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Resumen

En el presente proyecto de grado cuyo objetivo es desarrollar un prototipo de laboratorio de
biosensor para la cuantificacion de lactosa presente en el lactosuero residual de la industria
lactea del Municipio de Sopé (Cundinamarca), se vio la necesidad de monitorear la lactosa
de manera mas efectiva a comparacién de los métodos tradicionales, para asegurar una mejor
calidad de sus vertimientos segin la legislacién colombiana.

Se partié de establecer una metodologia selectiva para la deteccion de lactosa por medio de la
busqueda, evaluacion y selecciéon de los agentes quimicos mediante la aplicacion de calculos
estequiométricos, dando como resultado la seleccion del acido clorhidrico como agente hidro-
lizante y del permanganato de potasio como agente oxidante. Continuo a ello, se caracterizé
el tipo de transductor que trasforma la senal generada por la reaccion quimica en eléctrica
a través de la evaluacion de cuatro posibles pares de electrodos, quedando seleccionados los
electrodos grafito-grafito. Estas dos fases fueron evaluadas por lineamientos de control de
calidad analiticos y analizadas por el método estadistico ANOVA en muestras de lactosuero
residual de queso campesino, queso doble crema y en una matriz simulada de lactosuero.

Posteriormente, se disenié e implementé un prototipo de laboratorio de biosensor a partir
del levantamiento de requerimientos del usuario clasificados en técnicos, funcionales y de
calidad,todos estos evaluados en matrices de decisién para la seleccién de componentes re-
queridos en la construccion del prototipo, a excepcién de los requisitos técnicos que ademas
se evaluaron por el método QFD. Con lo anterior se realizé y seleccioné un bosquejo de la
estructura del prototipo y se llevé a detalle en CAD, brindando sus planos técnicos para
impresion 3D. Luego se llevo a acabo el diseno, montaje y programacion de un amplificador
operacional y de un sistema de dosificacién unido a un Arduino Nano, todo esto fue evaluado
a partir de un potenciémetro como simulador del lactosuero residual a estudiar. Finalizando,
con la formulacién de un protocolo de evaluacion del funcionamiento del biosensor que con-
tiene la introduccién, validacién de la etapa de reconocimiento e instrumentaciéon, ademas de
la evaluacion del desempeno de una tecnologia que le apuesta a la innovacion de biosensores
que cuantifiquen lactosa en aguas residuales.
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Palabras clave: Etapa instrumental, Etapa reconocimiento, Ingenieria del detalle, Lactosa, Lac-
tosuero, Metodologia selectiva, Prototipo biosensor.

Abstract

In the present project of degree whose objective is to develop a prototype laboratory of biosensor for
the quantification of lactose present in the residual whey of the dairy industry of the Municipality
of Sop6 (Cundinamarca), it was necessary to monitor lactose more effectively in comparison with
traditional methods, in order to ensure a better quality of its discharges according to Colombian
legislation.

The objective was to establish a selective methodology for the detection of lactose through the
search, evaluation and selection of chemical agents through the application of stoichiometric cal-
culations, resulting in the selection of hydrochloric acid as a hydrolysing agent and potassium
permanganate as an oxidising agent. Continuous to this, was characterized the type of transducer
that transforms the signal generated by the chemical reaction into electric through the evaluation
of four possible pairs of electrodes, being selected the graphite-graphite electrodes. These two pha-
ses were evaluated by analytical quality control guidelines and analyzed by the statistical method
ANOVA in samples of residual whey from peasant cheese, double cream cheese and in a simulated
whey matrix.

Subsequently, a prototype biosensor laboratory was designed and implemented from the survey
of user requirements classified in technical, functional and quality,all these evaluated in decision
matrices for the selection of components required in the construction of the prototype, with the
exception of the technical requirements which were also evaluated by the QFD method. With the
above a sketch of the prototype structure was made and selected and carried out in detail in CAD,
providing its technical drawings for 3D printing. Then the design, assembly and programming of
an operational amplifier and a dosing system attached to an Arduino Nano were carried out, all
this was evaluated from a potentiometer as a simulator of the residual whey to study. Concluding,
with the formulation of a protocol for evaluating the functioning of the biosensor containing the
introduction, validation of the recognition and instrumentation stage, in addition to evaluating the
performance of a technology that relies on the innovation of biosensors that quantify lactose in
wastewater.

Keywords: Biosensor prototype, Detail engineering, instrumental stage, Lactose, Recognition sta-
ge, Selective methodology, Whey.



