeles 

híbridos de quitosano con otros biopolímeros puede aumentar la densidad del gel, mejorar su 

resistencia mecánica y, consiguientemente, ampliar sus posibilidades de aplicación (Rangel et 

al., 2011). Y dichos complejos polielectrolíticos se crean por las interacciones iónicas entre los 
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grupos amino cargados positivamente del quitosano con las cargas negativas (tales como las de 

los grupos sulfónicos y carboxilos) de otros biopolímeros. Por ejemplo, entre los biopolímeros 

que se han usado para combinar con el mismo se incluyen el alginato, la gelatina, el colágeno, el 

carragenano, el alcohol polivinílico y la carboximetilcelulosa (Berger et al., 2004). 

Del mismo modo, las soluciones acuosas de muchos polímeros sintéticos y naturales tales como 

alcohol polivinílico (PVA), quitosano, xantano, goma locust, amilopectina, amilasa y 

maltodextrinas experimentan cambios físicos como resultado de su congelación, almacenamiento 

en frío y subsecuente descongelación de sus dispersiones acuosas. Por eso, la estructura, 

estabilidad química y mecánica de estos criogeles y los materiales secos que se adquieren por su 

deshidratación, los hace útiles como matrices atractivas para cromatografía y soportes de 

nanopartículas biológicas, células y enzimas (Fennema et al., 1973 y Filippova et al., 1986).  

Mientras que en los materiales conformados con quitosano, obtenidos por congelación y 

descongelación seguidas o no por un proceso final de deshidratación, el tamaño de los cristales 

y, por tanto, el tamaño promedio y la orientación de los poros en el producto seco se ajustan 

variando la temperatura, la velocidad y los tratamientos de congelación y descongelación (Suh & 

Matthew, 2000 y Orrego &Valencia, 2009). 

Por todo lo anterior, una gran elección de material para ser usado como soporte en la 

inmovilización de enzimas es la quitina y el quitosano, debido a que son compuestos que cumplen 

con la mayoría de las características ya mencionadas debido a que son de origen natural y 

presentan características estructurales de biopolímeros. El quitosano puede modificar 

químicamente a los grupos hidroxilo y aminos que lo conforman, de hecho, se sabe que la forma 

primaria de sus grupos amino (-NH2), le puede conferir la propiedad de ser soluble en medios 

ácidos (en específico en pH menor a  6.5) al convertirse en un polielectrolito catiónico, y lo 

anterior le brinda la cabida de formar membranas y geles con buenas características mecánicas, 

esto lo hace perfecto para poder ser una base para crear materiales compuestos y diseñar con ello 

estructuras de inmovilización con características muy delimitadas. Para ver más propiedades del 

quitosano y la quitina, así como algunas de sus aplicaciones, ver la tabla 3.  
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Tabla 3. Principales propiedades funcionales y aplicaciones de la quitina y el quitosano 

(Salazar, et al., 2014). 

Propiedad funcional Principales aplicaciones 

 Bioactividad 

– Actividad anti-colesterolémica  

– Control de peso (efecto fibra 

dietaria) 

– Actividad anti-oxidante 

– Actividad anti-microbiana 

– Estimulante sistema inmune 

– Actividad anti-proliferativa 

– Capacidad cicatrizante 

– Capacidad humectante 

 Carácter policatiónico  

– Capacidad de adsorción 

– Quelante de metales 

 Capacidad de formación de geles y 

películas 

 Reactividad de grupos funcionales 

 Ingredientes en alimentos funcionales 

 Fabricación de empaques activos de 

alimentos  

 Aditivos antimicrobianos en industria 

textil 

 Control de enfermedades en 

hortalizas 

 Biomedicina 

– Materiales de curación aceleradores 

del proceso de cicatrización 

– Regeneración de tejidos  

 Industria cosmética  

 Reducción de contaminantes en aguas 

residuales (fenoles, metales pesados) 

 Recuperación de metales valiosos  

 Inactivación de metalo-enzimas que 

causan deterioro en alimentos 

 Clarificación de jugo  

 Fabricación de resinas 

cromatográficas  

 Inmovilización de enzimas  

 Fabricación de membranas de diálisis 

y fluidos dentales 
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 Sistemas de liberación controlada de 

medicamentos y moléculas bioactivas 

 

Asimismo, es relevante aclarar y mencionar que a su vez existen otros polisacáridos naturales 

que logran ser usados en la inmovilización de enzimas como soportes, como el almidón, la 

pectina,  la carragenina, la celulosa y el alginato, sin embargo, también es importante resaltar que 

dichos compuestos no poseen de manera individual las propiedades funcionales que la quitina y 

el quitosano sí, por lo que esto se podría solucionar al crear sistemas de inmovilización empleando 

materiales compuestos (Salazar, et al., 2014). 

 

 

6.11 Nanopartículas de quitosano. 

Históricamente, las nanopartículas de quitosano se empezaron a estudiar en la década de los 

noventa, ya que el quitosano es un polisacárido natural muy empleado en la creación de diversos 

materiales puesto que presenta grandes propiedades tanto biológicas como fisicoquímicas, y es 

por ello que el interés por las nanopartículas de quitosano incrementó para conseguir opciones 

para crear sistemas poliméricos sintéticos, debido a que estos brindan la posibilidad de poder 

integrar a su estructura proteínas, gracias a que estas tienen estabilidad delimitada. Originalmente, 

las primeras nanopartículas de quitosano sintetizadas se lograron al suscitar interacciones 

covalentes entre grupos hidroxilo de diferentes agentes entrecruzantes y los grupos amino del 

polisacárido; para que después, con el paso del tiempo, estas nanopartículas, se creen a partir de 

interacciones iónicas prescindiendo de la incorporación de aditivos tóxicos, entrecruzantes o 

solventes.  

Estas nanopartículas de quitosano son mayoritariamente producidas por estrategias llamadas de 

construcción o “bottom-up” provenientes del inglés, las cuales consisten en que el ensamblado 

polimérico sea originado por múltiples interacciones moleculares; aunque también estas pueden 
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crearse mediante las estrategias denominadas de deconstrucción o “top-down” provenientes del 

inglés, y para generarse gracias a la fragmentación de estructuras macroscópicas, las cuales hoy 

en día, representan una diferente y atractiva alternativa para producir nanopartículas. Y la 

búsqueda de nuevas técnicas de obtención de este tipo de nanopartículas está relacionado con la 

mejora de sus características: mucoadhesividad, estabilidad, carga superficial, capacidad de 

liberación e incorporación de principios activos con actividad biológica, tamaño de partícula, etc. 

También se conocen los como métodos para la síntesis de nanopartículas de quitosano a la 

gelificación ionotrópica, la microencapsulación, el método de difusión del disolvente de 

emulsificación, la formación de complejos polielectrolíticos y al método micelar inverso; y el 

método más generalmente empleado y desarrollado es la gelificación ionotrópica, que se basa en 

la interacción de un polianión, habitualmente el TPP (Tripolifosfato de Sodio), con el grupo 

amino del quitosano (Divya et al., 2018). 

Según la literatura, se expuso que las nanopartículas de quitosano son muy relevantes en la 

investigación de los nanomateriales poliméricos, en especial para aplicaciones farmacéuticas y 

biomédicas, y esto se debe a que la variedad de las estrategias de obtención que se conocen, 

determinan las propiedades de los materiales. Por ejemplo, una de sus aplicaciones más 

destacadas en estas áreas de interés es que estas nanopartículas se emplearon como un sistema de 

administración no viral para biomoléculas tales como ácidos nucleicos, péptidos y fármacos, 

administradas por vía oral, nasal, parenteral y a través del colon (Caro et al., 2019). 

Algunos ejemplos de la aplicación de las mismas son los siguientes: en la industria alimentaria 

éstas se usan en la tecnología de encapsulación, ya que usualmente los compuestos endebles como 

los aceites esenciales, los polifenoles del té,  las vitaminas, las enzimas, etc., son inestables y 

pueden alterarse o perder sus bioactividades durante la formulación, el procesamiento de 

alimentos o la digestión, por ello,  las nanopartículas de quitosano y TPP dan la estabilidad a lo 

largo del tiempo de estos compuestos al encapsularlos, y del mismo modo, también les confiere 

una liberación controlada, además de una mejora en el potencial antioxidante, como una mayor 



 

 

 

 

 

54 

 

inhibición de microorganismos patógenos en comparación con los compuestos libres sin 

encapsular, donde se sabe que su tamaño influye en la actividad antimicrobiana (Singh et al., 

2021).  

En la industria anterior también se pueden utilizar como recubrimientos o películas comestibles, 

donde la capacidad de las nanopartículas de quitosano para controlar la liberación de varios 

compuestos bioactivos puede mejorar las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los 

materiales de envasado de alimentos, pues según lo reportado en diversos estudios, se ha 

demostrado que con el uso de un recubrimiento comestible que contiene nanopartículas de 

quitosano, retrasa la oxidación lipídica, puesto que se obtienen valores más bajos de peróxido, 

nitrógeno volátil total y ácido tiobarbitúrico, recuentos más bajos de bacterias mesófilas, 

psicotrópicas y de ácido lácticas en comparación con aquellos alimentos de origen animal sin 

recubrimientos de nanopartículas de quitosano, por lo tanto se puede decir que las películas 

comestibles elaboradas a partir de nanopartículas de quitosano, se puede usar potencialmente para 

aumentar la vida útil de los alimentos (Singh et al., 2021).  

En otra área de interés, éstas se usan a su vez en la ingeniería de tejidos, ya que gracias a sus 

propiedades biológicas y de mucoadhesividad, pueden mejorar la permeabilidad transmucosa, 

mejorando así el transporte a través de la vía paracelular de las que puede incitar la reorganización 

estructural de las proteínas asociadas a las uniones estrechas (Peppas & Huang, 2004).  

Las mismas también poseen una gran actividad como agente antioxidante, ya que descartan los 

radicales libres y pueden quelar iones metálicos para el tratamiento de aguas, donde se deshacen 

de forma eficaz de compuestos como colorantes, pesticidas y contaminantes metálicos (Leira, 

2022). 

En aplicaciones biomédicas; se pueden aplicar en sondas de detección de algunos tipos de cáncer, 

ya que actualmente éstas al estar compuestas por metales pesados tienden a presentar 

citotoxicidad, por ello, con el uso de las nanopartículas de quitosano que presentan una naturaleza 

biocompatible y no tóxica, pueden ser utilizadas para este propósito. Otra aplicación es la 
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liberación controlada de medicamentos, ya que estas nanopartículas tienen la capacidad de 

atravesar barreras biológicas, sirviendo así como una vía de administración de fármacos o 

macromoléculas mediante liberación controlada en un sitio objetivo, o bien para preservar a 

macromoléculas de la degradación en medios biológicos (Lopez-Leon et al., 2005; Perera & 

Rajapakse 2013).  

Por último, las nanopartículas de quitosano pueden considerarse como un material idóneo para la 

inmovilización de enzimas, ya que  el grupo funcional amino del quitosano permite realizar dicha 

inmovilización (Ghadi et al., 2015).  

 

7. Metodología. 

Para poder evaluar la eficiencia del uso de las nanoesferas de quitosano se decidió evaluarlas 

contra macroesferas de quitosano, es por ello que, a continuación se mencionarán los métodos de 

síntesis, funcionalizaciones y caracterizaciones de ambas, así como los procesos de 

inmovilización, medición, acoplamiento y evaluación de los efectos del pH, temperatura y 

sustrato de las enzimas, para obtener la medición y determinación de los cambios de color que se 

experimentan en las reacciones químicas producidas por la interacción de los metabolitos 

evaluados (ácido úrico y creatinina) y sus enzimas correspondientes en relación a las diferentes 

concentraciones de los mismos. 

 

7.1 Síntesis de las macroesferas de quitosano. 

Las macroesferas de quitosano fueron preparadas mediante el método de precipitación (Biró E. 

et al. 2008) que se menciona a continuación: 

 

1. Primero, el quitosano (C3646, de caparazones de cangrejo) al 2 % p/v se disolvió en una 

solución acuosa de ácido acético (2 % p/v). Después, esta solución se añadió gota a gota 

por medio de una jeringa de 1 mL a través de un capilar a un líquido de coagulación 
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(hidróxido de sodio 1 N y 26% v/v de etanol) que se encontraba en agitación suave.  

 

2. Por último; se filtraron, lavaron y centrifugaron las macroesferas resultantes con agua 

destilada hasta conseguir neutralidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.- Procedimiento para la síntesis de macroesferas de quitosano. 
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Fig. 8.- Macroesferas de quitosano sintetizadas. 

 

7.2 Funcionalización de las macroesferas de quitosano. 

El método de preparación para la funcionalización  de las macroesferas de quitosano es el 

siguiente: 

  

1. Las macroesferas de quitosano anteriormente sintetizadas se colocaron en agitación con 

una solución de glutaraldehído al 1% y otra al 5% durante 4 horas, utilizando dos horas 

para cada solución, y se mezclaron. 

 

2. Posteriormente, la solución obtenida se centrifugó y se le realizaron lavados con agua 

destilada ultrapura para retirar el exceso de glutaraldehído junto con mediciones de 

valores de pH en un proceso repetido hasta conseguir un pH neutro.  
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Fig. 9.- Funcionalización con glutaraldehído de las macroesferas de quitosano. 

 

En este caso, la funcionalización de las macroesferas de quitosano es covalente y se realiza 

mediante la formación de enlaces de amida en presencia de sustratos de anhídrido, pues Nicole 

et al. (2021) establece que, junto con la activación mediada por agentes de acoplamiento, los 

anhídridos se han informado durante mucho tiempo en la literatura para la conjugación de aminas 

y quitosano.  Además, se establece que en las moléculas injertadas covalentemente, como en este 

caso con el glutaraldehído, la presencia de agentes de entrecruzamiento sin reaccionar que quedan 

dentro del material final representa una toxicidad potencial. 

 

7.3 Síntesis de las nanoesferas de quitosano. 

Las nanopartículas de quitosano se prepararon mediante el método de gelación iónica de acuerdo 

con las metodologías propuestas por Calvo et al. (1997) y Biró et al. (2008) con algunas 

modificaciones, su procedimiento se menciona a continuación: 
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1. El quitosano de bajo peso molecular (1 g) se disolvió en una solución acuosa de ácido 

acético glacial al 2% p/v (953 µL de ácido acético glacial aforado en 50 mL de agua 

ultrapura). Esta solución se mantuvo en agitación por 24 h a temperatura ambiente 

utilizando un agitador magnético. Después, el pH resultante se ajustó a 4.7 usando una 

solución de NaOH 1M. La solución ajustada se filtró a través de una jeringa con un 

tamaño de poro de 6 mm para remover residuos de partículas insolubles.  

 

2. Simultáneamente, el tripolifosfato de sodio (TPP) fue preparado y disuelto en agua 

ultrapura a una concentración final de 0.56 mg/mL con ayuda de agitación magnética. 

Finalmente para obtener las nanoesferas de Q-TPP, la solución de quitosano fue agregada 

gota a gota con una jeringa 2 mL en la solución de TPP hasta que se formaron las 

nanopartículas. La mezcla se mantuvo en constante agitación durante 30 min a 

temperatura ambiente, y luego, la suspensión resultante con las nanoesferas se centrifugó 

a 3200 rpm por 20 min. Por último se retiró el exceso acuoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10.- Procedimiento para la síntesis de nanoesferas de quitosano. 
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 Fig. 11.- Síntesis de nanoesferas de quitosano. 

 

 

7.4 Funcionalización de las nanoesferas de quitosano.  

Según Nicolle et al. (2021), para la funcionalización de los materiales basados en quitosano, estos 

se pueden combinar por medio de modificaciones no covalentes con moléculas pequeñas, 

proteínas y polímeros. En estos casos, la estabilidad de esos productos obtenidos de quitosano 

resultantes se basa en tres tipos principales de interacciones no covalentes: enlaces de puentes de 

hidrógeno, interacciones electrostáticas (enlaces iónicos) y quelación. 
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Fig. 12.- Ejemplos de interacciones no covalentes con quitosano: (A) enlace con puentes 

de H, (B) interacciones iónicas, (C) quelación y (D) entrelazamiento entre múltiples 

cadenas poliméricas (Nicolle et al., 2021). 

 

El ensamblaje de derivados de quitosano por medio de modificaciones no covalentes evita el 

uso de reactivos químicos, lo que simplifica los procedimientos de purificación, que pueden 

ser lentos y complejos. Según lo reportado en la literatura, las moléculas pequeñas cargadas 

negativamente pueden quedar atrapadas en la matriz de quitosano mediante interacciones 

electrostáticas (también llamadas entrecruzamiento físico, no covalente o iónico) con los 

grupos amino de las cadenas de quitosano. Las propiedades físicas de los geles resultantes, 

como la porosidad y la solubilidad, se pueden controlar cambiando la concentración, el peso 

molecular, la densidad de carga del agente iónico (por ejemplo utilizando un adyuvante de 

molécula pequeña), el pH del medio, etc... (Giraldo et al., 2018). La preparación de estos 

geles se realiza en condiciones sencillas. Por lo general, el adyuvante (1–2 % p/v) se agrega 

a una solución acuosa de quitosano con 1–2 % (v/v) de ácido acético. El entrecruzamiento 

físico se considera menos propenso a los efectos secundarios tóxicos que el entrecruzamiento 

químico debido a su sensibilidad a las variaciones del medio. Además, los adyuvantes de 
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pequeño peso molecular usados comúnmente con quitosano no son tóxicos y ya están 

aprobados como aditivos seguros para el consumo humano (si corresponde) (Nicolle et al., 

2021).  

En este caso, la funcionalización de las nanopartículas de quitosano viene implícita en la 

síntesis de las nanoesferas de quitosano, debido a que el TPP funciona como un agente de 

reticulación para inducir la unión intermolecular entre las cargas positivas de los grupos 

amino del quitosano y los fosfatos negativos en la estructura del TPP (ver Fig. 13), además 

de que también actúa como un adyuvante coagulante de molécula pequeña que forma un 

entrelazamiento físico de enlaces iónicos. 

 

 

Fig. 13.- Entrecruzamiento iónico entre quitosano y TPP. (Ribeiro et al., 2020). 

 

7.5 Caracterizaciones. 

Se llevaron a cabo las técnicas de caracterización de espectroscopia Raman y la microscopia 

electrónica de barrido para evaluar el tamaño, morfología y composición del material soporte que 

se utiliza en este proyecto. Las muestras se realizaron colocando 1 g/mL de quitosano. 

 

7.5.1 Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) para macroesferas y nanoesferas de 

quitosano. 

La morfología y el diámetro de las macros y nanoesferas de quitosano se observaron mediante 
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microscopía electrónica de barrido (FE-SEM, Hitachi S-7400. Hitachi, Japón) (Nirmala et al., 

2011). 

 

 

7.5.2 Espectroscopia Raman (RS) para macro y nanoesferas de quitosano. 

Los parámetros usados en la muestra para la dispersión Raman para el mapeado y la obtención 

de imágenes globales, fueron de una la línea láser de iones de argón de 514.5 nm a 200 W. 

Para las líneas láser de 785 y 632.8 nm, la potencia en la muestra fue de 25 W. Y todas las 

mediciones se realizaron en una geometría de retrodispersión, utilizando un objetivo de 

microscopio de 50× con un valor de apertura numérica de 0.75 proporcionando áreas de 

dispersión de aproximadamente 1 m2. También se registraron espectros de punto único con 

una resolución de 4 cm-1 para obtener los resultados de mapeado 2D, mientras que para los 

resultados de la cartografía 2D se recogieron mediante el rasterizado de un de una platina 

motorizada de 3 ejes codificados, controlada por ordenador, con un paso de 1 µm (Correa et 

al., 2009). 

 

 

7.6 Inmovilización de las enzimas en macroesferas de quitosano. 

La inmovilización enzimática en las macroesferas de quitosano se realizó de la siguiente manera: 

 

1. Primero fue necesario que el pH de las macroesferas fuera de entre 7.5 a 8, debido a que 

según lo reportado en la literatura en este pH se encuentra una mejor actividad enzimática 

de las moléculas de ácido úrico y creatinina. 