Introduccion

La mayoria de la contaminacién de las fuentes hidricas en el municipio de Sopé (Cundinamarca),
se origina por los vertimientos de las varias industrias lacteas que funcionan alli; considerandose
hoy en dia como una de las probleméticas ambientales més relevantes, debido a que, del volumen
de las aguas residuales generado por una empresa ldctea, aproximadamente entre el 85 o 90 % hace
parte de las concentraciones de lactosuero residual (Shareaholic, 2014).

El lactosuero es el contaminante de mayor importancia en los vertimientos de las industrias lacteas,
ya que de los compuestos quimicos que lo conforman cerca del 95 % es lactosa; siendo esta un azicar
insoluble, no edulcorante y, por ende, no absorbida por los entes biolégicos, como lo es el ser hu-
mano, los animales y el medio ambiente (Ruiz & Garcés, 2007). Ademas, se considera que de 82
millones de toneladas métricas de vertimientos producidos mundialmente por las industrias lacteas,
el 47 % corresponde al lactosuero, un desecho que es vertido a las fuentes hidricas sin conocer de
manera selectiva y confiable la cuantificacién de la lactosa como compuesto contaminante y, por lo
tanto, sin ningin tratamiento para prevenir el dano de los ecosistemas y de la salud de los entes
biolégicos (Correa & Mosquera, 2015).

El alto nivel de contaminacién de dichos vertimientos de las industrias lacteas, es originado por la
aplicacién de métodos inadecuados de monitoreo previo del lactosuero residual y que actualmente
consisten en la cuantificacién de la lactosa presente en el lactosuero mediante métodos analiticos
tradicionales, con limitaciones en cuanto a sensibilidad, poca especificidad, costos y tratamientos
exhaustivos de la muestra (Jiménez & Leén, 2009). Por otro lado, existen dos normativas por parte
del Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible y del Ministerio de Proteccién Social que obli-
gan a las empresas lacteas a cumplir con un limite permisible de lactosa presente en el lactosuero
residual, el cual debe ser menor a 5 g/dL, es decir, inferior a 400 mg de lactosa (Ministerio de
ambiente y desarrollo sostenible, 2015), (Ministerio de proteccién social, 2006).

Es por lo anterior, que las industrias lacteas estdn enfrentadas a dos situaciones: en primer lugar,
tienen la obligacién de cumplir con la actual norma colombiana, porque estan bajo el riesgo de ser
sancionadas o penalizadas y; en segundo lugar, al no contar con datos oportunos y periédicos sobre
la presencia real de la lactosa en los vertimientos, desconocen el grado de afectacion de los entes
bioldgicos y ecosistemas.

Por lo tanto, frente a este panorama se reconocio la necesidad de encontrar un método que permita
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a las empresas de las industrias lacteas cuantificar la lactosa presente en el lactosuero residual de
manera automatizada, continua, en menor tiempo, confiable y ambientalmente mas efectiva para
asegurar una mejor calidad de los vertimientos de las industrias ldcteas cumpliendo la normativi-
dad vigente (Jiménez & Ledn, 2009). En la definicién del método de cuantificacién, los biosensores
son una herramienta viable, para el monitoreo de aguas residuales; en particular, los biosensores
electroquimicos, ya que permiten registrar medidas con muestras de minimo volumen o en zonas
reducidas, al igual que presentan unos limites de deteccién suficientes para muestras de interés
analitico, y un intervalo de respuesta mas amplio que la mayoria de sensores quimicos basados en
otros principios (Alegret, Del Valle, & Merkoci, 2004).

Todo lo anterior, conllevé al desarrollo del objetivo general del trabajo de grado, el cual consistié
en desarrollar un prototipo de laboratorio de biosensor para la cuantificacién de lactosa presente en
el lactosuero residual de la industria lactea, como alternativa para el monitoreo de sus vertimientos
en el Municipio de Sopé (Cundinamarca); a través del cumplimiento de cuatro objetivos especificos.
Dicha solucién a la problematica descrita, se encuentra en el &mbito del trabajo profesional de un
Bioingeniero, puesto que se requirié del conocimiento conceptual y practico de las dreas integradas
de quimica, ecosistemas, electrénica, sensérica, control y analisis de seniales; y esta dentro del foco
misional relacién hombre-agua del programa de Bioingenieria de la Universidad El Bosque.