 

2. Después, se colocó 1 mg/mL de macroesferas de quitosano en 3 tubos de ensayo a los 

cuales posteriormente se le añadieron 10 µL de las enzimas que correspondían al 

metabolito al que se le iba a realizar la prueba. Finalmente, a esa mezcla se le dejó reposar 
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por 5 minutos para que ocurriera la adherencia de las mismas al quitosano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14.- Procedimiento para la inmovilización de las enzimas en macroesferas de 

quitosano. 

 

 

7.7 Inmovilización de las enzimas en nanoesferas de quitosano.  

La inmovilización de las enzimas en las nanoesferas de quitosano se realizó de la siguiente 

manera: 

 

1. Primero fue necesario que el pH de las mismas fuera de entre 7.5 a 8, debido a que según 

lo reportado en la literatura en este pH se encuentra una mejor actividad enzimática de las 

moléculas de ácido úrico y creatinina. 

 

2. Después, se colocó 1 mg/mL de nanoesferas de quitosano en 3 tubos de ensayo a los 

cuales posteriormente se le añadieron 10 µL de las enzimas que correspondían al 

metabolito al que se le iba a realizar la prueba. Finalmente, a esa mezcla se le dejó reposar 

por 5 minutos para que ocurriera la adherencia de las mismas al quitosano. 
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Fig. 15.- Procedimiento para la inmovilización de las enzimas en nanoesferas de 

quitosano. 

 

 

7.8 Método para la cuantificación de proteínas. 

Según García & Sánchez (1985) hoy en día se utilizan diversos métodos para la cuantificación 

de proteínas como las técnicas: colorimétricas (Folin-Lowry, Biuret), espectrofotométricas 

(absorción en el ultravioleta próximo o lejano), volumétricas (Kjeldalh) y turbidimétricas 

(precipitación con determinados reactivos). Y según la evidencia los que tienen una mayor 

aceptación en referente a sensibilidad y sencillez, son las de Folin-Lowry, absorción en el 

ultravioleta y Kjeldalh.  

 

En este proyecto de investigación se empleó el método de Folin-Lowry para medir el 

acoplamiento enzimático, y el fundamento de dicha técnica colorimétrica, es la formación del 

complejo proteína-Cu, el cual reduce al fosfomolibdato del reactivo Folin- Ciocalteu produciendo 

un color azul que se puede comprobar colorimétricamente. El método de Folin-Lowry se ha usado 

desde 1951, y se le relaciona principalmente a la estabilidad de la reacción en función del tiempo 

y temperatura, y longitud de onda apropiada para la medida del color (García & Sánchez, 1985). 
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7.8.1 Prueba de acoplamiento en las macroesferas de quitosano. 

Las enzimas de las reacciones del ácido úrico y la creatinina fueron cuantificadas por el 

método de Folin-Lowry de acuerdo con las metodologías propuestas por Sigma Aldrich 

(2004) con algunas modificaciones, su procedimiento fue el siguiente: 

 

1. Se prepararon las siguientes soluciones: 

 

 Solución A: 100 mL de carbonato de sodio 0.1 M (4.2396 g) en 0.1 M de NaOH (0.4 

g). 

 Solución B: 5 mL de sulfato de cobre al 2% p/v (0.1 g) aforado con agua destilada 

ultrapura. 

 Solución C: 5 mL tartrato de sodio al 1% p/v (0.05 g) aforado con agua destilada 

ultrapura.  

 Solución D: mezcla de los 100 ml de la solución A, con 1 ml de la solución B y 1 ml 

de la solución C. 

 

2. Después la solución D se dividió en 13 grupos de 3 tubos de ensayo (que cada uno 

corresponde a los tiempos que se evalúan en la prueba, de 0 a 60 minutos por intervalos 

de 5 minutos entre cada uno), colocando 1.5 ml en cada uno de ellos y posteriormente se 

añadieron 500 µL de colorante Folin. 

 

3. Posteriormente se inmovilizaron las enzimas en las microesferas de quitosano por el 

procedimiento descrito en el apartado 7.8 y 7.9, y después de los 5 minutos de espera se 

agregaron a cada tubo de ensayo, del primer grupo de 3 tubos, 20 µL de cada enzima 

dependiendo de la prueba del metabolito y se dejaron reposar por otros 5 minutos. 

Repitiéndose así este pasó por ciclos de 5 minutos hasta terminar con la prueba a los 60 

min.  
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4. Finalmente, se midieron las absorbancias en un espectrofotómetro UV-Vis con 

condiciones de: T = 25 °C, A 750 nm, Trayecto luminoso = 1 cm. 

 

 

 

Fig. 16.- Procedimiento para el acoplamiento enzimático (este diagrama 

ejemplifica el caso de la medición de creatina acoplada). 
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Cálculos: 

 

mg Proteína/mL =  
(𝑚𝑔 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎)(100)

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎/𝑚𝐿
 

 

% Proteína =  
(𝑚𝑔 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎)(100)

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜/𝑚𝐿
 

 

100 = Conversión a porcentaje 

 

Para la curva estándar se trazó el ΔA750nm de los Estándares vs mg de proteína: 

ΔA750nm Estándar = A750nm Estándar - A750nm Blanco. 

 

Determinación de la muestra: 

ΔA750nm Prueba = A750nm Prueba - A750nm Blanco. 

 

Determinación de los mg de proteína a partir de la Curva Estándar: 

mg Proteína = (mg de proteína de la Curva Estándar) * (df) 

df = Factor de dilución  

 

El método consiste en que la reacción ocurra mediante las siguientes fases según lo descrito 

por Flores & Ruiz (2017): 

 

1. Primero la reacción de la proteína en un medio alcalino con iones 𝐶𝑢2+, en presencia 

de tartrato (este último se utiliza para evitar la precipitación), crea un complejo de 

coordinación entre el cobre y el nitrógeno peptídico. 

 

2. Después, la reacción en contacto con el reactivo de Folin-Ciocalteau para fenoles, 

permite que se la misma se reduzca por medio de los grupos fenol presentes en la 
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proteína a un complejo de color azul oscuro que se mide colorimétricamente de 

manera posterior (dicho complejo azul presenta una composición desconocida y 

presenta dos máximos de absorción a las longitudes de onda 560 y 680 nm). 

 

 

7.8.2 Prueba de acoplamiento en las nanoesferas de quitosano. 

Las enzimas de las reacciones del ácido úrico y la creatinina fueron cuantificadas por el 

método de Folin-Lowry de acuerdo con las metodologías propuestas por Sigma Aldrich 

(1994) con algunas modificaciones, su procedimiento fue el mismo que el mencionado en el 

apartado anterior solo que cambiando las macroesferas por nanoesferas de quitosano. 

 

 

7.9 Actividad enzimática en las macroesferas y nanoesferas de quitosano. 

Para comprobar si las enzimas estaban inmovilizadas en las macroesferas y nanoesferas de 

quitosano, se midió la actividad enzimática de las enzimas inmovilizadas utilizando métodos 

estándar indicados por Sigma Aldrich (1994) y por Suzuki (1981) con algunas modificaciones. 

 

Inicialmente se midió la actividad en solución para estandarizar el método, posteriormente se 

midió la actividad de cada enzima libre, después se inmovilizó cada una, primero en macroesferas 

y posteriormente en nanoesferas de quitosano según su método correspondiente. 

 

 Para medir el Ácido úrico se empleó como base el siguiente método estándar indicado por 

Sigma Aldrich (1994) y posteriormente para cada analito y reacción se implementaron 

modificaciones que se describirán más adelante:  
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Ensayo enzimático de la XANTINA OXIDASA (EC 1.1.3.22) 

 

Principio: 𝑋𝑎𝑛𝑡𝑖𝑛𝑎 + 𝐻2𝑂 + 𝑂2
  𝑋𝑎𝑛𝑡𝑖𝑛𝑎 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎    
→              Á𝑐𝑖𝑑𝑜 Ú𝑟𝑖𝑐𝑜 + 𝐻2𝑂2 

  

Condiciones: T= 25° C, pH= 7,5, A290-410 nm, Paso de luz= 1 cm 

 

Método: Determinación de la tasa espectrofotométrica continua. 

 

Reactivos: 

 

A. Buffer fosfato potásico 50 mM, pH 7.5 a 25 °C. 

(Preparar 200 ml en agua desionizada utilizando fosfato potásico, monobásico, 

anhidro, Sigma Prod. No. P-5379. Ajustar a pH 7.5 a 25° C con 1 M KOH). 

 

B. Solución de Xantina 0.15 mM  

(Preparar 100 ml disolviendo inicialmente Xantina, Sigma Prod. No. X-0626, en un 

volumen mínimo de NaOH. Añadir aproximadamente 90 ml de agua desionizada. 

Ajustar a pH 7.5 a 25° C con 1 M de NaOH o 1 M de HCl. Diluir hasta un volumen 

final de 100 ml. PREPARAR FRESCO). 

 

C. Solución enzimática de Xantina oxidasa 

(Inmediatamente antes de su uso, preparar una solución que contenga 0.1 – 0.2 

unidad/ml de Xantina Oxidasa en Reactivo A frío). 
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Procedimiento: 

 

Pipetear (en mililitros) los siguientes reactivos en cubetas de cuarzo adecuadas: 

 

 Prueba Blanco 

Reactivo A (Buffer) 1.90 1.90 

Reactivo B (Xantina) 1.00 1.00 

Agua desionizada ___ 0.10 

   

 

Mezclar por inversión y equilibrar a 25° C. Monitorizar el A (290-410nm) hasta que sea 

constante, utilizando un espectrofotómetro adecuadamente termostatado. A continuación, 

añadir: 

 

 Prueba Blanco 

Reactivo C (Solución enzimática) 0.10 ___ 

   

   
 

  

Mezclar inmediatamente por inversión y registrar el aumento de A290-410 nm durante 

aproximadamente 5 minutos. Obtenga la ΔA290-410nm/minuto utilizando la tasa lineal 

máxima tanto para la prueba como para el blanco. 

 

 

Cálculos:  

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠/𝑚𝐿 𝑑𝑒 =
∆𝐴(290 𝑛𝑚)/𝑚𝑖𝑛 𝐸𝑛𝑠𝑎𝑦𝑜 − ∆𝐴(290 𝑛𝑚)/𝑚𝑖𝑛

(𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)(3)(𝑑𝑓)(12.2)(0.1)
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3= Volumen Total (en mililitros) del ensayo.  

df= Factor de dilución. 

12.2= Coeficiente de extinción milimolar del ácido úrico a 290-410 nm. 

0.1 = Volumen (en mililitros) de enzima utilizada.  

 

Definición de unidad: Una unidad convertirá 1.0 μmol de Xantina en ácido úrico por 

minuto a pH 7,5 a 25° C. 

 

Concentración final del ensayo: En una mezcla de reacción de 3.00 ml, las 

concentraciones finales son de 33 mM de fosfato potásico, 0.050 mM de Xantina y 0.01 

– 0.02 unidades de Xantina oxidasa. 

 

 

 Y para medir la creatinina se empleó el método estándar indicado por por Suzuki (1981) 

y posteriormente para cada analito y reacción se implementaron modificaciones que se 

describirán más adelante: 

 

Ensayo de actividad enzimática de Creatinina, Creatina y sarcosina oxidasa. 

 

Principio:  𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑎 + 𝐻2𝑂
  𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑎𝑠𝑎    
→           𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑎 

                                    𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑎 + 𝐻2𝑂
  𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑎𝑠𝑎    
→          𝑆𝑎𝑟𝑐𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎 +  𝑈𝑟𝑒𝑎 

                                𝑆𝑎𝑟𝑐𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎 + 𝐻2𝑂 + 𝑂2
  𝑆𝑎𝑟𝑐𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎    
→                𝐹𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑑𝑒𝑖𝑑𝑜 + 𝐺𝑙𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎 + 𝐻2𝑂2 

 

Condiciones: T = 37°C,    pH = 8.3,    A=410 nm 

 

Método: espectrofotométrico 

Reactivos: 
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A. 60 mM Buffer glicilglicina, pH 8.3 at 37°C. 

(Preparar 100 ml en agua desionizada usando gly-gly, Base libre, Sigma Prod. No. 

G-1002. Ajustar a pH 8.3 at 37°C con 1 M NaOH.)  

B. 300 mM Solución de creatinina, creatina y/o sarcosina (según corresponda). 

(Preparar en Reactivo A usando sarcosina, Base libre, Sigma Prod. No. S-9881.)  

C. 500 mM Ácido acético (CH3COOH). 

(Preparar en agua desionizada usando Ácido acético Glacial, Sigma Prod. No. A-

6283.)  

D. 2 M Solución acetato de amonio). 

(Preparar en agua desionizada usando Acetato de amonio, Sigma Prod. No. A-7262.) 

E. Isopropanol. 

(Usar Isopropanol, Anhídrido, Sigma Stock No. 405-7.)  

F. Acetilacetona.  

(Usar Acetilacetona, Sigma Prod. No. A-3511.)  

G. Reactivo de color. 

(Preparar añadiendo 20 ml de Reactivo D a 40 ml de Reactivo E. Entonces añadir 

0.15 mL de reactivo F. Agitar y dejar en almacenamiento toda una noche entre 0-

5°C.)  

H. Solución de enzima sarcosina oxidasa. 

I. (Inmediatamente antes de usar, preparar solución 0.5 - 1.0 unidades/mL de 

Creatininasa, Creatinasa y/o Sarcosina Oxidasa en Reactivo a 4°C (según 

corresponda). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

74 

 

Procedimiento: 

 

1. Se pipetearon (en mililitros) los siguientes reactivos en tubos Falcon:  

 

 Prueba Blanco 

Reactivo A (Buffer) 0.20 0.30 

Reactivo B (Solución de analito) 0.20 0.20 

 

 

  

2. Se mezcló y se incubó a 37°C. Entonces se añadió: 

 

 Prueba Blanco 

Reactivo H (Solución de enzima) 0.10 ____ 

 

 

3. Se mezclaron e incubaron por 10 minutos a 37°C. Posteriormente se añadieron: 

 

 Prueba Blanco 

Reactivo C (𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻) 0.50 0.50 

 

 

 

4. Se mezclaron y añadieron: 

 

 Prueba Blanco 

Reactivo G (Reactivo color) 3.00 3.00 
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5. Se mezclaron e incubaron a 60°C por 30 minutos. Se realizó la medición en UV-vis 

a A=410 nm. 

 

 

Cálculos: 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠/𝑚𝐿 =
(∆𝐴(410 𝑛𝑚))(4)(𝑑𝑓)

(10)(8)(0.1)
 

 

 

 

4=Total volumen de ensayo (en mililitros). 

df= Factor de dilución. 

10= Tiempo de ensayo (minutos) por definición de unidad. 

8= Coeficiente de extinción molar. 

0.1 = Volumen de enzima usada (en mililitros). 

 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠/𝑚𝐿 𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑𝑜 =
𝑈/𝑚𝐿 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎

𝑚𝑔 𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑𝑜/𝑚𝐿 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎
 

 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠/𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 =
𝑈/𝑚𝐿 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎

𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎/𝑚𝐿 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎
 

 

Definición unidad: Una unidad formará 1.0 µmol de formaldehido a partir de sarcosina 

por minuto (pH 8.3 T=37°C) 

 

Concentración final de ensayo: En 0.50 ml de mezcla de reacción, la concentración 

finales 60mM glicilglicina, 120mM sarcosina, y 0.05-0.10 unidades de sarcosina 

oxidasa. 
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7.9.1 Actividad enzimática en las macroesferas y nanoesferas de quitosano con respecto 

al efecto del Sustrato. 

De cada ensayo de cada metabolito se realizaron 3 pruebas por triplicado para cada valor de 

cada concentración, y para cada procedimiento se usaron como base los métodos 

anteriormente explicados en la sección 7.11 y se optaron por algunas modificaciones, además, 

cada prueba se realizó en tres formatos diferentes, uno con enzima libre, otro con 

inmovilización con macroesferas de quitosano y el último con inmovilización con 

nanoesferas de quitosano siguiendo el procedimiento de inmovilización de enzimas expuesto 

en la sección 7.10, para: 

 

 Ácido úrico (Uricasa o Xantina Oxidasa): 

 

1. Primero se realizaron cinco soluciones de ácido úrico con buffer fosfato de pH de 7.5, 

con concentraciones de 0. 25, 0.75, 1.25, 1.675 y 3.35 mg/mL cada una (estos valores 

se determinaron tomando como parámetro el rango promedio de la concentración de 

ácido úrico como biomarcador de preeclampsia que es 6.7 mg/dL o 0.067 mg/mL).  

 

2. Después se realizó la solución del colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer 

fosfato de pH de 7.5).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido sulfhídrico 14M. 

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

sustrato a evaluar (en esta prueba lo que se mide son los valores de las concentraciones 

(sustrato), siendo lo único que cambia y las otras dos variables (valores de pH (7.5)  y 

temperatura (25 °C) son constantes), dichas soluciones constan de:  

 

 1 mL de la solución de ácido úrico para cada valor de sustrato. 
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 20 µL de cada enzima (uricasa y peroxidasa). 

 120 µL del colorante O-Dianisidina.  

 20 µL de ácido sulfhídrico (para cortar la reacción). 

 

Después, a cada triplete de soluciones se les deja reaccionar por 30 min. Terminado el 

procedimiento, cada grupo de tres se procede a medir en el espectrofotómetro, primero se 

hace una medición con enzima libre, después otra con enzima inmovilizada con 

macroesferas de quitosano y una última medición con enzima inmovilizada con 

nanoesferas de quitosano.   

 

Fig. 17.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática del ácido úrico con 

respecto al sustrato. 

 

 

 Creatinina (Reacción en cadena de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa): 

Para obtener los resultados de creatinina se tiene que realizar la reacción en cadena de las 

enzimas de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa, por lo que se evaluaron las tres 

juntas, sin embargo en este trabajo de tesis también se realizaron pruebas de creatina y 

sarcosina que son los subproductos de la reacción principal para realizar una comparativa.  
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1. Primero se realizaron cinco soluciones de creatinina con buffer fosfato de pH de 8, 

con concentraciones de 0.075, 0.125, 0.175, 0.275 y 0.55 mg/mL cada una (estos 

valores se determinaron tomando como parámetro el rango promedio de la 

concentración de creatinina como biomarcador de preeclampsia que es 0.11 mg/mL). 

 

2. Después se realizó la solución del colorante mezclando acetato de amonio 2M 

(solución de 15.4164 g y 100 mL de agua ultrapura), con 140 mL de Isopropanol y 

0.525 mL de acetilacetona).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido acético 500 mM (1.5013 g en 50 mL de 

agua ultrapura).  

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada 

concentración (en esta prueba lo que se evalúa, son los valores de las concentraciones 

(sustrato), siendo lo único que cambia y las otras dos variables (valores de pH (8)  y 

temperatura (25 °C) son constantes), dichas soluciones se realizan por medio de los 

siguientes pasos:  

 

1. Agregar 200 µL de buffer fosfato de pH de 8 y 200 µL de la solución de creatinina 

para después temperarlas a 37 °C (que es la temperatura óptima de la creatinina 

para que favorezca a la reacción). 

 

2. Después a las soluciones anteriores se le agregan 100 µL de cada enzima 

(creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa y peroxidasa) y se dejan reaccionar por 

10 min. 

 

3. Por último, se agregan 500 µL de ácido acético y 3 mL del colorante a cada triplete 

de soluciones para cortar la reacción y se colocan a 60°C por 30 minutos.  
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4. Terminadas las soluciones, cada grupo de tres se procede a medir en el 

espectrofotómetro, primero se hace una medición con enzima libre, después otra 

con enzima inmovilizada con macroesferas de quitosano y una última medición 

con enzima inmovilizada con nanoesferas de quitosano.   

 

 

Fig. 18.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de creatinina con 

respecto al sustrato. 

 

 

 Creatina (producto-segunda reacción de la cadena con enzimas de Creatinasa y Sarcosina 

Oxidasa) y Sarcosina (producto-tercera reacción de la cadena con la enzima Sarcosina 

Oxidasa): 
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También, se llevaron a cabo las pruebas de actividad enzimática de la creatina y sarcosina 

individualmente, siguiendo los mismos pasos anteriormente explicados en la sección de 

creatinina, omitiendo simplemente los reactivos de las reacciones anteriores según la 

cadena de la reacción para cada caso. 

 

 

 

Fig. 19.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de creatina con 

respecto al sustrato. 
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Fig. 20.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de sarcosina con 

respecto al sustrato. 

 

 

7.9.2 Actividad enzimática en las macroesferas y nanoesferas de quitosano con respecto 

al efecto del pH. 

De cada ensayo de cada metabolito se realizaron 3 pruebas por triplicado para cada valor de 

pH, para cada procedimiento se usaron como base los métodos anteriormente explicados en 

la sección 7.11 y se optaron por algunas modificaciones, además, cada prueba se realizó en 

tres formatos diferentes, uno con enzima libre, otro con inmovilización con macroesferas de 

quitosano y el último con inmovilización con nanoesferas de quitosano siguiendo el 

procedimiento de inmovilización de enzimas expuesto en la sección 7.10, para: 
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 Ácido úrico (Uricasa o Xantina Oxidasa): 

 

1. Primero se realizaron 7 soluciones de ácido úrico con siete diferentes valores de pH, 

cada solución tenía una concentración de 1.675 mg/mL de ácido úrico (este valor se 

determinó tomando como parámetro el rango promedio de la concentración de ácido 

úrico como biomarcador de preeclampsia que es 6.7 mg/dL o 0.067 mg/mL) con 

buffer fosfato de pH de 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 y 9 cada una. 

 

2. Después se realizó la solución del colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer 

fosfato de pH de 7.5).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido sulfhídrico 14M. 

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

pH a evaluar (en esta prueba lo que se evalúa, son los valores del pH, siendo esto lo único 

que cambia y las otras dos variables (valores de concentración (1.675 mg/mL)  y 

temperatura (25 °C) son constantes), dichas soluciones constan de:  

 

 1 mL de la solución de ácido úrico para cada valor de pH. 

 20 µL de cada enzima (uricasa y peroxidasa). 

 120 µL del colorante O-Dianisidina.  

 20 µL de ácido sulfhídrico (para cortar la reacción). 

 

Después, a cada triplete de soluciones se les deja reaccionar por 30 min. Terminado el 

procedimiento, cada grupo de tres se procede a medir en el espectrofotómetro, primero se 

hace una medición con enzima libre, después otra con enzima inmovilizada con 

macroesferas de quitosano y una última medición con enzima inmovilizada con 

nanoesferas de quitosano.   
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Fig. 21.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática del ácido úrico con 

respecto al pH. 

 

 

 Creatinina (Reacción en cadena de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa): 

 

Para obtener los resultados de creatinina se tiene que realizar la reacción en cadena de las 

enzimas de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa, por lo que se evaluaron las tres 

juntas, sin embargo en este trabajo de tesis también se realizaron pruebas de creatina y 

sarcosina que son los subproductos de la reacción principal para realizar una comparativa.  

 

1. Primero se realizaron 7 soluciones de creatinina con siete diferentes valores de pH, 

cada solución tenía una concentración de 0.275 mg/mL de creatinina (este valor se 

determinó tomando como parámetro el rango promedio de la concentración de 

creatinina como biomarcador de preeclampsia que es 0.11 mg/mL) con buffer fosfato 

de pH de 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 y 9 cada una. 

 

2. Después se realizó la solución del colorante mezclando acetato de amonio 2M 

(solución de 15.4164 g y 100 mL de agua ultrapura), con 140 mL de isopropanol y 
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0.525 mL de acetilacetona).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido acético 500 mM (1.5013 g en 50 mL de 

agua ultrapura).  

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

pH a evaluar (en esta prueba lo que se evalúa, que en este caso son los valores del pH, es 

lo único que cambia y las otras dos variables (valores de concentración (1.675 mg/mL)  y 

temperatura (25 °C) son constantes), dichas soluciones constan de:  

 

1. Agregar 200 µL de buffer fosfato de pH de 8 y 200 µL de la solución de creatinina 

para después temperarlas a 37 °C (que es la temperatura óptima de la creatinina 

para que favorezca a la reacción). 

 

2. Después a las soluciones anteriores se le agregan 100 µL de cada enzima 

(creatininasa, Creatinasa, sarcosina oxidasa y peroxidasa) y se dejan reaccionar 

por 10 min. 

 

3. Por último, se agregan 500 µL de ácido acético y 3 mL del colorante a cada triplete 

de soluciones para cortar la reacción y se colocan a 60°C por 30 minutos.  

 

4. Terminadas las soluciones, cada grupo de tres se procede a medir en el 

espectrofotómetro, primero se hace una medición con enzima libre, después otra 

con enzima inmovilizada con macroesferas de quitosano y una última medición 

con enzima inmovilizada con nanoesferas de quitosano.   



 

 

 

 

 

85 

 

 

 

Fig. 22.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de creatinina con 

respecto al pH. 

 

 

 Creatina (producto-segunda reacción de la cadena con enzimas de Creatinasa y Sarcosina 

Oxidasa) y Sarcosina (producto-tercera reacción de la cadena con la enzima Sarcosina 

Oxidasa): 

 

También, se llevaron a cabo las pruebas de actividad enzimática de la creatina y sarcosina 

individualmente, siguiendo los mismos pasos anteriormente explicados en la sección de 

creatinina, omitiendo simplemente los reactivos de las reacciones anteriores según la 

cadena de la reacción para cada caso. 
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Fig. 23.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de creatina con 

respecto al pH. 
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Fig. 24.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de sarcosina con 

respecto al pH. 

 

 

 

7.9.3 Actividad enzimática en las macroesferas y nanoesferas de quitosano con respecto 

al efecto de la Temperatura 

De cada ensayo de cada metabolito se realizaron 3 pruebas por triplicado para cada valor de 

Temperatura, para cada procedimiento se usaron como base los métodos anteriormente 

explicados en la sección 7.11 y se optaron por algunas modificaciones, además, cada prueba 

se realizó en tres formatos diferentes, uno con enzima libre, otro con inmovilización con 

macroesferas de quitosano y el último con inmovilización con nanoesferas de quitosano 

siguiendo el procedimiento de inmovilización de enzimas expuesto en la sección 7.10, para: 
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 Ácido úrico (Uricasa o Xantina Oxidasa): 

 

1. Primero se realizaron 5 soluciones de ácido úrico con cinco diferentes valores de 

temperatura, con buffer fosfato de pH 7.5 y con una concentración de 1.675 mg/mL 

de ácido úrico (este valor se determinó tomando como parámetro el rango promedio 

de la concentración de ácido úrico como biomarcador de preeclampsia que es 6.7 

mg/dL o 0.067 mg/mL), cada solución fue sometida a diferentes variaciones de 

temperatura de 15, 25, 35, 45 y 55 °C en todo el método para cada triplete. 

 

2. Después se realizó la solución del colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer 

fosfato de pH de 7.5).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido sulfhídrico 14M. 

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

temperatura a evaluar (en esta prueba lo que se evalúa, son los valores de temperatura, 

siendo esto lo único que cambia y las otras dos variables (valores de concentración (1.675 

mg/mL)  y pH (7.5) son constantes), dichas soluciones constan de:  

 

1. Agregar 1 mL de la solución de ácido úrico para cada valor de cada temperatura, 

para después temperarlas 15, 25, 35, 45 y 55 °C cada triplete cada valor de 

temperatura. 

 

2. Después a las soluciones anteriores se le agregan 20 µL de cada enzima (uricasa 

y peroxidasa) y se dejan reaccionar por 10 min a cada temperatura 

correspondiente. 

 

3. Por último, se agregan 20 µL de ácido sulfhídrico (para cortar la reacción) y 120 
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µL del colorante O-Dianisidina a cada triplete de soluciones para cortar la reacción 

y se colocan todas las soluciones a 60°C por 30 minutos.  

 

4. Terminadas las soluciones, cada grupo de tres se procede a medir en el 

espectrofotómetro, primero se hace una medición con enzima libre, después otra 

con enzima inmovilizada con macroesferas de quitosano y una última medición 

con enzima inmovilizada con nanoesferas de quitosano.   

 

 

Fig. 25.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática del ácido úrico con 

respecto a la Temperatura. 
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 Creatinina (Reacción en cadena de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa): 

 

Para obtener los resultados de creatinina se tiene que realizar la reacción en cadena de las 

enzimas de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa, por lo que se evaluaron las tres 

juntas, sin embargo en este trabajo de tesis también se realizaron pruebas de creatina y 

sarcosina que son los subproductos de la reacción principal para realizar una comparativa.  

 

1. Primero se realizaron 5 soluciones de creatinina con cinco diferentes valores de 

temperatura, con buffer fosfato de pH 8 y con una concentración de 0.275 mg/mL de 

creatinina (este valor se determinó tomando como parámetro el rango promedio de la 

concentración de ácido úrico como biomarcador de preeclampsia que es 0.11 mg/mL), 

cada solución fue sometida a diferentes variaciones de temperatura de 15, 25, 35, 45 

y 55 °C en todo el método para cada triplete. 

 

2. Después se realizó la solución del colorante mezclando acetato de amonio 2M 

(solución de 15.4164 g y 100 mL de agua ultrapura), con 140 mL de isopropanol y 

0.525 mL de acetilacetona).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido acético 500 mM (1.5013 g en 50 mL de 

agua ultrapura).  

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

temperatura a evaluar (en esta prueba lo que se evalúa, son los valores de temperatura, 

siendo esto lo único que cambia y las otras dos variables (valores de concentración 

(0.275 mg/mL)  y pH (8) son constantes), dichas soluciones constan de:   

 

1. Agregar 200 µL de buffer fosfato de pH de 8 y 200 µL de la solución de creatinina 

para cada valor de cada temperatura, para después temperarlas 15, 25, 35, 45 y 55 
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°C cada triplete cada valor de temperatura. 

 

2. Después a las soluciones anteriores se le agregan 100 µL de cada enzima 

(creatininasa, Creatinasa, sarcosina oxidasa y peroxidasa) y se dejan reaccionar 

por 10 min. 

 

3. Por último, se agregan 500 µL de ácido acético y 3 mL del colorante a cada triplete 

de soluciones para cortar la reacción y se colocan a 60°C por 30 minutos.  

 

4. Terminadas las soluciones, cada grupo de tres se procede a medir en el 

espectrofotómetro, primero se hace una medición con enzima libre, después otra 

con enzima inmovilizada con macroesferas de quitosano y una última medición 

con enzima inmovilizada con nanoesferas de quitosano.   
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Fig. 26.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de la creatinina 

con respecto a la Temperatura. 

 

 

 Creatina (producto-segunda reacción de la cadena con enzimas de Creatinasa y Sarcosina 

Oxidasa) y Sarcosina (producto-tercera reacción de la cadena con la enzima Sarcosina 

Oxidasa): 

 

También, se llevaron a cabo las pruebas de actividad enzimática de la creatina y sarcosina 

individualmente, siguiendo los mismos pasos anteriormente explicados en la sección de 
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creatinina, omitiendo simplemente los reactivos de las reacciones anteriores según la 

cadena de la reacción para cada caso. 

 

 

Fig. 27.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de la creatina con 

respecto a la Temperatura. 
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Fig. 28.- Procedimiento para las pruebas de actividad enzimática de la sarcosina con 

respecto a la Temperatura. 

 

 

7.10 Pruebas colorimétricas.  

 

Según Nieves et al. (2017) y Dunee (2012), para poder estudiar a nivel bioquímico cualquier 

biomolécula es necesario el empleo de técnicas analíticas que permitan su determinación 

cualitativa y cuantitativa, así como su caracterización físico-química y biológica. Algunos de los 
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métodos más utilizados,  sencillos, accesibles y útiles son las pruebas de color que se pueden 

llevar a cabo mediante técnicas y sus instrumentos de medición como lo son la espectroscopia, 

particularmente la espectroscopia ultravioleta-visible, y la colorimetría, donde la colorimetría 

utiliza longitudes de onda fijas, que están sólo en el rango visible, pero la espectrofotometría 

puede utilizar longitudes de onda en un rango más amplio (como el UV e IR). 

 

Las diferencias entre un espectrofotómetro y un colorímetro, es que el primero mide la cantidad 

de luz que pasa a través de una muestra y calcula el color preciso en las longitudes de onda de la 

luz visible humana, mientras que el segundo cuantifica el color midiendo los tres componentes 

primarios de la luz (rojo, verde, azul). Por ejemplo mediante un espectrofotómetro se pueden 

identificar y cuantificar biomoléculas en solución y en muestras biológicas, con el empleo de 

reactivos específicos que reaccionan con el compuesto a analizar y forman un producto coloreado 

que permite detectarlo en muestras complejas, mientras que un colorímetro puede medir la 

absorbancia de la luz en una muestra (Nieves et al., 2017 y Dunee, 2012). 

 

A escala microscópica, la relación de la población de equilibrio en dos estados separados por una 

brecha de energía de ∆E viene dada por la distribución de Boltzmann y las leyes de absorción, o 

en otros términos, las leyes de Beer y Lambert, indican hasta qué punto la intensidad del haz 

incidente se reduce por la absorción de la luz, por ello, por un lado tenemos  que la ley de Lambert 

establece que el grado de absorción es proporcional al espesor de la muestra, mientras que la ley 

de Beer establece que el grado de absorción es proporcional a la concentración de la muestra, es 

decir, el principio detrás de la espectrofotometría y la colorimetría es el mismo (Dunee, 2012). 

 

Debido a lo anterior se realizó la evaluación de cambios de color en las muestras por medio de 

inspección visual y del uso de dispositivos como un colorímetro que evalúa el modelo de color 

RGB y un espectrofotómetro UV-vis. 

 

 



 

 

 

 

 

96 

 

7.10.1 Análisis colorimétrico cuantitativo por espectroscopia ultravioleta (UV-Vis). 
 

La espectrofotometría UV-visible es una técnica analítica que consiente en determinar la 

concentración de un compuesto en solución, esto ocurre debido a  que las moléculas absorben 

las radiaciones electromagnéticas, por lo que la cantidad de luz absorbida depende de forma 

lineal de la concentración. Para poder lograr dicha medición se hace uso de un 

espectrofotómetro, en el cual se puede elegir la longitud de onda de la luz que pasa por una 

solución y calcular la cantidad de luz absorbida por la misma (Nieves et al., 2017). 

 

Por lo que, para obtener de forma cuantitativa las concentraciones elementales de las 

soluciones de ácido úrico y creatinina se realizaron pruebas en el espectrofotómetro para 

corroborar los cambios de color experimentados por las diferentes concentraciones de los 

analitos. La pruebas consistieron en la mezcla de una solución del metabolito con un colorante 

y con las enzimas que hacen posible que se produzca un cambio colorimétrico. 

 

También, dicha concentración del analito se monitoreo por inspección visual (presencia de 

cambio de color), así como por espectroscopia de ultravioleta (UV-Vis), identificando el 

número de señales e intensidad de las mismas de la absorbancia y longitud de onda que se 

obtendrá (Koh et al., 2016). 

 

De cada ensayo de cada metabolito se realizaron 3 pruebas por triplicado para cada valor de 

cada concentración, para cada procedimiento se usaron como base los métodos anteriormente 

explicados en la sección 7.11 y se optaron por algunas modificaciones, además, cada prueba 

se realizó en tres formatos diferentes, uno con enzima libre, otro con inmovilización con 

macroesferas de quitosano y el último con inmovilización con nanoesferas de quitosano 

siguiendo el procedimiento de inmovilización de enzimas expuesto en la sección 7.10, para: 
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 Ácido úrico (Uricasa o Xantina Oxidasa): 

 

1. Primero se realizaron cinco soluciones de ácido úrico con buffer fosfato de pH de 7.5, 

con concentraciones de 0. 25, 0.75, 1.25, 1.675 y 3.35 mg/mL cada una (estos valores 

se determinaron tomando como parámetro el rango promedio de la concentración de 

ácido úrico como biomarcador de preeclampsia que es 6.7 mg/dL o 0.067 mg/mL).  

 

2. Después se realizó la solución del colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer 

fosfato de pH de 7.5) y una solución de ácido sulfhídrico 14M. 

 

3. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

concentración a evaluar, dichas soluciones constan de:    

 

 1.5 mL de solución de ácido úrico. 

 20 µL de la enzima uricasa (la mezcla de ácido úrico y uricasa produce una 

reacción que da como producto peróxido de  hidrógeno). 

 20 µL de la enzima peroxidasa. 

 40 µL de colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer fosfato de pH de 7.5) 

(la mezcla del peróxido de hidrógeno obtenido anteriormente durante la reacción 

con el colorante y la enzima peroxidasa produce el cambio colorimétrico). 

 10 µL de ácido sulfhídrico (y el agregar al último al ácido sulfhídrico provoca que 

se detenga la reacción). 

 

4. Terminadas las soluciones, cada grupo de tres se procede a medir en el 

espectrofotómetro, primero se hace una medición con enzima libre, después otra con 

enzima inmovilizada con macroesferas de quitosano y una última medición con 

enzima inmovilizada con nanoesferas de quitosano.   



 

 

 

 

 

98 

 

 

Fig. 29.- Procedimiento para las pruebas de color del ácido úrico. 
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 Creatinina (Reacción en cadena de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa): 

Para obtener los resultados de creatinina se tiene que realizar la reacción en cadena de las 

enzimas de Creatininasa, Creatinasa y Sarcosina Oxidasa, por lo que se evaluaron las tres 

juntas, sin embargo en este trabajo de tesis también se realizaron pruebas de creatina y 

sarcosina que son los subproductos de la reacción principal para realizar una comparativa.  

 

1. Primero se realizaron cinco soluciones de creatinina con buffer fosfato de pH de 8, 

con concentraciones de 0.075, 0.125, 0.175, 0.275 y 0.55 mg/mL cada una (estos 

valores se determinaron tomando como parámetro el rango promedio de la 

concentración de creatinina como biomarcador de preeclampsia que es 0.11 mg/mL). 

 

2. Después se realizó la solución del colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer 

fosfato de pH de 7.5).  

 

3. Posteriormente, se hizo una solución de ácido sulfhídrico 14M. 

 

4. Finalmente se hicieron tres soluciones iguales en tubos de ensayo para cada valor de 

concentración a evaluar, dichas soluciones constan de:  

 

 1.5 mL para cada solución de creatinina. 

 20 µL de la enzima creatininasa (la mezcla de creatinina y creatininasa produce 

una reacción que da como producto creatina). 

 20 µL de la enzima creatinasa (la mezcla de creatina y creatinasa produce una 

reacción que da como producto sarcosina). 

 20 µL de la enzima sarcosina oxidasa (la mezcla de sarcosina y la enzima sarcosina 

oxidasa produce una reacción que da como producto peróxido de  hidrógeno). 

 40 µL de colorante O-Dianisidina (50 g con 5 mL  de buffer fosfato de pH de 7.5) 

(la mezcla del peróxido de hidrógeno obtenido anteriormente durante la reacción 
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con el colorante y la enzima peroxidasa produce el cambio colorimétrico) 

 10 µL de ácido sulfhídrico (y el agregar al último al ácido sulfhídrico provoca que 

se detenga la reacción)  

 

5. Terminadas las soluciones, cada grupo de tres se procede a medir en el 

espectrofotómetro, primero se hace una medición con enzima libre, después otra con 

enzima inmovilizada con macroesferas de quitosano y una última medición con 

enzima inmovilizada con nanoesferas de quitosano.   
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Fig. 30.- Procedimiento para las pruebas de color del creatinina. 
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 Creatina (producto-segunda reacción de la cadena con enzimas de Creatinasa y Sarcosina 

Oxidasa) y Sarcosina (producto-tercera reacción de la cadena con la enzima Sarcosina 

Oxidasa): 

 

También, se llevaron a cabo las pruebas de color de la creatina y sarcosina 

individualmente, siguiendo los mismos pasos anteriormente explicados en la sección de 

creatinina, omitiendo simplemente los reactivos de las reacciones anteriores según la 

cadena de la reacción para cada caso. 
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Fig. 31.- Procedimiento para las pruebas de color de creatina. 
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Fig. 32.- Procedimiento para las pruebas de color de sarcosina. 
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7.10.2 Análisis colorimétrico por medio de un colorímetro. 