Por consiguiente, dentro del desarrollo del trabajo de grado, se realiz6 una amplia revisién bi-
bliografica acerca de los antecedentes; composicién, funcionamiento quimico y electrénico de un
biosensor; transductores electroquimicos; generalidades y aplicacion del grafito como material con-
ductor; generalidades, composicién quimica y métodos tradicionales para cuantificaciéon de lactosa
v glucosa en laboratorio y en presencia de lactosuero residual. También se revisé dos normativas
aplicables a los sistemas de medicion y limite de lactosa presente en el lactosuero residual de los
vertimientos generados por las industrias lacteas. Y finalmente, para la ejecucion del trabajo, se
definié una metodologia consistente en cuatro fases donde cada fase estd orientada al cumplimiento
de uno de los objetivos especificos del proyecto, cuyos resultados se validaron con lineamientos de
control de calidad analiticos y con lo planteado en la revisién bibliografica.



1. Definicion del Problema

En el municipio de Sopé (Cundinamarca) la contaminaciéon de las fuentes hidricas se da en su
mayoria por los vertimientos de las actividades industriales y agropecuarias, en especial de las in-
dustrias lacteas; considerado hoy en dia como una de las probleméticas ambientales mas relevantes,
ya que el volumen de las aguas residuales generado por una empresa lactea puede oscilar entre 2 y
6L/L de leche procesada, de los cuales aproximadamente el 85 0 90 % hace parte de la concentracién
de lactosuero (Shareaholic, 2014).

Motivo que es corroborado segun lo expresado por la industria lactea Alpina S.A en 2013, indicando
que Sopd y seis municipios mas constituyen la subcuenca hidrogréafica del Rio Teusaca, mediante el
cual estos municipios se abastecen para consumo y otras actividades y, vierten sus aguas residuales
en la mayoria de los casos sin tratamiento previo, lo que genera impactos negativos sobre este
cuerpo de agua (Alpina S.A, 2013).

Ademas, de acuerdo al articulo publicado en el periédico El Tiempo en 2016, “Contaminacién aco-
sa a Tocancipd y Sopd. A Tocancipd y Sopd la ronda ahora una crisis ambiental. Las autoridades
sanitarias de esos municipios sabaneros advirtieron sobre la creciente contaminacion de sus fuentes
de agua y los riesgos para la salud de sus comunidades”, se habla del asentamiento de 30 empresas,
de las cuales la mayoria no tienen un riguroso tratamiento de aguas residuales; dato afirmado por la
Corporacién Auténoma Regional (CAR), quien indica que 10 de esas industrias no tienen permiso
de vertimientos porque no cumplen con los requisitos ambientales y estan afectando a las quebradas
La Chucua y Mi Padre Jests, que desembocan en los rios Teusacd y Bogotd, y el embalse de Tibité
(Tiempo, 2016).

Por otro lado, la direccién del Hospital de Sopd envié una carta a la administraciéon de ese muni-
cipio, en la que denunciaba el deterioro ambiental y le senalé el aumento de pacientes afectados
por brotes de la piel y enfermedades gastrointestinales. Mientras, que dirigentes de Briceno senalan
que antes era posible el uso de las aguas en tareas domésticas y para el ganado y, ahora se le da de
beber de esa agua al ganado y se mueren (Tiempo, 2016).

El lactosuero se obtiene a partir de la fabricacién del queso, es decir, cuando a la leche liquida se
le anade el cuajo cuyo resultado es una masa semi sélida rica en caseina y grasa, la cual una vez
retirada forma un liquido de color amarillo verdoso y de sabor dcido pero agradable. Sin embargo,
el lactosuero como desecho de la industria ldctea, es considerado un contaminante al ser vertido,



ya que, con una producciéon mundial de 82 millones de toneladas métricas, es el principal residuo
de las industrias lacteas, en donde por cada kilogramo de queso se genera nueve litros de dicho
efluente contaminante y se considera que el 47 % es tratado como un desecho vertido directamente
a las fuentes hidricas (Correa & Mosquera, 2015).

Del mismo modo, los componentes principales del lactosuero son lactosa, calcio, sales minerales
y proteinas lactoséricas de bajo peso molecular, en donde, el 55 % son retenidos debido a que no
reaccionan con el cuajo y, por ende, son desechados. Por lo tanto, en términos de masa, el lacto-
suero contiene cerca del 50 % de sélidos totales de la leche, 25 % de proteinas, 7% de grasa y cerca
del 95% de lactosa, ademds de contener cerca del 50 % de minerales. Siendo la lactosa un azicar
insoluble, no edulcorante y, por ende, no absorbida por los entes biolégicos, como lo es el humano,
los animales y el medio ambiente (Ruiz & Garcés, 2007).