Después de realizados y comprobados los cambios de color de forma cuantitativa en solución 

a través de la espectroscopia UV-vis, se realizaron pruebas de colorimetría directamente en 

papel y con las enzimas inmovilizadas en las macro y nanoesferas de quitosano previamente 

preparadas con ayuda de un dispositivo de colorímetro. 

 

A partir de esto se obtienen los valores de un espacio de coordenadas tridimensional 

especifico, con el cual cada punto medido obtenido está referido por un valor en el modelo de 

color del RGB (que es uno de los más usados), convirtiendo así la información de color en 

valores numéricos que pueden tratarse como información analítica (Fan Y. et al. 2021).  

 

La metodología empleada para la realización de estas pruebas es la siguiente: 

 

1. Se prepararon las soluciones de ácido úrico, creatinina, creatina y sarcosina a 

diferentes concentraciones cada una (seguir la metodología descrita en la sección 

7.12.1 para cada analito). 

 

2. Se preparó 50 ml de O-Dianisidina a 2mg/ml aforando con buffer de fosfatos pH 7.5. 

 

3. Se prepararon las siguientes enzimas: 1 ml de peroxidasa, 1 mL de uricasa, 1 mL de 

creatininasa, 1 mL de creatinasa, 1 ml de sarcosina oxidasa a 1mg/ml con buffer de 

fosfatos pH 7.5. 

 

4. Se cortaron círculos de papel pequeños de aproximadamente 1 cm de diámetro, a los 

cuales se les agrego un 1 g de quitosano, el cual se acomodó de forma homogénea y 

cuidando que cubriera toda la circunferencia.  

 

5. A cada uno de estos círculos se le fue agregando:  
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 2 gotas de pipeta Pasteur de cada una de las concentraciones de analito (una 

concentración por círculo). 

 100 µl de cada enzima necesaria para cada reacción de analito. 

 1 ml de O-Dianisidina 

 

Después de agregar todos los reactivos, cada una de las muestras adquirió un color 

específico correspondiente a la reacción colorimétrica de cada analito, las cuales 

posteriormente, a través del uso de un colorímetro que obtiene los espacios de color 

RGB, se midieron y registraron a diferentes tiempos para posteriormente estudiarse 

en los resultados. 

 

Para realizar la prueba con precisión del análisis colorimétrico en diversas condiciones de 

iluminación, los colores absolutos extraídos de las imágenes digitales de los ensayos 

colorimétricos dependerán de las condiciones de iluminación ambiental y las temperaturas de 

color asociadas: 2500 K (amanecer, atardecer), 4000 K (blanco neutro), 5500 K (luz del día), 

7000 K (día nublado) y 9000 K (sombra bajo un cielo azul). Los estudios sistemáticos 

demuestran que el uso adecuado de estos marcadores puede producir una extracción precisa 

y confiable de información de color para temperaturas de color entre 2500 y 9000 K, así como 

en luz amarilla, luz blanca y luz solar (Choi et al., 2019). 

 

 

7.11 Evaluación  de los metabolitos de interés por medio de colorimetría. 

Para la detección, medición y comprobación del analito por medio de colorimetría se necesitan 

realizar curvas de calibración para cada uno de acuerdo a los resultados obtenidos por medio de 

los patrones que se midieron en el espectrofotómetro en cada prueba de color, en este dispositivo 

se usó un blanco (el cual no contenía ningún analito) como referencia además de los reactivos a 
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analizar, así como que cada patrón de prueba se midió por triplicado. 

 

“Para obtener una curva de calibrado de un compuesto se preparan soluciones de diferentes 

concentraciones del mismo, determinándose para cada una de ellas el valor de absorbancia a 

λmax. Estos valores de absorbancia se representan en el eje de abscisas (eje de x) y los de 

concentración en el eje de ordenadas (eje de y). Se observará que, a bajas concentraciones, el 

aumento de concentración se corresponde con un incremento lineal en la absorbancia (zona de 

cumplimiento de la ley de Lambert-Beer). A concentraciones altas la linealidad se pierde y se 

observa que la línea se aplana, por lo que las medidas son poco fiables. La representación de 

Lambert-Beer, A = ε·c·l, nos permitirá calcular el valor del coeficiente de extinción molar, que 

corresponde a la pendiente de la recta” (Nieves et al., 2017 y Dunee, 2012). 

 

 

7.11.1 Determinación de parámetros de desempeño. 

Según lo reportado por Reyes & Quiroa (2012), la  fusión  de  las  leyes  empíricas  de Beer 

y Lambert arroja  la  absorbancia  total  por  un  cuerpo, cuando interacciona con un haz  

monocromado, la primera describe la relación entre la concentración de la fase absorbente 

con la radiación, es decir, establece la absorción  de  la  luz  por  una  solución  disuelta, 

mientras que la ley de Lambert explica la relación entre la absorción de la luz y el camino 

recorrido por ésta. Entonces, para poder realizar un análisis cualitativo  de  cualquier  especie  

en  solución, es necesario un método estadístico que obedezca la ley de Beer‐Lambert, y esto 

se puede obtener mediante la  determinación  de  la  absorbancia  en función  de  soluciones  

de  concentración  conocidas  a  través  de  la  elaboración  de  una  curva  de calibración que 

las relacione de manera proporcional y linealmente, conociendo claro  la  longitud  de  onda  

de máxima  absorbancia  del  analito. 

 

Dicho método estadístico clásico es el de los Mínimos Cuadrados en los que se grafica la 

ordenada (la  variable  independiente (y), que son los  datos  obtenidos de  la  respuesta  del  
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dispositivo)  y la  abscisa  (la variable dependiente (x)  que son las  concentraciones  o  el  

tanto  por  ciento  del  analito),  esperando obtener una gráfica que se aproxime a una línea 

recta, pero cuando ocurre el caso  de  que  los  valores  no  coinciden en  una  recta  es a causa 

de errores aleatorios  del  proceso  de medida; por lo tanto, se puede decir que el método  de  

los  mínimos  cuadrados  sirve  para  intentar  ajustar  la  “mejor”  línea recta  que  conecte  

los  puntos.  

 

La  ecuación  canónica  de  la  recta  se  expresa  matemáticamente como: Y = mx + b 

Y en  el  método  de  mínimos  cuadrados  estos  valores  se  obtienen  realizando  las  siguientes 

operaciones manuales:  

 

 

 

 

Donde n, indica el número de datos y ∑ las sumatorias correspondientes de los términos 

tabulados.  

 

Y la viabilidad del método de curva de calibración queda establecida por el valor del cuadrado 

del Coeficiente de Correlación Lineal (r2), que debe ser superior a 0.998, para realizar un 

estudio cualitativo adecuado (Reyes & Quiroa, 2012). 

 

Debido a lo anterior en este trabajo de tesis, se determinó que los intervalos lineales de 

concentración para cada uno de los analitos y los parámetros utilizados para la valoración de 

la linealidad fueron: un coeficiente de correlación (r) mayor o igual a 0.99 y el cumplimiento 

de la aleatoriedad de los residuos. 

 

Para la precisión de las pruebas, se establecieron y realizaron siempre para tres niveles de 

concentración de cada analito preparados por triplicado de manera independiente, donde se 
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consideraba un valor de baja concentración, uno intermedio y uno alto, todos ellos dentro del 

intervalo lineal de cada elemento. 

 

 

7.12 Diseño del prototipo de un biosensor microfluídico colorimétrico. 

Opción 1: 

El diseño del biosensor microfluídico colorimétrico se conformará de una pila multicapa de tres 

subsistemas que serán fabricados mediante técnicas litográficas blandas, moldeados y curados de 

PDMS contra moldes preparados litográficamente:  

1. Una capa compatible con la piel con aberturas de microcanales que definirán las áreas de 

acumulación del biofluido (~ 5.7 N) en el dispositivo de una manera que ofrezca 

compatibilidad con la piel, para así facilitar comodidad y facilidad de uso a largo plazo. 

Esta película podría tener una geometría de 25 µm y un módulo bajo de cerca de 17 kPa. 

2. Depósitos y canales de microfluidos cerrados y flexibles suaves, que estarán llenos de 

materiales elastómeros sólidos y sensibles al color para el análisis cuantitativo del 

volumen y la química del biofluido. Las aberturas de estos canales se crearán mediante 

golpes mecánicos y definirán las áreas de recolección y serán de 3 mm de diámetro a 

través de las cuales se podría pasar a las regiones de entrada del sistema. La presión que 

impulsa el flujo de líquido surgirá de la propia acción de la extracción del biofluido, pues 

éstas serán asistidas por efectos capilares en los microcanales y los materiales incrustados 

en ellos. Y el contacto del biofluido inhibirá el flujo lateral de mismo de las regiones 

ubicadas fuera de las aberturas definidas, asegurando que el fluido que saldrá del área de 

recolección será dominado por la muestra misma. 

3. Una antena de bucle magnético y electrónica asociada de comunicación de campo cercano 

(NFC) para la interfaz con dispositivos inalámbricos externos (Koh et al., 2016). 
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Opción 2: 

El biosensor microfluídico colorimétrico estará formado por elastómeros de silicona de bajo 

módulo mediante la técnica de la litografía blanda, estas estructuras servirán como 

plataformas de recolección, manipulación, almacenamiento y análisis. Las marcas gráficas de 

los canales de los microfluidos serán impresas en poliéster transparente en películas de colores 

que coinciden con precisión con los de las reacciones de ensayo, estas películas con los 

canales se laminarán sobre la superficie superior del dispositivo para rodear cada uno de los 

microdepósitos y ciertos segmentos de los microcanales. Los microdepósitos aislados tendrán 

volúmenes de alrededor de 5 μL y profundidades de aproximadamente 600 μm, serán lo 

suficientemente grandes para obtener fácilmente imágenes y trayectorias ópticas 

adecuadamente largas para producir intensidades de color fácilmente medibles en rangos de 

concentraciones fisiológicamente relevantes para cada analito. Y el  microcanal serpenteante 

largo será de 1 cm para producir un desarrollo de color uniforme. Después se realizará la 

adición de cortes a estas superposiciones de poliéster para producir las estructuras que 

minimizarán las limitaciones mecánicas sobre las deformaciones naturales del material. 

También contará con un cristal líquido termocrómico incrustado en una capa separada de 

poliéster para proporcionar un método colorimétrico.  

Y en la última capa que se encuentra en la base del dispositivo incorporará aberturas alineadas 

con dos puertos de entrada en la parte posterior del biosensor para que a medida que la muestra 

del biofluido sea tomada sea dirigida a estas regiones, esto será el canal serpentino y el 

conjunto de microrreservorios separados por válvulas, a través de presiones asociadas a la 

acción de las glándulas sudoríparas sin bombas externas, capilaridad o actuadores. Los 

microrreservorios estarán conformados por materiales termocrómicos para poder detectar la 

temperatura y los reactivos químicos o enzimáticos para el análisis de ácido úrico, creatinina 

y pH, a su vez, el componente del sistema diseñado también incluirá un ensayo colorimétrico 

de cloruro (ver Figura 7) (Choi et al., 2019). 
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8. Resultados y discusión. 

8.1 Caracterizaciones de las nanoesferas de quitosano. 

8.1.1 Caracterización por Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) de las nanoesferas 

de quitosano. 

En este trabajo de investigación se obtuvieron las imágenes SEM para las nanoesferas 

(nanopartículas) de quitosano, como se muestra en la Figura 33. a), y a partir de dichos datos 

se ejecutó un análisis mediante el uso del software ImageJ para obtener el tamaño de 

partículas y la distribución de áreas, donde a partir de la obtención del área de cada elemento 

procesado de la imagen SEM se pudo calcular los diámetros de las nanopartículas obtenidas, 

parte de dicho procesamiento se puede ver en las imágenes b) y c) de la Figura 33.  

En la imagen de la Figura 33. d) se ejemplifica como se midieron sin distinción algunas 

nanopartículas de quitosano para poder ver los valores estimados de sus diámetros, y como 

se puede vislumbrar, los valores de las más pequeñas fueron de aproximadamente 80 nm, 

mientras que las más grandes fueron de alrededor de 3534 nm, esa distribución tan amplia de 

variación de valores se puede deber a factores inherentes al método de síntesis, pues según 

Asif et al. (2023) las nanopartículas de quitosano formuladas con tripolifosfato de sodio (TPP) 

(que actúa como ligante (cross-linker)) pueden alcanzar un rango de tamaños de partículas 

desde 1 a 1000 nm.  

Además, acorde a lo reportado por Kahdestani et al. (2020) y Kamat et al. (2016), dicha 

variación en los tamaños de las nanopartículas se puede deber a que éstas están relacionadas 

y son dependientes de la relación quitosano/TPP, del nivel de la concentración y/o 

deacetilación del quitosano o del pH de la solución, así como que se ha reportado que a menor 

temperatura utilizada, menor es el tamaño de las NP en conjunto con una distribución más 

estrecha según los estudios simulados y experimentales que se han hecho, estas razones hacen 

que exista una dificultad para que se produzcan y obtengan tamaños uniformes.  
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Por otro lado, el valor promedio de las nanopartículas de quitosano se pudo obtener mediante 

el histograma que se realizó con los datos generados del software ImageJ a partir de los rangos 

de áreas estimadas para ver su distribución y poder también generar un aproximado del 

diámetro promedio de las nanopartículas de quitosano, contemplándolas como esféricas, que 

se muestra en la imagen e) de la Figura 33., a partir de dicha gráfica y sus datos se obtuvo que 

el área promedio fue de 1.10624 µm2, de modo que podemos inferir que el diámetro promedio 

es de aproximadamente 1186.8060 nm, este último dato corrobora lo que se había podido 

analizar a partir de las imagen d) de la Figura 33., comprobando así que las nanopartículas de 

quitosano obtenidas están aproximadamente dentro del rango reportado de las mismas que es 

de 1 a 1000 nm. 

También es significativo indicar que más del 50% de las nanopartículas de quitosano 

obtenidas, están muy próximas del diámetro promedio, lo cual es un resultado bueno, 

asimismo se podría contemplar e imputar esa gran diversidad y distribución de tamaños a la 

rápida aglomeración de las nanopartículas en la solución, relacionadas además por los factores 

mencionados anteriormente como el tamaño de diámetro de la aguja utilizada para el 

microgoteo de la solución o por la temperatura. 
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Fig. 33. Imagen SEM de las nanoesferas (nanopartículas) de quitosano (NE-Q/TTP) 

obtenidas y su distribución de tamaños: a) Imagen SEM con resolución de 40 µm, b) y 

c) Análisis de tamaño de partículas y áreas realizada con el software ImageJ, d) Paneo 
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de medición de algunas nanopartículas mayores a 1000 nm y e) Histograma de 

distribución de la frecuencia de áreas de las nanopartículas. 

  

8.1.2 Caracterización por Espectroscopia Raman de las nanoesferas de quitosano. 

La espectroscopia Raman (Raman Spectroscopy por sus siglas en inglés) es una técnica por 

la cual se capta la luz que ha sido esparcida inelásticamente por un medio de interés (que es 

el material que se desea estudiar), y gracias a que esta luz trae consigo información a nivel 

molecular, se puede conseguir un espectro único característico del material; la energía de esta 

radiación está relacionada con la vibración provocada en las moléculas que es lo que permite 

obtener su información molecular con alto grado de especificidad, ya que cada molécula tiene 

modos de vibración particulares (Edwards, 2005).  

 

Mediante este tipo de espectroscopia se pueden identificar marcadores de diversos tipos de 

enfermedades pues se obtienen detalles específicos sobre la bioquímica de la muestra 

biológica, y el espectro obtenido es una combinación de las vibraciones moleculares de las 

diferentes biomoléculas que conforman la muestra. El espectro Raman de cada una de estas 

biomoléculas tiene bandas particulares que pueden permitir su identificación en el espectro 

total (Hernández, 2021). También es importante señalar que las técnicas espectroscópicas de 

Raman e infrarrojo corresponden al mismo espectro vibratorio molecular, solo que Raman se 

caracteriza por poder medir la muestra directamente sin pretratamiento, lo cual es apropiado 

para medir compuestos hidrosolubles (Ren et al., 2014).  

En el presente trabajo se obtuvo el espectro Raman para las nanoesferas (nanopartículas) de 

quitosano (NE-Q/TTP), como se evidencia en la Figura 34., en este gráfico se puede observar 

un claro pico cerca de los 919 cm-1, el cual puede ser perteneciente a la banda vibratoria de 

los enlaces C-C de ciclohexanos que es correspondiente y característico a la estructura 

quitosano, y que según lo reportado por Socrates (2001) debe observarse cerca de los 900 cm-

1 y que Ren et al. (2014) también concuerda y estipula que los picos característicos de 
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nanopartículas de quitosano aparecen en los correspondientes a la vibración de estiramiento 

de los anillos (969 cm-1, 1212 cm-1, 1325 cm-1). Por otro lado, otros picos muy notorios, 

resaltados que se pueden observar están entre los 1430 y los 1455 cm-1, y estos pueden 

conferirse a los estiramientos C-N, concordancia que también se puede relacionar con los 

picos propios de este material, pues también concuerda con lo expuesto por Nirmala et al. 

(2011) y Socrates (2001) que publicaron que los picos del quitosano suelen aparecer también 

entre los rangos de 1050-1200 cm-1 que representa la región de estiramiento C-C, los de 1290-

1350 cm-1 que muestran la región de flexión CNH, la de los tres picos de 1445 cm-1, 1550 cm-

1  y 1635 cm-1, donde el primero indica la presencia de amida-III correspondiente al 

estiramiento C-N, mientras que el segundo de amida-II particular de la deformación de NH2, 

y la del tercero de amida-I afín al estiramiento C=O, y de los cuales todos estos últimos se 

pueden notar en el espectro Raman de este trabajo pero de forma atenuada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 34. Espectro Raman de las nanoesferas (nanopartículas) de quitosano (NE-Q/TTP). 
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8.2 Evaluación Enzimática del ácido úrico (uricasa). 

8.2.1 Evaluación del acoplamiento enzimático de la uricasa. 

Las nanoesferas (nanopartículas) de quitosano pueden considerarse como un material idóneo 

para la inmovilización de enzimas, ya que  el grupo funcional amino del quitosano permite 

realizar inmovilización enzimática (Ghadi et al. 2015), y además, otras características que 

brinda al ser un nanomaterial, son que ayuda a poder tener un buen rendimiento de 

inmovilización de las enzimas, lo que conlleva a tener una mayor estabilidad y sensibilidad, 

junto con una mayor capacidad de detección, en este caso de los biomarcadores de 

preeclampsia que son ácido úrico (con la enzima de la uricasa) y creatinina (con las enzimas 

de sarcosina, creatina y creatinina). Además de que también brindan la capacidad de 

incrementar la relación de área de superficie a volumen, lo que incrementa la estabilidad de 

la enzima inmovilizada e incrementa el desempeño enzimático, así como, que permiten 

realizar procesos enzimáticos continuos dando la posibilidad de recuperar y reutilizar las 

enzimas (Fatima et al., 2021) y conceder resistencia frente a agentes como proteasas o 

solventes orgánicos (Ache, 2018). 

En este estudio se hizo uso del quitosano como material de soporte para la inmovilización de 

las enzimas involucradas en el multisensor y después de algunas modificaciones químicas, 

sus grupos amino e hidroxilo reactivos, son los que hacen posible el acoplamiento de enzimas. 

El quitosano es un poliaminosacárido natural obtenido por N-desacetilación de la quitina, es 

una buena opción de uso en los biosensores debido a sus características pues es un material 

atóxico, biocompatible y biodegradable. (Biró et al., 2008). Es por ello que se decidió realizar 

una comparativa entre el comportamiento y rendimiento de las enzimas en 2 soportes del 

mismo material pero con tamaños distintos, que como se explicó anteriormente dicho material 

se considera el más adecuado para trabajar con enzimas, que es el quitosano, para poder 

evaluar sus diferencias y discernir que opción es la mejor.  

Por lo que, en este trabajo, se evaluó dicho comportamiento en la enzima uricasa inmovilizada 
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con macroesferas de quitosano (ME-Q/G) y nanoesferas de quitosano (NE-Q/TTP) como 

modelo guía para las demás enzimas en la creatinina que preveían un comportamiento y 

resultado similar por su misma naturaleza.  

La gráfica que se muestra en la Figura 35 fue generada a partir de la inmovilización de la 

enzima uricasa con las macro y nanoesferas de quitosano con relación al tiempo necesario 

para su correcta inmovilización; en ésta se observa que a 5 minutos de comenzar las pruebas 

se logró inmovilizar aproximadamente un 38% de uricasa en el soporte de las ME-Q/G 

mientras que para las NE-Q/TTP se consigue inmovilizar un 50% de la misma, denostando 

una gran diferencia en la efectividad de la unión del soporte con la enzima, mostrando que 

desde un inicio las nanoesferas de quitosano representan una mejor opción; asimismo se sigue 

viendo que conforme pasan los minutos el acoplamiento sigue aumentando en ambos casos, 

a los 10 minutos para las ME-Q/G solo hay un incremento de un 1% de enzima inmovilizada 

(dando un 39%) mientras que para las NE-Q/TTP ya hay más del 60% de enzima inmovilizada 

(con un aumento del 10%). 

Después se puede observar una gran variación en los resultados respecto al acoplamiento en 

comparación de ambos soportes, mientras que para las ME-Q/G que hasta los 55 minutos 

trascurridos logra su porcentaje de acoplamiento máximo con un 55% y solo lo logra 

mantener constante hasta los 60 minutos, para la estructura de las NE-Q/TTP el porcentaje de 

acoplamiento máximo lo consigue a solo 25 minutos trascurridos en la prueba con un 70% de 

acoplamiento de la enzima uricasa y donde después de ese tiempo el acoplamiento enzimático 

se mantiene constante incluso hasta los 60 minutos de comenzada la experimentación 

(aproximadamente 2 veces más rápido que con las macroesferas), esto debido a que el 

máximo de las moléculas de enzima presente se han unido a la cantidad de sustrato disponible, 

confirmando de nuevo que las NE-Q/TTP presentan un mejor rendimiento.  

Conforme a los resultados anteriores, se puede concluir que aunque las macroesferas de 

quitosano que fueron realizadas por el método de precipitación pueden proporcionar buenos 
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resultados (un 55% de acoplamiento enzimático aprox.), que se logran debido a que éstas 

poseen un área de superficie específica alta y numerosos sitios activos, disponibles para que 

se fijen las moléculas de enzima, y un menor tamaño de partícula de soporte que permite que 

el impedimento de difusión interna disminuya; las NE-Q/TTP significan la mejor opción 

respecto a los resultados de la efectividad de la unión del soporte con la enzima 

(acoplamiento) y del rendimiento, pues éstas por su tamaño nanométrico también tienen un 

área de superficie específica alta y numerosos sitios activos disponibles donde se fijan y 

quedan atrapadas las moléculas de la enzima uricasa, dando así la capacidad de incrementar 

la relación de área de superficie a volumen, lo que incrementa la estabilidad de la enzima 

inmovilizada y aumenta el desempeño enzimático; y a su vez por su menor tamaño de 

partícula de soporte, permiten que el impedimento de difusión interna disminuya 

proporcionando a su vez una mayor capacidad de detección lo que conlleva a tener una mayor 

sensibilidad y accesibilidad del sustrato a la enzima inmovilizada, siendo también capaz de 

realizar procesos enzimáticos continuos dando la posibilidad de recuperar y reutilizar las 

enzimas y conceder resistencia frente a agentes externos.   

Al mismo tiempo, es importante consumar que se optó por la elección del quitosano como 

estructura de soporte para la inmovilización enzimática debido a sus características 

importantes al ser un polímero natural o material orgánico y atóxico, biocompatible y 

biodegradable, otra razón es porque las enzimas recubiertas de quitosano tienden a sufrir 

menos el efecto de lixiviación por las interacciones iónicas entre la enzima y el soporte, esto 

se puede corroborar, ya que, el quitosano en forma de perlas, en este caso, en este trabajo que 

fueron en macro y nanoesferas, se mostraron también excelentes resultados al permitir la 

inmovilización del doble de enzimas. 

En suma, se sabe que las enzimas que son fijadas con quitosano tienen un contacto más 

pequeño con la interacción de iones entre enzimas y soporte, por eso, entre los métodos de 

inmovilización de enzimas por unión química se encuentra el método de unión de soportes, 

que es el método de inmovilización más utilizado y el más fuerte, y que en este caso es el que 
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se usó en las ME-Q/TPP, mientras que para las NE-Q/TPP se consideró el método de 

entrelazamiento físico de enlaces iónicos que se formó en conjunto y consecuencia del 

proceso de síntesis de las mismas y que funciona como un agente de reticulación para inducir 

la unión intermolecular entre las cargas positivas de los grupos amino del quitosano y los 

fosfatos negativos en la estructura del TPP, además de que también actúa como un adyuvante 

coagulante de molécula pequeña, y este a pesar de no ser el más fuerte para la inmovilización 

también puede representar buenos resultados, en este caso incluso brindó la mejor opción 

entre las diferentes estructuras de quitosano, demostrando así que la aplicación de la 

nanotecnología puede ofrecer e implicar mejoras significativas pues la elección del soporte y 

del tipo de enlace es muy importante para obtener una buena actividad posterior del 

biocatalizador.  

 

Finalmente, es imperioso señalar que no existe en la actualidad una técnica para una 

inmovilización total efectiva, es decir, no se podría inmovilizar al 100 % una enzima, por lo 

que los valores obtenidos en este trabajo son bastante satisfactorios. 
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Fig. 35. Evaluación de acoplamiento de la enzima uricasa sobre macroesferas de 
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quitosano (ME-Q/G) y nanoesferas de quitosano (NE-Q/TTP) con respecto al 

tiempo. 

 

8.2.2 Evaluación de la actividad enzimática del ácido úrico (uricasa) con respecto al 

efecto del Sustrato. 

La Figura 36 constituye los resultados de las pruebas de la actividad enzimática de la enzima 

uricasa correspondiente para la detección de ácido úrico con respecto al efecto del sustrato, 

realizadas al cambiar valores de cinco concentraciones de las soluciones de ácido úrico con 

buffer fosfato de pH de 7.5 de 0. 25, 0.75, 1.25, 1.675 y 3.35 mg/mL cada una (estos valores 

se determinaron tomando como parámetro el rango promedio de la concentración de ácido 

úrico como biomarcador de preeclampsia en suero sanguíneo que es 6.7 mg/dL o 0.067 

mg/mL).  

La actividad de la enzima uricasa se evaluó en dos tipos de soportes, estos son: nanoesferas 

de quitosano (NE-Q/TTP) y macroesferas de quitosano (ME-Q/G), los cuales cada uno de 

ellos individualmente arrojaron actividades diferentes, por un lado la enzima soportada en 

ME-Q/G muestra un rango de Concentración óptima entre 1.675 a 3.35 mg/mL pero con 

valores más bajos de enzima presente a comparación del soporte con NE-Q/TTP, que si bien 

también presentan la mejor actividad enzimática un rango entre 1.675 a 3.35 mg/mL de 

concentración,  la velocidad de la reacción es mayor con un incremento de 0.005 unidades/mL 

de uricasa aprox., que es más cercano y similar a los valores cuando la enzima se encuentra 

en estado libre, denostando que la actividad de la misma es mejor con la opción de las NE-

Q/TTP. 

Estos resultados indican que la enzima uricasa, tanto libre como inmovilizada, alcanza una 

actividad máxima en soluciones con concentraciones mayores a 1.5 mg/mL. Una diferencia 

que es notable en el sistema inmovilizado con NE-Q/TTP es que este ayudo a alcanzar una 

mayor presencia de la enzima en comparativa con el soporte de ME-Q/G. 
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Por lo tanto, podemos consumar que en la reacción catalizada del ácido úrico, el sustrato se 

une primero con la enzima uricasa (ya sea inmovilizada en cualquiera de los dos soportes o 

libre) para formar el complejo enzima-sustrato; por eso mismo, para una concentración de 

sustrato particular, un incremento en la concentración enzimática aumenta la velocidad de la 

reacción catalizada, por lo que, a concentraciones enzimáticas mayores, más moléculas están 

disponibles para unirse al sustrato y catalizar la reacción, eso indica que hay una relación 

directa entre la concentración de la enzima y la actividad enzimática, siempre y cuando, la 

concentración de sustrato sea mayor que la concentración de la enzima. En este caso, cuando 

la concentración de enzima se mantiene constante (entre los valores de 1.675 a 3.35 mg/mL), 

significa que la adición de más sustrato aumentará la velocidad de la reacción, por lo que, si 

la concentración del sustrato es alta, se pueden llegar a saturar todas las moléculas de la 

enzima y es ahí cuando la velocidad de la reacción alcanza su máximo, en donde por más que 

se adicione de más sustrato, la velocidad de la reacción no aumenta más. 

También se puede apreciar que existe un decremento notorio en la actividad cuando la enzima 

se inmoviliza, la disminución es más significativa cuando es inmovilizada sobre ME-Q/G 

pero no tan grande cuando la enzima se soporta en NE-Q/TPP. Una de las posibles razones 

de esto último es debido a la posible aglomeración de las ME-Q/G y NE-Q/TPP de cada una 

respectivamente, lo cual podría estar obstaculizando el sitio activo de la enzima, y por ende, 

conlleve a obtener una menor o nula interacción y actividad de la misma; o también esta 

disminución de la actividad podría deberse a los inconvenientes inherentes de inmovilizar, 

que ya fueron explicados en el apartado anterior. 
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Fig. 36. Evaluación del efecto del Sustrato sobre la actividad del ácido úrico 

(uricasa) sobre macroesferas de quitosano (ME-Q/G) y nanoesferas de quitosano 

(NE-Q/TTP). 

 

8.2.3 Evaluación de la actividad enzimática del ácido úrico (uricasa) con respecto al 

efecto del pH. 

La Figura 37 constituye los resultados de las pruebas de la actividad enzimática de la enzima 

uricasa correspondiente para la detección de ácido úrico con respecto al efecto del pH, 

realizadas al cambiar 7 valores de pH de las soluciones de ácido úrico, donde cada solución 

tenía una concentración de 1.675 mg/mL de ácido úrico (este valor se determinó tomando 

como parámetro el rango promedio de la concentración de ácido úrico en suero sanguíneo 

como biomarcador de preeclampsia que es 6.7 mg/dL o 0.067 mg/mL) con buffers fosfato de 
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pH de 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 y 9 respectivamente. 

La actividad de la enzima uricasa se evaluó en dos tipos de soportes, estos son: nanoesferas 

de quitosano (NE-Q/TTP) y macroesferas de quitosano (ME-Q/G), los cuales cada uno de 

ellos individualmente arrojaron actividades diferentes, por un lado la enzima soportada en 

ME-Q/G muestra un rango de pH óptimo a 7.5 pero con valores considerablemente más bajos 

de enzima presente a comparación del soporte con NE-Q/TTP, que si bien también presenta 

la mejor actividad enzimática a un pH de 7.5 y se mantiene hasta alcanzar uno de 8, e inclusive 

no llega a presentar un decaimiento tan grande en pH más básicos como pasa con el otro 

soporte y la enzima libre, y la velocidad de la reacción es mayor con un incremento del 21% 

o 0.004 unidades/mL de uricasa aprox., que es más cercano a cuando la enzima se encuentra 

en estado libre, denostando que la actividad de la misma es mejor con la opción de las NE-

Q/TTP. 

Además, los resultados a su vez indican que la enzima uricasa, tanto libre como inmovilizada, 

tiene una actividad máxima en soluciones ligeramente alcalinas, corroborando así una 

concordancia con lo reportado en la literatura, pues se obtuvo un valor de pH óptimo de 7.5 

en las tres modalidades que se llevaron en este trabajo con enzima libre e inmovilizada tanto 

con ME-Q/G y NE-Q/TTP pues según lo reportado por Sigma Aldrich (1994), el pH óptimo 

del ácido úrico es de 7. 5. También, una diferencia que es notable en el sistema inmovilizado 

con NE-Q/TTP, es que este ayudo a la enzima a resistir en un rango de pH más amplio. 

Es importante mencionar que generalmente las enzimas son más activas a su pH óptimo, 

debido a que el pH es el que mantiene la estructura terciaria adecuada de la proteína, pero si 

un valor de pH está arriba o abajo del pH óptimo, se alteran las interacciones de los grupos R 

(radicales), lo que provoca que se destruya la estructura terciaria y el sitio activo, lo que causa 

que la enzima ya no pueda unirse a un sustrato de manera adecuada y no se lleven a cabo 

reacciones. Entonces se puede deducir que, si bien, a pesar de que en el soporte de NE-Q/TTP 

la enzima no disminuyó tan drásticamente la actividad como si estuviera libre o con ME-Q/G 
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en valores de pH más básico, esa caída de actividad se podría deber a que las grandes 

variaciones respecto del pH óptimo destruyen de manera permanente la estructura de la 

enzima, aunque es importante mencionar que si se revierte un pequeño cambio en el pH, una 

enzima puede recuperar su estructura y actividad (Timberlake, 2013). 

También se puede apreciar que existe un decremento notorio en la actividad cuando la enzima 

se inmoviliza, la disminución es más significativa cuando es inmovilizada sobre ME-Q/G 

pero no tan grande cuando la enzima se soporta en NE-Q/TPP. Una de las posibles razones 

de esto último es debido a la posible aglomeración de las ME-Q/G y NE-Q/TPP de cada una 

respectivamente, lo cual podría estar obstaculizando el sitio activo de la enzima, y por ende, 

conlleve a obtener una menor o nula interacción y actividad de la misma; o también esta 

disminución de la actividad podría deberse a los inconvenientes inherentes de inmovilizar, 

que ya fueron explicados en el apartado anterior. 
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Fig. 37. Evaluación del efecto del pH sobre la actividad del ácido úrico (uricasa) 
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sobre macroesferas de quitosano (ME-Q/G) y nanoesferas de quitosano (NE-

Q/TTP). 

 

8.2.4 Evaluación de la actividad enzimática del ácido úrico (uricasa) con respecto al 

efecto de la Temperatura. 

La Figura 38 constituye los resultados de las pruebas de la actividad enzimática de la enzima 

uricasa correspondiente para la detección de ácido úrico con respecto al efecto de la 

Temperatura, realizadas al cambiar 5 valores de temperatura en las soluciones de ácido úrico, 

donde cada solución era realizada con buffer fosfato de pH 7.5 y con una concentración de 

1.675 mg/mL de ácido úrico (este valor se determinó tomando como parámetro el rango 

promedio de la concentración de ácido úrico en suero sanguíneo como biomarcador de 

preeclampsia que es 6.7 mg/dL o 0.067 mg/mL) y sometida a diferentes variaciones de 

temperatura de 15, 25, 35, 45 y 55 °C. 

La actividad de la enzima uricasa se evaluó en dos tipos de soportes, estos son: nanoesferas 

de quitosano (NE-Q/TTP) y macroesferas de quitosano (ME-Q/G), los cuales cada uno de 

ellos individualmente arrojaron actividades diferentes, por un lado la enzima soportada en 

ME-Q/G muestra un rango de temperatura óptimo de 35 °C pero con valores 

considerablemente más bajos de enzima presente a comparación del soporte con NE-Q/TTP, 

que si bien también presenta la mejor actividad enzimática a una temperatura de 35 °C y se 

mantiene hasta alcanzar casi la de 50 °C, la velocidad de la reacción es mayor con un 

incremento del 25% o 0.005 unidades/mL de uricasa aprox., que es más cercano a cuando la 

enzima se encuentra en estado libre, denostando que la actividad de la misma es mejor con la 

opción de las NE-Q/TTP. 

Además, los resultados a su vez indican que la enzima uricasa, tanto libre como inmovilizada, 

tiene una actividad máxima a un rango de alrededor de 35 a 50 °C de temperatura, 

corroborando así una concordancia y similitud al menos dentro del rango de lo reportado en 



 

 

 

 

 

126 

 

la literatura, pues se obtuvo una actividad máxima a dichos valores en las tres modalidades 

que se llevaron en este trabajo, con enzima libre e inmovilizada tanto con ME-Q/G y NE-

Q/TTP pues según lo reportado por Gota (2014), la temperatura óptima del ácido úrico es de 

37 °C. También, una diferencia que es notable en el sistema inmovilizado con NE-Q/TTP, es 

que este ayudo a la enzima a conservar el rendimiento de la mejor actividad en un rango de 

temperatura más amplio. 

Esta grafica también muestra, que existe una tendencia de incremento de la actividad 

enzimática conforme se aumenta la temperatura en las tres configuraciones diferentes en que 

se tiene la enzima y con una tendencia bastante similar, hasta llegar a su máximo el cual 

converge en el mismo punto para los tres casos, y el cual se encuentra en una temperatura de 

37 °C. Esta tendencia creciente podría deberse a la capacidad de carga de enzima y a la gran 

cantidad de sitios de unión potenciales que puede tener en su superficie, lo que significaría 

que le podría permitirse extenderse más fácilmente en el área de los soportes, pero con una 

mejor actividad en las NE-Q/TTP según lo obtenido.  

A  los 55 °C se puede apreciar la completa desnaturalización de la enzima y su pérdida de 

actividad, por lo que se puede concluir que a medida que aumenta la temperatura, aumenta la 

velocidad de reacción, gracias a que las moléculas reactantes se mueven más rápido para 

generar más colisiones con las enzimas, y cuando alcanza el máximo de actividad comienza 

una disminución de la misma, ocasionada por la desnaturalización de la enzima, debido a un 

aumento de energía cinética de las moléculas que reaccionan. 

Es decir, las enzimas son muy sensibles a la temperatura, pues a bajas temperaturas, la mayor 

parte de las enzimas muestra poca actividad porque no hay suficiente cantidad de energía para 

que tenga lugar la reacción catalizada, por ejemplo, la mayoría de las enzimas humanas son 

más activas a temperatura óptima, que es de 37°C o temperatura corporal, coincidente con la 

de la biomolécula del ácido úrico de este trabajo; mientras que a temperaturas superiores a 

50°C, la estructura terciaria, y por ende la forma de la mayor parte de las proteínas, se 
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destruye, lo que causa una pérdida de actividad enzimática (Timberlake, 2013). 

Por último, con el total de rangos de temperaturas evaluadas se puede observar que la relación 

temperatura-actividad enzimática mantiene cierta concordancia, teniendo así, mejores 

resultados para la enzima libre, seguidos de la enzima en NE-Q/TTP, y finalmente los 

obtenidos con las ME-Q/G, tendencia la cual también puede observarse en todo el rango de 

la evaluación del efecto del Sustrato y el del pH. 
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Fig. 38. Evaluación del efecto de la Temperatura sobre la actividad del ácido 

úrico (uricasa) sobre macroesferas de quitosano (ME-Q/G) y nanoesferas de 

quitosano (NE-Q/TTP). 

 



 

 

 

 

 

128 

 

Si bien, con los resultados obtenidos tanto de la evaluación a diferentes concentraciones, pH 

y temperaturas, podría parecer que la mejor opción sería hacer uso de la enzima sin ningún 

tipo de soporte, sin embargo, el usar el soporte de NE-Q/TT representa y permite un mejor 

resultado práctico, además de que con respecto al sustrato, al pH e inclusive a la temperatura, 

no hay una variación significativa ni preocupante de la actividad, pues prácticamente están 

muy cercanas o hasta podría considerarse la misma con fines prácticos y de rendimiento, e 

incluso podría compensarse con el decremento que si existe en la actividad de la enzima con 

pH mayores a 8 en estado libre, donde existe una mejora en los resultados significativa cuando 

se está en la configuración NE-Q/TT. 

 

8.3 Determinación colorimétrica del ácido úrico (uricasa). 

8.3.1 Determinación colorimétrica del ácido úrico (uricasa) por muestras.  

Se realizaron las pruebas colorimétricas en solución en cerámica, y en la Figura 39 se puede 

observar el cambio colorimétrico del ácido úrico y como va ocurriendo la reacción, ya que a 

medida que aumenta la concentración del analito en las muestras, un color rosado se formaba 

y se volvía cada vez más intenso respecto al cambio de concentración. Esto se debe a que el 

ácido úrico es oxidado por el oxígeno disuelto en presencia de la enzima uricasa, lo que 

produce Alantoína, CO2 y peróxido (H2O2), y donde posteriormente ese H2O2 oxida el 

colorante o-Dianisidina por la presencia de peroxidasa de rábano picante, para que así, 

dependiendo de la cantidad de ácido úrico reaccionado y la creciente cantidad de peróxido 

liberado al aumentar la concentración del mismo, se obtienen tonos cada vez más intensos. 