La lactosa en forma hidrolizada es considerada un compuesto fundamental para todas las formas de
vida, sin embargo, pequenos cambios en sus concentraciones y ningin proceso de descomposicién
previo pueden afectar en gran medida las condiciones de vida de los animales y plantas (Espinosa,
Leén, & Rodriguez, 2013). Por ende, la lactosa es transformada en contaminante cuando el lacto-
suero es arrojado al ambiente con un minimo indice de tratamiento de oxigeno disuelto en el agua,
afectando los ecosistemas acudticos y la reduccién en la calidad del suelo, es decir, puede provo-
car acidez, eutrofizacién, incorporacién de niveles toxicos y lixiviacion (Ruiz & Garcés, 2007). Lo
cual, lleva a afectar de manera indirecta la sobrevivencia, crecimiento y capacidad reproductiva de
algunos animales y riesgos para el ser humano por la ingesta o por contacto directo con toxinas, ge-
neradas por las floraciones de cianobacterias en ambientes eutrofizados (Cédrdenas & Sanchez, 2013).

Por esto, es que han surgido varios métodos tradicionales para la determinacion de lactosa, co-
mo lo son determinaciones gravimétricas, volumétricas y colorimétricas con niveles de sensibilidad
limitados y con poca especificidad y, aunque constituyen herramientas robustas, reproducibles y
con capacidad de alcanzar buenos niveles de deteccién, son costosos e implican tratamientos muy
exhaustivos de la muestra (Jiménez & Ledn, 2009). En especial, para la cuantificacién de lactosa
en aguas residuales se utiliza el método de DNS, pero presenta un porcentaje de error elevado, ya
que no puede cuantificar el grado de hidrdlisis de la lactosa, ya que ambos monosacaridos presentan
coloracion al reaccionar con el DNS, lo que genera un ruido y una imposibilidad de saber cudl de
las dos biomoléculas se esta cuantificando y no se puede saber con exactitud la cantidad de lactosa
remanente luego de la hidrélisis (Campuzano, 2013).

Por otras parte, el primero de enero de 2016 entré en vigencia la Resolucién 631 de 2015 como nueva
norma de vertimiento nacional, expedida por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible,
"por la cual se establecen los limites mdzximos permisibles de contaminantes en los vertimientos
puntuales a cuerpos de agua superficiales y a sistemas de alcantarillado publico a nivel nacio-
nal, teniendo por objeto reducir y controlar la descarga de sustancias contaminantes, mediante 56
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parametros que definen las caracteristicas de los diferentes tipos de vertimientos segun la activi-
dad desarrollada y estableciendo como obligacion del Estado, proteger la diversidad e integridad del
ambiente, prevenir y controlar los factores de deterioro ambiental, imponer las sanciones legales
y exigir la reparacion de los danos causados” (Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible, 2015).

Por consiguiente, el problema actual es que, para el monitoreo de los vertimientos de las indus-
trias lacteas, se debe realizar previamente la cuantificacién de la lactosa por métodos analiticos
tradicionales, los cuales como se mencionaba anteriormente presentan limitaciones en niveles de
sensibilidad, poca especificidad, costosos y tratamientos muy exhaustivos de la muestra, generando
problemadticas posteriores al no asegurar una buena calidad del vertimiento (Jiménez & Ledn, 2009).
Lo cual tiene dos efectos indeseados: en primer lugar, las industrias se ven amenazadas frente a la
necesidad de cumplir con la actual norma colombiana y corren un alto riesgo de ser sancionadas o
tener penas legales por el incumplimiento de la misma, es decir, por sobrepasar el limite permisible
de 5 g/dL de concentracién de lactosa presente en el lactosuero residual de los vertimientos de las
industrias ldcteas (Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible, 2015), (Ministerio de proteccién
social, 2006); en segundo lugar, al no contar con datos concretos de la lactosa, se desconoce el nivel
de afectacién de los ecosistemas tan graves como se mencionaron en parrafos anteriores.