Mediante la experimentación se determinó que conforme pasa el tiempo, y después de agregar 

todos los componentes a las muestras (descritos anteriormente en la sección 7.12), estas se 

vuelven cada vez más oscuras hasta alcanzar un color homogéneo. 
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Fig. 39. Muestras colorimétricas de ácido úrico (uricasa) en cerámica. 

 

8.3.2 Determinación colorimétrica de ácido úrico (uricasa) por RGB y distancias 

euclidianas.  

Primero para empezar a determinar los valores colorimétricos de las muestras se implementó 

un análisis de color por medio de un canal de combinación de colores primarios RGB para 

poder ver y discernir la variación de color en las soluciones con respecto a la concentración, 

incluyendo el blanco, para ello se realizó la gráfica que se observa en la Figura 40, donde los 

valores RGB de las muestras van disminuyendo conforme aumenta la concentración de ácido 

úrico, esto debido a que, en imágenes en color de 8 bits por canal, los valores de intensidad 

varían del color negro con valor de 0 hasta el color blanco con valor de 255 para cada uno de 

los componentes RGB (rojo, verde, azul), por lo tanto,  al aumentar la concentración de ácido 

úrico en la solución, el color se vuelve más intenso, por lo que los valores tenderán al cero 

que representa el negro y entre menos concentración el tono es más claro, por lo que los 

valores del pixel en RGB son más altos. 

Según lo obtenido en la gráfica, cuando la muestra no posee concentración de ácido úrico, los 

valores de RGB son los mayores, con rojo en valor de 225, verde de 220 y azul en 210, y que 

conforme se va incrementando la concentración los valores van disminuyendo hasta alcanzar 

215 en rojo, 195 en verde y 160 en azul.  

También se puede observar que el canal R de las pruebas colorimétricas es más alto debido a 
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la utilización del colorante (o-Dianisidina (3,3′-dimetoxibenzidina) que se empleó como 

sustrato de peroxidasa y el cual produce un producto final soluble de color rojo-anaranjado. 

Y es así como se determina la concentración de ácido úrico al hacer una relación entre el valor 

RGB y la concentración con solo obtener el valor RGB de un pixel, por lo que se llega a la 

conclusión acorde a los resultados de que si se obtienen valores altos de RGB la concentración 

del analito es menor y viceversa. 

Gracias a esta gráfica también es posible apreciar que existe una tendencia visible para cada 

grupo de componentes, es decir, en el caso de las componentes R, la tendencia es decreciente 

conforme también incrementa la concentración del ácido úrico, confirmando así la presencia 

de los colores rosados pertenecientes al rango de R, y que coinciden con las intensidades y 

tonalidades obtenidas de las pruebas por muestras en cerámica con esos tonos rosados que se 

apreciaban al incrementar la concentración a simple vista; y en el caso de las componentes G 

y B, ambas también tienen una tendencia de disminuir pero con un ritmo diferente, perdiendo 

más notoriamente el nivel de color hasta alcanzar el mínimo valor para cada una. 

 

Está gráfica permite visualizar y confirmar que para el caso de la evaluación del ácido úrico, 

el color predominante es el de componentes R, por lo que incluso a simple vista esperaríamos 

ver colores con predominancia hacia los rojos, o derivados cercanos de este color, como en 

este caso está entre los colores rosados. 
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Fig. 40. Descomposición de los valores RGB obtenidos en las pruebas 

colorimétricas de ácido úrico (uricasa). 

 

Otra forma de evaluar colorimétricamente es al simplificar los parámetros de color de manera 

estandarizada, y esto se logra al implementar un modelo de color cuyo propósito es calcular 

y arrojar donde se dan las coordenadas tridimensionales y el subespacio de este sistema, donde 

cada color está representando por un solo punto. Y para lograr lo anterior se hizo uso del 

método de la Distancia Euclidiana (DE) determinando así la diferencia de color 

computacionalmente lo cual se puede ver representado mediante la gráfica obtenida que se 

puede ver en la Figura 41.  

Y en base a los resultados obtenidos en la Figura 41, se pueden aplicar valores para la 
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determinación del límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ), donde σ es 

la desviación estándar y s es la pendiente de la ecuación, en este caso para la evaluación de 

ácido úrico es: 

𝑳𝑶𝑫 = 𝟑(
𝝈

𝑺
) = 𝟑(

𝟏. 𝟒𝟗𝟕𝟑𝟏

𝟏𝟒. 𝟏𝟕𝟑𝟕𝟓
) = 𝟎. 𝟑𝟏𝟔𝟗 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

  

𝑳𝑶𝑸 = 𝟏𝟎 (
𝝈

𝑺
) = 𝟏𝟎(

𝟏. 𝟒𝟗𝟕𝟑𝟏

𝟏𝟒. 𝟏𝟕𝟑𝟕𝟓
) = 𝟏. 𝟎𝟓𝟔𝟒 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

 

Además de lo anterior, con la Figura 41 que grafica la regresión lineal a partir de los datos 

colorimétricos, también se pudo encontrar el coeficiente de determinación (R2), que a grandes 

rasgos, es el indicador de la relación lineal entre la distancia Euclidiana y la concentración 

del analito, que en este caso es el ácido úrico, el cual fue de un valor R2 ya ajustado de 

0.98375, lo que nos sugiere que el modelo, o la relación entre DE y concentración de ácido 

úrico, es altamente predictivo. De igual manera, se obtuvo el coeficiente de correlación lineal 

de Pearson (r) con un valor de 0.9984, con el cual se puede confirmar y afirmar, ya no solo 

visualmente, que existe una fuerte y positiva relación lineal del cambio de color con las 

concentraciones del sustrato. 
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Fig. 41. Curva de calibración de ácido úrico (uricasa) a partir de valores RGB 

por el método de distancias Euclidianas. 

Por último, pero no menos importante, otra forma de evaluar y comprobar el cambio 

colorimétrico del analito analizado, es mediante la aplicación del histograma acromático CIE, 

ya que proporciona la capacidad de reconocimiento del ojo humano según dos parámetros 

CIE que son los valores de x y los valores de y. El proceso CIE convierte la distribución 

espectral de la energía luminosa de un objeto en un parámetro de luminancia donde se va 

asignando color a tono y saturación en coordenadas x y en un diagrama CIE bidimensional. 

El diagrama CIE se basa en la selección de tres colores estándar que son 3 colores primarios 

(rojo, verde y azul), para ir creando mezclas aditivas de todos los demás colores del espectro, 

y el valor del triestímulo es la cantidad de los tres colores primarios que ayudan a describir 

un estímulo de color, los cuales son llamados X, Y, Z. 

En este diagrama CIE, los límites exteriores simbolizan los colores puros expresados con sus 

correspondientes longitudes de onda, donde el blanco se coloca aproximadamente en el centro 

y ahí es el área en la que el nivel de saturación es el más bajo. 
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Por ello en la Figura 42 se puede observar cómo se aplicó el diagrama CIE a los valores 

colorimétricos ya obtenidos y se puede apreciar con evidencia que las mediciones de ácido 

úrico realizadas en este proyecto se encuentran aproximadamente en la región naranja-

amarillento y la región rosa-naranja, dándonos como resultado unos colores con más 

tendencia a las tonalidades rosas. Y gracias al mapeo de los colores confirmamos 

reiteradamente que los resultados son positivos y los esperados, debido a que como se 

vislumbraba, mientras más concentración de ácido úrico haya más oscuro o intenso se tornará 

el color de la muestra. 
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Fig. 42. Distribución de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 

1931 obtenido del algoritmo de lectura en mediciones de ácido úrico (uricasa). 
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A continuación, la Tabla 4 recopila los límites de detección reportados en la bibliografía, 

comparado con el método desarrollado en este proyecto, el cual se considera que es aceptable 

ya que está en un rango aceptable a la mayoría de los métodos discutidos en la bibliografía 

presentada en la tabla. 

Tabla 4. Tabla comparativa del límite de detección de ácido úrico (uricasa) con respecto 

a otros trabajos. 

Analito 

sensado 

Material/ sistema de 

reconocimiento 

Material de 

soporte 

Biofluido/ 

Muestra 

Límite de 

detección 
Nombre del artículo Referencias 

Ácido úrico 

Nanopartículas de 

níquel (NiNP) con 

protección de acetato de 

1-H-3-metilimidazolio 

(líquido iónico, IL) 

Nanopartículas 

de níquel (NiNP) 
Suero real 

1,30 × 10 –

7 M 

Development of a 

Nonenzymatic 

Colorimetric Sensor for 

the Detection of Uric 

Acid Based on Ionic 

Liquid-Mediated Nickel 

Nanostructures 

(Nishan et al., 

2022) 

Ácido úrico 
Nanotubos de carbono 

CE  

Electrodo de 

carbón-cerámica 

Suero 

humano y 

de 

farmacia  

0.42 μM 

Simultaneous 

determination of ascorbic 

acid, dopamine and uric 

acid by use of a MWCNT 

modified carbon-ceramic 

electrode and differential 

pulse voltammetry 

(Habibi & 

Pournaghi 

2010) 

Ácido úrico 

AgNPs mono dispersas 

recubiertas de citrato + 

NaOH 

Nanopartículas 

de plata 

Orina 

humana   
0.85 μM  

Highly sensitive and 

selective uric acid 

biosensor based on direct 

electron transfer of 

Hemoglobin-encapsulated 

chitosan-modified glassy 

carbon electrode 

(Zhao et al., 

2009) 

Ácido úrico 

Membrana de cáscara 

de huevo inmovilizada 

con uricasa y un 

electrodo de oxígeno. 

 

Membrana de 

cáscara de huevo 

de BSA y 

glutaraldehído 

(microfibras y 

cavidades 

proteicas 

altamente 

reticuladas) 

 

Suero y 

Orina  

2,0 μM 

(S/N = 3) 

Development and 

analytical application of 

an uric acid biosensor 

using an uricase-

immobilized eggshell 

membrane 

(Yan  et al., 

2007) 
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Ácido úrico 
HAP nanofibras/r 

GO/AuNPs 

Nanofibras de 

hidroxiapatita/Ox

ido de grafeno 

oxidado/ 

Nanopartículas 

de oro 

Orina 

humana 
3.9 μM  

Potential of a sensitive 

uric acid biosensor 

fabricated using 

hydroxyapatite 

nanowire/reduced 

graphene oxide/gold 

nanoparticle 

(Chen et al., 

2020) 

Ácido úrico Uricasa/O-dianisidina 

Nanopartículas 

de quitosano 

inmovilizadas 

con NE-Q/TTP 

Suero 

sanguíneo 

0.3169 

mg/mL 
Este trabajo Este trabajo 

Ácido úrico 

Sistema de electrodos 

serigrafiados 

modificados con 

enzimas (uricasa/ o-

fenilendiamina) 

Solución de 

uricasa con 

glutaraldehído al 

8 % 

Saliva 

artificial y 

saliva 

humana 

sin diluir  

350 μM de 

UA 

Wearable salivary uric 

acid mouthguard 

biosensor with integrated 

wireless electronics 

(Kim et al., 

2015) 

Ácido úrico 

H2O2-sensitive Puntos 

cuánticos 

sensibles/Enzimas 

duales 

HRP–CdS 
Medios 

líquidos  
125 mM 

A simple and sensitive 

fluorescence based 

biosensor for the 

determination of uric acid 

using H2O2-sensitive 

quantum dots/dual 

enzymes 

(Nur et al., 

2015) 

  

 

8.4 Evaluación enzimática de la creatinina (creatininasa). 

Los resultados de las evaluaciones de actividad enzimática de la creatinina, creatina y sarcosina 

tanto para las pruebas de sustrato, como de temperatura y pH fueron realizadas y comprobadas 

en la tesis de López (2024) también del laboratorio de BIOSENS de la Universidad Autónoma 

de Querétaro Campus Aeropuerto, y dichos resultados se tomaron como referencia para confirmar 

que la actividad enzimática aumenta y es más estable con inmovilización de las nanopartículas 

de quitosano en comparación con las macroesferas de quitosano, ya que se obtuvieron los mismos 

resultados que con la evaluación de la enzima uricasa, en cada una de las modalidades, 

corroborando que la aplicación de la nanotecnología ofrece e implica mejoras significativas pues 

la elección del soporte y del tipo de enlace es muy importante para obtener una buena actividad 

posterior del biocatalizador. 
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8.5 Determinación colorimétrica de la creatinina (creatininasa). 

8.5.1 Determinación colorimétrica de creatinina (creatininasa) por muestras. 

Se realizaron las pruebas colorimétricas en solución en cerámica, y en la Figura 43 se puede 

observar el cambio colorimétrico de la creatinina y como va ocurriendo la reacción, en este 

caso esta biomolécula requiere de una reacción en cadena con la producción y presencia de 

otros dos analitos que son la creatina y sarcosina con todos sus componentes 

correspondientes, y se pudo dilucidar que a medida que aumenta la concentración del analito 

en las muestras, un color naranja-rojizo (incluso concordante con el color representativo del 

colorante o-dianisidina) se formaba y se volvía cada vez más intenso respecto al cambio de 

concentración. Esto se debe a que en esta reacción en cadena primero la creatinina es oxidada 

por el oxígeno disuelto en presencia de la enzima creatininasa, lo que produce creatina; 

después esa creatina es oxidada por el oxígeno disuelto en presencia de la enzima creatinasa, 

lo que produce sarcosina y urea; posteriormente, la sarcosina es oxidada por el oxígeno 

disuelto en presencia de la enzima sarcosina oxidasa, lo que produce formaldehído, glicina y 

peróxido (H2O2); para que por último ese H2O2 oxida el colorante o-Dianisidina por la 

presencia de peroxidasa de rábano picante, para que así, dependiendo de la cantidad de 

creatinina reaccionada y la creciente cantidad de peróxido liberado al aumentar la 

concentración del mismo, se obtenga un cambió colorimétrico con tonos cada vez más 

intensos. 

Mediante la experimentación se determinó que conforme pasa el tiempo, y después de agregar 

todos los componentes a las muestras (descritos anteriormente en la sección 7.12), estas se 

vuelven cada vez más oscuras hasta alcanzar un color homogéneo. 
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Fig. 43. Muestras colorimétricas de creatinina (creatininasa) en cerámica. 

 

8.5.2 Determinación colorimétrica de creatinina por RGB y distancias euclidianas. 

Primero para empezar a determinar los valores colorimétricos de las muestras se implementó 

un análisis de color por medio de un canal de combinación de colores primarios RGB para 

poder distinguir la variación de color en las soluciones con respecto a la concentración, 

incluyendo el blanco, para ello se realizó la gráfica que se observa en la Figura 44, donde los 

valores RGB de las muestras van disminuyendo conforme aumenta la concentración de 

creatinina, esto debido a que, en imágenes en color de 8 bits por canal, los valores de 

intensidad varían del color negro con valor de 0 hasta el color blanco con valor de 255 para 

cada uno de los componentes RGB (rojo, verde, azul), por lo tanto, al aumentar la 

concentración de creatinina en la solución, el color se vuelve más intenso, por lo que los 

valores tenderán al cero que representa el negro y entre menos concentración el tono es más 

claro, por lo que los valores del pixel en RGB son más altos. 

Según lo obtenido en la gráfica, cuando la muestra no posee concentración de creatinina, los 

valores de RGB son los mayores, con rojo en valor de 225, verde de 220 y azul en 210, y que 

conforme se va incrementando la concentración los valores van disminuyendo hasta alcanzar 

210 en rojo, 188 en verde y 160 en azul.  

También se puede observar que el canal R de las pruebas colorimétricas es más alto debido 

al uso del colorante (o-Dianisidina (3,3′-dimetoxibenzidina) que se empleó como sustrato de 

peroxidasa y el cual produce un producto final soluble de color rojo-anaranjado. 
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Y es así como se determina la concentración de creatinina al hacer una relación entre el valor 

RGB y la concentración con solo obtener el valor RGB de un pixel, por lo que se llega a la 

conclusión acorde a los resultados de que si se obtienen valores altos de RGB la concentración 

del analito es menor y viceversa. 

Gracias a esta gráfica también es posible apreciar que existe una tendencia visible para cada 

grupo de componentes, es decir, en el caso de las componentes R, la tendencia es decreciente 

conforme también incrementa la concentración de la creatinina, confirmando así la presencia 

de los colores rojizos-rosados-anaranjados pertenecientes rango de R, y que coinciden con las 

intensidades y tonalidades obtenidas de las pruebas por muestras en cerámica con esos tonos 

más tendenciosos al color rojizo-naranja que se apreciaban al incrementar la concentración a 

simple vista; y en el caso de las componentes G y B, ambas también tienen una tendencia de 

disminuir pero con un ritmo diferente, perdiendo más notoriamente el nivel de color hasta 

alcanzar el mínimo valor para cada una. 

 

Está gráfica permite visualizar y confirmar que para el caso de la evaluación de la creatinina, 

el color predominante es el de componentes R, por lo que incluso a simple vista esperaríamos 

ver colores con predominancia hacia los rojos, o derivados cercanos de este color, como en 

este caso está entre los colores anaranjados-rojizos. 
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Fig. 44. Descomposición de los valores RGB obtenidos en las pruebas 

colorimétricas de creatinina (creatininasa). 

 

Otra forma de evaluar colorimétricamente es al simplificar los parámetros de color de manera 

estandarizada, y esto se logra al implementar un modelo de color cuyo propósito es calcular 

y arrojar donde se dan las coordenadas tridimensionales y el subespacio de este sistema, donde 

cada color está representando por un solo punto. Y para lograr lo anterior se hizo uso del 

método de la Distancia Euclidiana (DE) determinando así la diferencia de color 

computacionalmente lo cual se puede ver representado mediante la gráfica obtenida que se 

puede ver en la Figura 45.  

Y en base a los resultados obtenidos en la Figura 45, se pueden aplicar valores para la 

determinación del límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ), donde σ es 

la desviación estándar y s es la pendiente de la ecuación, en este caso para la evaluación de 
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creatinina es: 

𝑳𝑶𝑫 = 𝟑(
𝝈

𝑺
) = 𝟑(

𝟏. 𝟗𝟖𝟔𝟐𝟕

𝟖𝟕. 𝟖𝟔𝟗𝟎𝟔
) = 𝟎. 𝟎𝟔𝟕𝟖𝟐 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

  

𝑳𝑶𝑸 = 𝟏𝟎 (
𝝈

𝑺
) = 𝟏𝟎(

𝟏. 𝟗𝟖𝟔𝟐𝟕

𝟖𝟕. 𝟖𝟔𝟗𝟎𝟔
) = 𝟎. 𝟐𝟐𝟔𝟎 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

 

Además de lo anterior, con la Figura 45 que grafica la regresión lineal a partir de los datos 

colorimétricos, también se pudo encontrar el coeficiente de determinación (R2), que a grandes 

rasgos, es el indicador de la relación lineal entre la distancia Euclidiana y la concentración 

del analito, que en este caso es la creatinina, el cual fue de un valor R2 ya ajustado de 0.97227, 

lo que nos sugiere que el modelo, o la relación entre DE y concentración de creatinina, es 

altamente predictivo. De igual manera, se obtuvo el coeficiente de correlación lineal de 

Pearson (r) con un valor de 0.98604, con el cual se puede confirmar y afirmar, ya no solo 

visualmente, que existe una fuerte y positiva relación lineal del cambio de color con las 

concentraciones del sustrato. 
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Fig. 45. Curva de calibración de creatinina (creatininasa) a partir de valores 

RGB por el método de distancias Euclidianas. 

 

Por último, pero no menos importante, otra forma de evaluar y comprobar el cambio 

colorimétrico del analito analizado, es mediante la aplicación del histograma acromático CIE 

que ya fue explicado anteriormente en el apartado 8.3.2. 

Por ello en la Figura 46 se puede observar cómo se aplicó el diagrama CIE a los valores 

colorimétricos ya obtenidos y se puede apreciar con evidencia que las mediciones de 

creatinina realizadas en este trabajo se encuentran aproximadamente en la región naranja-

amarillento y la región rosa-naranja, dándonos como resultado unos colores con más 

tendencia a las tonalidades rojizas-naranjas. Y gracias al mapeo de los colores confirmamos 
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de nueva cuenta que los resultados son también positivos y los esperados, debido a que como 

se vislumbraba, mientras más concentración de creatinina haya más oscuro o intenso se 

tornará el color de la muestra. 
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Fig. 46. Distribución de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 

1931 obtenido del algoritmo de lectura en mediciones de creatinina 

(creatininasa). 

 

A continuación, la Tabla 5 recopila los límites de detección reportados en la bibliografía, 

comparado con el método desarrollado en este proyecto, el cual se considera que es aceptable 

ya que es está dentro del rango de la mayoría de los métodos discutidos en la bibliografía 

presentada en la tabla. 
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Tabla 5. Tabla comparativa del límite de detección creatinina con respecto a 

otros trabajos. 

Analito 

sensado 

Material/ sistema de 

reconocimiento 

Material de 

soporte 

Biofluido/ 

Muestra 

Límite de 

detección 
Nombre del artículo Referencias 

Creatinina 
Sistema de L-cisteína 

estabilizada en CuNP 

Nanopartículas 

de cobre 

Suero 

artificial y 

muestras 

de orina 

0.454 nM 

(0.0513 

ng/mL) 

Selective recognition of 

creatinine – Development 

of a colorimetric sensor 

(Sivasankaran

a et al., 2018) 

Creatinina 
Sistema ácido pícrico/ 

AgNPs 

Nanopartículas 

de plata 

Sangre 

humana y 

fluido 

cerebroes

pinal 

8.4 nM 

(0.9502 

ng/mL) 

Picric acid capped silver 

nanoparticles as a probe 

for colorimetric sensing 

of creatinine in human 

blood and cerebrospinal 

fluid samples 

(Parmar et 

al., 2016) 

Creatinina 
Sistema de AuNP con 

adenosina/ Ag+ 

Nanopartículas 

de oro 

Orina 

simulada 

y suero 

bovino 

12.7 nM 

(1.4366 

ng/mL) 

Gold Nanoparticle-Based 

Colorimetric Recognition 

of Creatinine with Good 

Selectivity and Sensitivity 

(Du et al., 

2016) 

Creatinina 

Sistema de AuNP 

modificado con ácido 

úrico y Hg2+ 

Nanopartículas 

de oro 

Suero 

bovino y 

orina 

19.8-1.6 

nM 

(2.2397-

0.1809 

ng/mL) 

Colorimetric Detection of 

Creatinine Based on 

Plasmonic Nanoparticles 

via Synergistic 

Coordination Chemistry 

(Du et al., 

2015) 

Creatinina 

AgNPs mono dispersas 

recubiertas de citrato + 

NaOH 

Nanopartículas 

de plata 
Orina   

53.4 nM 

(6.0406 

ng/mL) 

Citrate-capped silver 

nanoparticles as a probe 

for sensitive and selective 

colorimetric and 

spectrophotometric 

sensing of creatinine in 

human urine 

(Alula et al., 

2018) 

Creatinina 
Creatininasa/O-

dianisidina 

Nanopartículas 

de quitosano 

inmovilizadas 

con NE-Q/TTP 

Suero 

sanguíneo 

0. 06782 

mg/mL 
Este trabajo Este trabajo 

Creatinina 

Compósito de 

membranas de polímero 

molecularmente 

impreso (MIP) con 

sitios receptores 

artificiales 

Membranas de 

micro filtración 

de fluoruro de 

polivinilideno 

(PVDF) 

Muestras 

acuosas 

0.25 mM 

(28.28 

mg/mL) 

Colorimetric test-systems 

for creatinine detection 

based on composite 

molecularly imprinted 

polymer membranes 

(Sergeyeva et 

al., 2013) 

Creatinina 
AuNP estabilizadas con 

citrato 

Nanopartículas 

de oro 

Orina 

humana 

80 uM 

(0.0090 

mg/mL) 

Gold nanoparticles-based 

colorimetric and visual 

creatinine assay 

(He et al., 

2015) 
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8.6 Evaluación Enzimática de la creatina (creatinasa). 

Los resultados de las evaluaciones de actividad enzimática de la creatinina, creatina y sarcosina 

tanto para las pruebas de sustrato, como de temperatura y pH fueron realizadas y comprobadas 

en la tesis de López (2024) también del laboratorio de BIOSENS de la Universidad Autónoma 

de Querétaro Campus Aeropuerto, y dichos resultados se tomaron como referencia para confirmar 

que la actividad enzimática aumenta y es más estable con inmovilización de las nanopartículas 

de quitosano en comparación con las macroesferas de quitosano, ya que se obtuvieron los mismos 

resultados que con la evaluación de la enzima uricasa, en cada una de las modalidades, 

corroborando que la aplicación de la nanotecnología ofrece e implica mejoras significativas pues 

la elección del soporte y del tipo de enlace es muy importante para obtener una buena actividad 

posterior del biocatalizador. 

 

8.7 Determinación colorimétrica de la creatina (creatinasa).  

8.7.1 Determinación colorimétrica de creatina (creatinasa)  por muestras.  

Se realizaron las pruebas colorimétricas en solución en cerámica, y en la Figura 47 se puede 

observar el cambio colorimétrico de la creatina y como va ocurriendo la reacción, en este 

caso, se analizó esta biomolécula porque es parte de la reacción en cadena necesaria para 

poder analizar la creatinina, que es el analito de interés en este trabajo, por lo que su estudio 

requiere de esa misma reacción en cadena característica de la creatinina con la producción y 

presencia de otro metabolito que es la sarcosina con todos sus componentes correspondientes 

y omitiendo la primera parte de la misma pues la reacción comenzaría, en este caso, desde su 

segunda etapa con la presencia de la creatina misma.  

Como resultado se pudo dilucidar que a medida que aumenta la concentración del analito en 

las muestras, un color naranja (incluso concordante con el color naranja-rojizo representativo 

del colorante o-Dianisidina) se formaba y se volvía cada vez más intenso respecto al cambio 

de concentración. Esto se debe a que en esta reacción en cadena primero la creatina es oxidada 
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por el oxígeno disuelto en presencia de la enzima creatinasa, lo que produce sarcosina y urea; 

posteriormente, la sarcosina es oxidada por el oxígeno disuelto en presencia de la enzima 

sarcosina oxidasa, lo que produce formaldehído, glicina y peróxido (H2O2); para que por 

último ese H2O2 oxide el colorante o-Dianisidina por la presencia de peroxidasa de rábano 

picante, para que así, dependiendo de la cantidad de creatina reaccionada y la creciente 

cantidad de peróxido liberado al aumentar la concentración del mismo, se obtenga un cambió 

colorimétrico con tonos cada vez más intensos. 

Mediante la experimentación se determinó que conforme pasa el tiempo, y después de agregar 

todos los componentes a las muestras (descritos anteriormente en la sección 7.12), estas se 

vuelven cada vez más oscuras hasta alcanzar un color homogéneo. 

 

 

 

 

Fig. 47. Muestras colorimétricas de creatina (creatinasa) en cerámica. 

 

8.7.2 Determinación colorimétrica de creatina por RGB y distancias euclidianas.  

Primero se realizó un análisis de color RGB para poder distinguir la variación de color en las 

soluciones con respecto a la concentración, incluyendo el blanco, para ello se realizó la gráfica 

que se observa en la Figura 48, donde los valores RGB de las muestras van disminuyendo 

conforme aumenta la concentración de creatina, esto debido a que, en imágenes en color de 8 

bits por canal, los valores de intensidad varían del color negro con valor de 0 hasta el color 

blanco con valor de 255 para cada uno de los componentes RGB (rojo, verde, azul), por lo 

tanto, al aumentar la concentración de creatina en la solución, el color se vuelve más intenso, 
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por lo que los valores tenderán al cero que representa el negro y entre menos concentración 

el tono es más claro, por lo que los valores del pixel en RGB son más altos. 

De acuerdo a la gráfica, cuando la muestra no posee concentración de creatina, los valores de 

RGB son los mayores, con rojo en valor de 225, verde de 220 y azul en 210, y que conforme 

se va incrementando la concentración los valores van disminuyendo hasta alcanzar 210 en 

rojo, 188 en verde y 180 en azul.  

También se puede observar que el canal R de las pruebas colorimétricas es más alto debido 

al uso del colorante (o-Dianisidina (3,3′-dimetoxibenzidina) que se empleó como sustrato de 

peroxidasa y el cual produce un producto final soluble de color rojo-anaranjado. 

Y es así como se determina la concentración de creatina al hacer una relación entre el valor 

RGB y la concentración con solo obtener el valor RGB de un pixel, por lo que se llega a la 

conclusión acorde a los resultados de que si se obtienen valores altos de RGB la concentración 

del analito es menor y viceversa. 

Gracias a esta gráfica también es posible apreciar que existe una tendencia visible para cada 

grupo de componentes, es decir, en el caso de las componentes R, la tendencia es decreciente 

conforme también incrementa la concentración de la creatina, confirmando así la presencia 

de los colores amarillos-anaranjados pertenecientes rango de R, y que coinciden con las 

intensidades y tonalidades obtenidas de las pruebas por muestras en cerámica con esos tonos 

más tendenciosos al color amarillo-naranja que se apreciaban al incrementar la concentración 

a simple vista; y en el caso de las componentes G y B, ambas también tienen una tendencia 

de disminuir pero con un ritmo diferente, perdiendo más notoriamente el nivel de color hasta 

alcanzar el mínimo valor para cada una. 

 

Está gráfica permite visualizar y confirmar que para el caso de la evaluación de la creatina, el 

color predominante es el de componentes R, por lo que incluso a simple vista esperaríamos 

ver colores con predominancia hacia los naranjas, o derivados cercanos de este color, como 
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en este caso está entre los colores anaranjados-amarillentos. 
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Fig. 48. Descomposición de los valores RGB obtenidos en las pruebas 

colorimétricas de creatina (creatinasa). 

 

Otra forma de evaluar colorimétricamente es al simplificar los parámetros de color de manera 

estandarizada, y esto se logra al implementar un modelo de color cuyo propósito es calcular 

y arrojar donde se dan las coordenadas tridimensionales y el subespacio de este sistema, donde 

cada color está representando por un solo punto. Y para lograr lo anterior se hizo uso del 

método de la Distancia Euclidiana (DE) determinando así la diferencia de color 

computacionalmente lo cual se puede ver representado mediante la gráfica obtenida que se 
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puede ver en la Figura 49.  

Y en base a los resultados obtenidos en la Figura 49, se pueden aplicar valores para la 

determinación del límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ), donde σ es 

la desviación estándar y s es la pendiente de la ecuación, en este caso para la evaluación de 

creatina es: 

𝑳𝑶𝑫 = 𝟑(
𝝈

𝑺
) = 𝟑 (

𝟏. 𝟗𝟖

𝟖𝟕. 𝟖𝟔
) = 𝟎. 𝟎𝟔𝟕𝟔 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

  

𝑳𝑶𝑸 = 𝟏𝟎(
𝝈

𝑺
) = 𝟏𝟎(

𝟏. 𝟗𝟖

𝟖𝟕. 𝟖𝟔
) = 𝟎. 𝟐𝟐𝟓𝟑 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

 

Además de lo anterior, con la Figura 49 que grafica la regresión lineal a partir de los datos 

colorimétricos, también se pudo encontrar el coeficiente de determinación (R2), que a grandes 

rasgos, es el indicador de la relación lineal entre la distancia Euclidiana y la concentración 

del analito, que en este caso es la creatina, el cual fue de un valor R2 ya ajustado de 0.97227, 

lo que nos sugiere que el modelo, o la relación entre DE y concentración de creatina, es 

altamente predictivo. De igual manera, se obtuvo el coeficiente de correlación lineal de 

Pearson (r) con un valor de 0.98604, con el cual se puede confirmar y afirmar, ya no solo 

visualmente, que existe una fuerte y positiva relación lineal del cambio de color con las 

concentraciones del sustrato. 
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Fig. 49. Curva de calibración de creatina (creatinasa) a partir de valores RGB 

por el método de distancias Euclidianas. 

 

Por último, y no menos relevante, otra forma de evaluar y comprobar el cambio colorimétrico 

del analito analizado, es mediante la aplicación del histograma acromático CIE que ya fue 

explicado anteriormente en el apartado 8.3.2. 

Por ello en la Figura 50 se puede observar cómo se aplicó el diagrama CIE a los valores 

colorimétricos ya obtenidos y se puede apreciar con evidencia que las mediciones de creatina 

realizadas en este trabajo se encuentran aproximadamente en la región naranja-amarillento y 

la región rosa-naranja, dándonos como resultado unos colores con más tendencia a las 

tonalidades amarillo-naranjas. Y gracias al mapeo de los colores confirmamos de nueva 
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cuenta que los resultados son también positivos y los esperados, debido a que como se 

vislumbraba, mientras más concentración de creatina haya más oscuro o intenso se tornará el 

color de la muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 50. Distribución de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 

1931 obtenido del algoritmo de lectura en mediciones de creatina (creatinasa). 

 

A continuación, la Tabla 6 recopila los límites de detección reportados en la bibliografía, 

comparado con el método desarrollado en este proyecto, el cual se considera que es aceptable 

ya que está dentro del rango de la mayoría de los métodos discutidos en la bibliografía 

presentada en la tabla. 
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Tabla 6. Tabla comparativa del límite de detección creatina con respecto a otros trabajos. 

Analito 

sensado 

Material/ 

sistema de 

reconocimiento 

Material de soporte 
Biofluido/ 

Muestra 

Límite de 

detección 
Nombre del artículo Referencias 

Creatina 

Nanomateriales 

porosos nano  

formulados de 

óxido metálico 

mixto de baja 

dimensión 

(CuO.Mn2O3. 

NiO) 

Electrodo de carbón 

vítreo con nafión 

como aglutinante 

conductor 

Muestras 

biológicas 

como 

sangre, 

suero y 

orina 

21.63 ± 0.05 

pM (2.836 ± 

0.006 pg/mL) 

An Electrochemical 

Approach for the 

Selective Detection of 

Cancer Metabolic 

Creatine Biomarker with 

Porous Nano-Formulated 

CMNO Materials 

Decorated Glassy Carbon 

Electrode 

(Rahman et 

al., 2020) 

Creatina 

Nanopartículas 

de óxido de 

cadmio (CdO 

NPs) 

Electrodo de carbón 

vítreo y nafión como 

el conductor 

enlazante 

Suero 

humano, 

suero de 

conejo y 

orina 

50.0 ± 0.1 pM 

(6.55 ± 0.013 

pg/mL) 

Ultrasensitive and label-

free detection of creatine 

based on CdO 

nanoparticles: a real 

sample approach 

(Rahman et 

al., 2017) 

Creatina 

Compuestos de 

guanidina y 

ninhidrina en 

solución alcalina 

No mencionado 

Suero, 

sangre, y 

orina 

1.0x10-7 M 

(13.113 ng/mL) 

Fluorimetric 

Determination of 

Creatine  

(Conn, 1960) 

Creatina 

Complejo 

sarcosina oxidasa 

y creatinasa 

Electrodo de pasta 

de carbono 

modificado con 

nanopartículas de 

Fe3O4 

Muestras 

comerciales 

de creatina 

en polvo 

2.0x10-7 mol/L 

(26.226 ng/mL) 

An Fe3O4
-nanoparticles-

based amperometric 

biosensor for creatine 

determination 

(Kaçar et al., 

2013) 

Creatina y I-

arginina 

Ureasa, 

creatinasa, y 

arginasa 

Policloruro de vinilo 

carboxilado 

Soluciones 

de creatina 

y I-arginina 

>10-5 M 

(1.3113 

µg/mL) 

Bienzymatic 

potentiometric electrodes 

for creatine and l-arginine 

determination 

(Koncki et 

al., 1996) 

Creatina 

Ureasa, 

creatinasa, 

sarcosina oxidasa 

y albúmina de 

suero bovino 

Electrodo de 

membrana de 

polivinilcloruro de 

amonio que contiene 

ácido palmítico y 

matriz de 

polivinilferroceno   

Muestras 

comerciales 

de creatina 

en polvo 

1x10-5 M 

(1.3113 

µg/mL) para el 

pot., y 2x10-5 

M (2.6226 

µg/mL) para el 

ampero. 

Determination of Creatine 

in Commercial Creatine 

Powder with New 

Potentiometric and 

Amperometric Biosensors 

(Karakuş et 

al., 2006) 

Creatina 
Creatininasa/O-

dianisidina 

Nanopartículas de 

quitosano 

inmovilizadas con 

NE-Q/TTP 

Suero 

sanguíneo 
0. 0676 mg/Ml Este trabajo Este trabajo 

Creatina 

Sarcosina 

oxidasa y cretina 

amidino 

hidrolasa 

Electrodo de varilla 

de carbono 

Solución 

buffer 
No mencionado 

Amperometric biosensor 

for the determination of 

creatine 

(Ramanavicius, 

2007) 
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8.8 Evaluación enzimática de la sarcosina (sarcosina oxidasa). 

 Los resultados de las evaluaciones de actividad enzimática de la creatinina, creatina y sarcosina 

tanto para las pruebas de sustrato, como de temperatura y pH fueron realizadas y comprobadas 

en la tesis de López (2024) también del laboratorio de BIOSENS de la Universidad Autónoma 

de Querétaro Campus Aeropuerto, y dichos resultados se tomaron como referencia para confirmar 

que la actividad enzimática aumenta y es más estable con inmovilización de las nanopartículas 

de quitosano en comparación con las macroesferas de quitosano, ya que se obtuvieron los mismos 

resultados que con la evaluación de la enzima uricasa, en cada una de las modalidades, 

corroborando que la aplicación de la nanotecnología ofrece e implica mejoras significativas pues 

la elección del soporte y del tipo de enlace es muy importante para obtener una buena actividad 

posterior del biocatalizador. 

 

8.9 Determinación colorimétrica de la sarcosina (sarcosina oxidasa). 

8.9.1  Determinación colorimétrica de sarcosina por muestras.  

Se realizaron las pruebas colorimétricas en solución en cerámica, y en la Figura 51 se puede 

observar el cambio colorimétrico de la sarcosina y cómo va ocurriendo la reacción, en este 

caso, se analizó esta biomolécula porque es parte de la reacción en cadena necesaria para 

poder analizar la creatinina, que es el analito de interés en este trabajo, por lo que su estudio 

requiere de esa misma reacción en cadena característica de la creatinina.  

Como resultado se pudo dilucidar que a medida que aumenta la concentración del analito en 

las muestras, un color naranja-rojizo (incluso concordante con el color representativo del 

colorante o-Dianisidina) se formaba y se volvía cada vez más intenso respecto al cambio de 

concentración. Esto se debe a que en esta última parte de la reacción en cadena primero la 

sarcosina es oxidada por el oxígeno disuelto en presencia de la enzima sarcosina oxidasa, lo 

que produce formaldehído, glicina y peróxido (H2O2); para que por después ese H2O2 oxide 

el colorante o-Dianisidina por la presencia de peroxidasa de rábano picante, para que así, 
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dependiendo de la cantidad de sarcosina reaccionada y la creciente cantidad de peróxido 

liberado al aumentar la concentración del mismo, se obtenga un cambió colorimétrico con 

tonos cada vez más intensos. 

Mediante la experimentación se determinó que conforme pasa el tiempo, y después de agregar 

todos los componentes a las muestras (descritos anteriormente en la sección 7.12), estas se 

vuelven cada vez más oscuras hasta alcanzar un color homogéneo. 

 

 

 

 

Fig. 51. Muestras colorimétricas de sarcosina (sarcosina oxidasa) en cerámica. 

 

8.9.2 Determinación colorimétrica de sarcosina por RGB y distancias euclidianas.  

Primero se realizó un análisis de color RGB para poder distinguir la variación de color en las 

soluciones con respecto a la concentración, incluyendo el blanco, para ello se realizó la gráfica 

que se observa en la Figura 52, donde los valores RGB de las muestras van disminuyendo 

conforme aumenta la concentración de sarcosina, esto debido a que, en imágenes en color de 

8 bits por canal, los valores de intensidad varían del color negro con valor de 0 hasta el color 

blanco con valor de 255 para cada uno de los componentes RGB (rojo, verde, azul), por lo 

tanto, al aumentar la concentración de sarcosina en la solución, el color se vuelve más intenso, 

por lo que los valores tenderán al cero que representa el negro y entre menos concentración 

el tono es más claro, por lo que los valores del pixel en RGB son más altos. 

De acuerdo a la gráfica, cuando la muestra no posee concentración de sarcosina, los valores 
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de RGB son los mayores, con rojo en valor de 225, verde de 220 y azul en 210, y que conforme 

se va incrementando la concentración los valores van disminuyendo hasta alcanzar 195 en 

rojo, 193 en verde y 183 en azul.  

También se puede observar que el canal R de las pruebas colorimétricas es más alto debido 

al uso del colorante (o-Dianisidina (3,3′-dimetoxibenzidina) que se empleó como sustrato de 

peroxidasa y el cual produce un producto final soluble de color rojo-anaranjado. 

Y es así como se determina la concentración de sarcosina al hacer una relación entre el valor 

RGB y la concentración con solo obtener el valor RGB de un pixel, por lo que se llega a la 

conclusión acorde a los resultados de que si se obtienen valores altos de RGB la concentración 

del analito es menor y viceversa. 

Gracias a esta gráfica también es posible apreciar que existe una tendencia visible para cada 

grupo de componentes, es decir, en el caso de las componentes R, la tendencia es decreciente 

conforme también incrementa la concentración de la sarcosina, confirmando así la presencia 

de los colores marrones-rojizos-anaranjados pertenecientes rango de R, y que coinciden con 

las intensidades y tonalidades obtenidas de las pruebas por muestras en cerámica con esos 

tonos más tendenciosos al color rojo-marrón-anaranjado que se apreciaban al incrementar la 

concentración a simple vista; y en el caso de las componentes G y B, ambas también tienen 

una tendencia de disminuir pero con un ritmo diferente, perdiendo más notoriamente el nivel 

de color hasta alcanzar el mínimo valor para cada una. 

 

Está gráfica permite visualizar y confirmar que para el caso de la evaluación de la sarcosina, 

el color predominante es el de componentes R, por lo que incluso a simple vista esperaríamos 

ver colores con predominancia hacia los rojizos amarronados, o derivados cercanos de este 

color, como en este caso está entre los colores anaranjados-rojizos-amarronados. 
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Fig. 52. Descomposición de los valores RGB obtenidos en las pruebas 

colorimétricas de sarcosina (sarcosina oxidasa). 

 

Otra forma de evaluar colorimétricamente es al simplificar los parámetros de color de manera 

estandarizada, y esto se logra al implementar un modelo de color cuyo propósito es calcular 

y arrojar donde se dan las coordenadas tridimensionales y el subespacio de este sistema, donde 

cada color está representando por un solo punto. Y para lograr lo anterior se hizo uso del 

método de la Distancia Euclidiana (DE) determinando así la diferencia de color 

computacionalmente lo cual se puede ver representado mediante la gráfica obtenida que se 

puede ver en la Figura 53.  

Y en base a los resultados obtenidos en la Figura 53, se pueden aplicar valores para la 
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determinación del límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ), donde σ es 

la desviación estándar y s es la pendiente de la ecuación, en este caso para la evaluación de 

sarcosina es: 

𝑳𝑶𝑫 = 𝟑(
𝝈

𝑺
) = 𝟑(

𝟐. 𝟗𝟖𝟓

𝟖𝟕. 𝟎𝟗𝟐𝟔𝟓
) = 𝟎. 𝟏𝟎𝟏𝟖 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

  

𝑳𝑶𝑸 = 𝟏𝟎 (
𝝈

𝑺
) = 𝟏𝟎(

𝟏. 𝟗𝟖𝟔𝟐𝟕

𝟖𝟕. 𝟖𝟔𝟗𝟎𝟔
) = 𝟎. 𝟑𝟑𝟗𝟒 𝒎𝒈/𝒎𝑳 

 

Además de lo anterior, con la Figura 53 que grafica la regresión lineal a partir de los datos 

colorimétricos, también se pudo encontrar el coeficiente de determinación (R2), que a grandes 

rasgos, es el indicador de la relación lineal entre la distancia Euclidiana y la concentración 

del analito, que en este caso es la sarcosina, el cual fue de un valor R2 ya ajustado de 0.94357, 

lo que nos sugiere que el modelo, o la relación entre DE y concentración de sarcosina, aunque 

es predictivo es algo baja dentro de lo que se considera como el valor más aceptado del 

coeficiente de determinación perfecto que ronda los 0.998, aunque si cumple con una 

correlación fuerte del mismo. De igual manera, se obtuvo el coeficiente de correlación lineal 

de Pearson (r) con un valor de 0.97137, con el cual aún que sea más bajo que los obtenidos 

anteriormente en los otros analitos estudiados se puede confirmar y afirmar, ya no solo 

visualmente, que existe una muy buena y positiva relación lineal del cambio de color con las 

concentraciones del sustrato, su disminución de la relación del color y las concentraciones 

podría deberse a que es la sustancia que se contemplaba tuviera menor presencia en la 

reacción en cadena de la creatinina ya que se obtiene en el último paso de la misma. 
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Fig. 53. Curva de calibración de sarcosina (sarcosina oxidasa) a partir de valores 

RGB por el método de distancias Euclidianas. 

 

Por último, y no menos relevante, otra forma de evaluar y comprobar el cambio colorimétrico 

del analito analizado, es mediante la aplicación del histograma acromático CIE que ya fue 

explicado anteriormente en el apartado 8.3.2. 

Por ello en la Figura 54 se puede observar cómo se aplicó el diagrama CIE a los valores 

colorimétricos ya obtenidos y se puede apreciar con evidencia que las mediciones de sarcosina 

realizadas en este trabajo se encuentran aproximadamente en la región naranja-amarillento y 

la región rosa-naranja, dándonos como resultado unos colores con más tendencia a las 

tonalidades marrón-naranja-rojiza. Y gracias al mapeo de los colores confirmamos de nueva 
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cuenta que los resultados son también positivos y los esperados, debido a que como se 

vislumbraba, mientras más concentración de sarcosina haya más oscuro o intenso se tornará 

el color de la muestra. 
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Fig. 54. Distribución de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 

1931 obtenido del algoritmo de lectura en mediciones de sarcosina (sarcosina 

oxidasa). 

 

A continuación, la Tabla 7 recopila los límites de detección reportados en la bibliografía, 

comparado con el método desarrollado en este proyecto, el cual se considera que es aceptable 

ya que está dentro del rango de la mayoría de los métodos discutidos en la bibliografía 

presentada en la tabla. 
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Tabla 7. Tabla comparativa del límite de detección sarcosina con respecto a otros 

trabajos. 

Analito 

sensado 

Material/ 

sistema de 

reconocimiento 

Material de 

soporte 

Biofluido/ 

Muestra 

Límite de 

detección 
Nombre del artículo Referencias 

Sarcosina 
Nanopartículas 

de paladio 
PdNPs/TMB Orina 

5.0 nM 

(0.4452 

ng/mL) 

Colorimetric determination 

of sarcosine in urine 

samples of prostatic 

carcinoma by mimic 

enzyme palladium 

nanoparticles 

(Lan et al., 

2014) 

Sarcosina 
Sarcosina 

oxidasa 

CQDs-AuNRs-

SOx 
Orina 

0.011 

µmol/L 

(0.9795 

ng/mL) 

Colorimetric determination 

of sarcosine in human urine 

with enzyme-like reaction 

mediated Au nanorods 

etching 

(Zhong et al., 

2021) 

Sarcosina Riboflavina 

Electrodo de 

carbón vítreo 

modificado con 

compósito de 

grafeno-

quitosano 

modificado con 

nanopartículas 

bimetálicas de 

Au-Pt/Polipirrol 

Orina 

contaminada 

0.68 µM 

(0.0605 

µg/mL) 

An electrochemical 

sarcosine sensor based on 

biomimetic recognition 

(Liu et al., 

2019) 

Sarcosina 

Sarcosina 

oxidasa-

Peroxidasa del 

rábano picante 

SOx-HRP Orina 

0.7 µM 

(0.0623 

µg/mL) 

Development of sarcosine 

quantification in urine 

based on enzyme-coupled 

colorimetric method for 

prostate cancer diagnosis 

(Yamkamon 

et al., 2018) 

Sarcosina 

Sal sódica del 

ácido 1,2-

naftoquinona-4-

sulfónico 

Óxido de grafeno 
Medio 

alcalino 

0.73 µM 

(0.0650 

µg/mL) 

An organic indicator 

functionalized graphene 

oxide nanocomposite-based 

colorimetric assay for the 

detection of sarcosine 

(Xue et al., 

2016) 

Sarcosina 
Clorhidrato de 

poli(alilamina) 

Clorhidrato de 

poli(alilamina) 

Orina 

artificial 

2.5 µM 

(0.2226 

µg/mL) 

Colorimetric paper-based 

sarcosine assay with 

improved sensitivity 

(Masumoto et 

al., 2022) 
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8.10 Diseño del prototipo del biosensor colorimétrico. 

Se decidió por un diseño, creación y fabricación de un biosensor portátil, rápido, reproducible, 

accesible económicamente hablando, no invasivo, eficiente, especifico y sensible a 

biomarcadores de creatinina (reacción enzimática en cadena (creatininasa, creatinasa y sarcosina 

oxidasa)), ácido úrico y pH para la detección de preeclampsia.  

 

Se optó por una estructura cuadrada con dimensiones de 5 cm de largo que contiene unos canales 

microfluídicos en forma y dirección de “estrella”, ya que facilita el flujo de la muestra de suero 

sanguíneo que se compartimentará a los diversos caminos de cada pico para reaccionar en cada 

pozo con el microfluido correspondiente para cada analito en las áreas de reconocimiento y así 

conseguir respuestas individuales y compartimentados para cada bioensayo, todo este sistema se 

pensó y optimizó para que realizara un análisis colorimétrico completo, ulteriormente con el 

objetivo final y futuro de poderse adaptar a un dispositivo móvil inteligente por medio de la 

captación de la señal de la reacción colorimétrica sustraída de una captura de imagen, mejorando 

y perfeccionando así el diagnostico, la lectura e interpretación de datos de una forma más fácil y 

Sarcosina 

Cavitando de 

tetrafosfonato 

supramolecular 

Micro perlas 

magnéticas 
Orina 

30 µM 

(2.6714 

µg/mL) 

An 

electrochemiluminescence-

supramolecular approach to 

sarcosine detection for early 

diagnosis of prostate cancer 

(Valenti et 

al., 2015) 

Sarcosina 

Sarcosina 

oxidasa/O-

dianisidina 

Nanopartículas 

de quitosano 

inmovilizadas 

con NE-Q/TTP 

Suero 

sanguíneo 

0.1018 

mg/mL 
Este trabajo Este trabajo 
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rápida, innovadora y adaptable a la vida actual tecnológica.  

 

El diseño en estrella facilito el flujo uniforme de múltiples micro fluidos a las áreas de 

reconocimiento y así lograr obtener respuestas individuales para cada bioensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 55. Prototipo del dispositivo microfluídico basado en papel que cuantifica 4 

analitos simultáneamente: (a) Capa hidrofóbica superior, (b) Capa fluídica de 

papel de celulosa, (c) Polímero que forman los microcanales y (d) Capa 

hidrofóbica inferior 

En la Figura 55 se muestra ejemplificado el diseño del prototipo del biosensor microfluídico, 

propuesto, primero modelado en 3D (imagen de la izquierda), y después realizado en papel 

(imagen de la derecha) en el cual se integran tintas cromogénicas, las cuales cuantifican los 4 

analitos anteriormente mencionados de forma simultánea. El dispositivo cuenta con un diseño 

estructural en dos dimensiones (2D), incorporando una red de canales fluídicos en la 

plataforma de papel de celulosa (c) y formando barreras hidrofóbicas mediante diversas capas 

(a, b y d) creado por medio de una técnica que utiliza una cuchilla dirigida por un software de 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(a) 

(b) 

(c) 

(d)
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computadora y un plotter de corte en lugar de tinta.  

 

9. Trabajo futuro. 

Desde mi perspectiva, el primer aspecto a perfeccionar sería poder optimizar las aplicaciones 

para disminuir los posibles sesgos de error dentro de los dispositivos posibles para que no haya 

variación de valores obtenidos entre ellos, considerando también si es posible los factores 

involucrados con la toma de lecturas, ya sea las condiciones de espacio, iluminación, color y/o 

condiciones ambientales. 

Así como también se podrían mejorar aún más los límites de detección, puesto que, aunque si 

consiguen ser competitivos, aún hay espacio para optimizarlos. Y por último, también otro factor 

que podría ser mejorable sería la incorporación de dispositivos inteligentes, como celulares o 

tabletas, para que las lectura y el análisis de resultados se realice a través de los mismos de una 

forma aún más rápida y al alcance, junto con una fácil manipulación e implementación, para que 

se logre adaptar al vivir cotidiano en base a las necesidades tecnológicas y sociales actuales, 

prospectando así que el uso de estos dispositivos sea cada vez mayor, incrementando así su 

capacidad y alcance logrando así un mejoramiento en la portabilidad y eficiencia, además de 

conseguir concientizar sobre la prevención y cuidado de la enfermedad de la preeclampsia, 

además de que la misma metodología se podría aplicar y efectuar con un amplio potencial de 

aplicación en esta área de diagnóstico de enfermedades a muchas de ellas simplemente 

considerando los componentes enzimáticos relacionados a una biomolécula a detectar.  

 

10. Conclusiones. 

La importancia del enfoque y realización de este trabajo de tesis radica en que como se abordó 

anteriormente, con la preeclampsia a nivel global, reporta que cada 3 minutos muere una mujer a 

causa de la misma, y cerca de 50,000 mujeres mueren anualmente, afectando así entre el 3 y 10% 
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de los embarazos, logrando ser así la principal causa de muerte materna en el mundo; en México 

de igual forma es la primera causa de muerte materna y la primera causa obstétrica de ingreso a 

unidades de cuidados intensivos (American College of Obstetricians and Gynecologists ACOG, 

2013), sin embargo, según las investigaciones recientes, se cree que hay una posibilidad de que 

hasta el 60% de dichas defunciones puedan ser evitables al realizar y garantizar un diagnóstico 

oportuno, ya que hasta hoy aún no existe un tratamiento definido (solo con preeclampsia con alto 

grado de severidad se procede a inducir el nacimiento del bebe lo más pronto posible) (Secretaria 

de Salud, 2017) (WHO World Heath Organization, 2011).  

Y a pesar de que la prevención de esta enfermedad es difícil porque no hay un método definido 

ni de diagnóstico ni de tratamiento, catalogándose así como una enfermedad silenciosa, 

proviniendo de ahí su nivel de riesgo e impacto negativo, en este trabajo de investigación se 

propuso y se desarrolló un biosensor microfluídico colorimétrico para que con la identificación 

de biomarcadores tempranos en el embarazo, como lo son la creatinina y el ácido úrico, se evalué 

la función renal y hepática, ya que en niveles altos de los mismos se determina si existe daño 

renal y hepático y se confirma la presencia de la preeclampsia, logrando así un control, monitoreo 

y diagnóstico a tiempo para evadir las complicaciones durante la gestación y de esta enfermedad, 

y así lograr evitar nacimientos prematuros y maximizar la supervivencia infantil y materna. 

El biosensor propuesto confiere ventajas considerables con respecto a los métodos de diagnóstico 

existentes para dicho padecimiento, como que tiene un buen límite de detección y tiempo de 

respuesta, es de comprobación física y visible de forma clara ya que el resultado se muestra con 

una respuesta colorimétrica, que es de manipulación y operación sencilla y no invasiva, el ser un 

dispositivo portátil que permite realizar el examen desde cualquier lugar brindando comodidad y 

satisfaciendo urgencias, además de que posibilita el  uso de volúmenes bajos y sin previa 

preparación de las muestras.  

Respecto a la nanotecnología, se concluye que las nanopartículas de quitosano se pueden 

considerar como un material idóneo para la inmovilización de enzimas, gracias a que el grupo 
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funcional amino del quitosano permite realizar la inmovilización enzimática (Ghadi et al. 2015), 

otorgando características que brinda al ser un nanomaterial, tales como: que ayuda a poder tener 

un buen rendimiento de inmovilización de las enzimas, lo que conlleva a tener una mayor 

estabilidad y sensibilidad, junto con una mayor capacidad de detección, en este caso de los 

biomarcadores de preeclampsia; así como su bajo costo de producción, una catálisis amigable al 

medio ambiente, la propiedad de separación de producto,  la posibilidad de recuperar y reutilizar 

las enzimas, el aumento de la estabilidad de la enzima frente a variaciones de pH y temperatura, 

su uso en aplicaciones sencillas de procesos enzimáticos continuos, una operación del reactor 

más sencilla (Arroyo, 1998 y Arabaci et al., 2020), además de que cuando se habla en conjunto 

con nanomateriales se puede llegar a tener la capacidad de incrementar la relación de área de 

superficie a volumen, lo que incrementa la estabilidad de la enzima inmovilizada e incrementa el 

desempeño enzimático (Fatima et al., 2021).  

En términos de obtención de resultados, la inmovilización de la enzima uricasa sobre las 

nanoesferas (nanopartículas) de quitosano confirió el aumento de la actividad enzimática tanto 

con respecto a la concentración como al efecto de las diferentes temperaturas y pH, pues la 

tendencia de aumento de la actividad se mantuvo en comparación a las inmovilizadas con 

macroesferas de quitosano, y con valores muy similares a con la enzima en estado libre, 

exhibiendo que la estabilidad máxima es en una concentración de 1.675 mg/mL, un pH de 7.5 y 

una temperatura a partir de los 35 °C manteniéndose constante y estable, y con mayor actividad 

en el resto de los valores.  En cuanto al acoplamiento enzimático, se obtuvo que cerca del 70% 

de la enzima se inmovilizó pasados los primeros 25 minutos, sin cambios significativos en el 

tiempo posterior en las nanoesferas de quitosano, lo que es muy buen resultado, ya que asigna 

una acoplamiento e índice de respuesta rápido y mejor en comparativa con solo el 45% de enzima 

inmovilizada con las macroesferas de quitosano en el mismo tiempo. Con ello, se consuma que 

la inmovilización a nivel nanométrico en el soporte elegido representa mayores beneficios para 

el dispositivo en general, ya que muestra estabilidad enzimática similar e incluso mejor en ciertos 

rangos, añadiendo como ventaja que la producción y síntesis que tanto el material de soporte 

como el método de inmovilización, es económico.  
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Con respecto a la precisión de las pruebas colorimétricas es posible afirmar que en general es 

bastante preciso, ya que todas las enzimas evaluadas (4, uricasa, creatininasa, creatinasa y 

sarcosina oxidasa), arrojaron a partir de las curvas de calibración un valor R2 mayor a 0.9, o lo 

que es, una precisión mayor del 90%, que para fines prácticos es un valor de sumamente 

aceptable, ya que representa que el biosensor posee una buena sensibilidad, rendimiento, 

estabilidad y capacidad de detección permitiéndolo ser una opción eficiente para aplicarse para 

el desarrollo de biosensores enzimáticos para la detección de preeclamsia. También, es 

importante mencionar que, a pesar de que los límites de detección para cada analito no son los 

reportados con valores más bajos en comparación a los marcados en la literatura, se puede afirmar 

que son bastante competitivos y entran dentro del mercado, además de que estos tienen la 

posibilidad de ser mejorados perfeccionando la medición añadiendo más rangos de evaluación 

de concentraciones.  

En suma, el desarrollo de este proyecto de tesis permitió (gracias a los materiales, síntesis sencilla 

y métodos de evaluación aplicados) obtener diversos resultados con los cuales es posible sostener 

que el prototipo de biosensor colorimétrico demuestra una excelente alternativa confiable, 

accesible, económica, sencilla y eficiente para aplicarse para la detección, análisis, control y 

monitoreo de la preeclampsia.  
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