Frente a este panorama se ve la necesidad de buscar un mecanismo que permita cuantificar la lactosa
presente en el lactosuero residual en el menor tiempo posible a su generacién. A continuacién, en
la Figura 1-1 se presenta el arbol del problema en donde se evidencian causas y efectos de las
limitaciones en la cuantificacién de la lactosa presente en el lactosuero residual de los vertimientos
de la industria lactea en el municipio de Sopdé.



)

Fuera del limite

colombiana de vertimientos

| maximo permisible ]
+
Incumplimiento de la norma

|

pio de Sopd

Limitaciones en la cuantificacion de lactosa presente en el lactosuero residual de los

..

e

I
|

i /

|

J{'

'}

\

]u

|

|
L P
| gg *\
If \‘.

Figura 1-1.: Arbol del problema, concentracion de lactosuero presente en los vertimientos
del municipio de Sopé (Cundinamarca).
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2. Justificacion

Es claro que los componentes que constituyen el lactosuero, entre ellos la lactosa son considerados
contaminantes ambientales de fuentes hidricas y del suelo, lo que estd siendo controlado actual-
mente mediante la legislacién colombiana. Sin embargo, frente a esto, hay una necesidad y es cémo
cuantificar lactosa en el lactosuero residual de manera mas tecnoldgica, confiable, ambientalmen-
te més efectiva y en menor tiempo, para asegurar una mejor calidad del agua (Jiménez & Ledn,
2009). Respecto a esto, es que los biosensores son una herramienta viable, para el monitoreo de
aguas residuales.

Los biosensores “son dispositivos analiticos capaces de traducir la informacion quimica o senal
analitica de un elemento bioldgico de reconocimiento asociado a un mecanismo de deteccion en una
senal eléctrica util, constituyéndose en una herramienta para inspeccionar la calidad y los procesos
con un panorama prometedor con respecto a los métodos tradicionales, en cuanto a especificidad,
sencillez, respuesta clara y real en el drea ambiental, clinica y de alimentos”. Los biosensores, estan
conformados por dos componentes: un receptor y un transductor sobre el que se encuentra conec-
tado el primero; por lo tanto, el receptor reconoce en la muestra la informacién quimica deseada,
la convierte para que sea reconocida por el transductor y, éste la transforma de una senal primaria
a una senal secundaria facilmente procesable (Ruiz, 2006). Del mismo modo, los biosensores ba-
sados en receptores enzimaticos y transductores electroquimicos, han sido el foco de investigacién
en los ultimos anos, debido a algunas caracteristicas como: menor costo, facil manipulacién, menor
tiempo de respuesta, alta sensibilidad, reproducibilidad y selectividad (Ruiz, 2006). Por lo anterior,
es que los biosensores electroquimicos son versatiles y eficientes, ya que una de las ventajas mas
trascendentales es que permiten obtener resultados en el menor tiempo posible, son automatizables,
faciles de operar, transportar e incorporables en sistemas microscépicos (Jiménez & Ledn, 2009).
Esto hace que los biosensores sean una herramienta mas precisa que los métodos tradicionales por
las desventajas ya mencionadas en el planteamiento del problema.

Indicando asi, que los biosensores enzimaticos electroquimicos permiten registrar medidas con mues-
tras de minimo volumen o en zonas reducidas, al igual que presentan unos limites de deteccién su-
ficientes para muestras de interés analitico, y un intervalo de respuesta més amplio que la mayoria
de sensores quimicos basados en otros principios (Alegret, Del Valle, & Merkoci, 2004).

Por ende, el prototipo de laboratorio de biosensor que se plantea recibe el aporte de los anteceden-
tes mencionados en el trabajo como revision bibliografica para la determinacion de la metodologia
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selectiva a realizar para cuantificar lactosa, a partir de la integracién de algunas metodologias ya
propuestas por los articulos, asi como para la identificacién de los tipos de enzimas y electrodos a
manejar que de acuerdo a sus caracteristicas brinden mayor eficiencia y respuesta. Razén por la
cual, el prototipo de laboratorio de biosensor a desarrollar aportaria a las industrias ldcteas una
alternativa para monitorear sus vertimientos antes de ser tratados por métodos primarios y lleva-
dos a las fuentes hidricas, ya que asi la industria lactea podra tomar medidas del grado y método
de tratamiento mas adecuado para la degradacién de lactosa de acuerdo al nivel de concentracién
cuantificado, cuando este se encuentre por fuera de los limites permisibles dados por la legislacién
colombiana de vertimientos. Con la finalidad de prevenir la penalizacién por la normativa y la
contaminacion ambiental que indirectamente afectaria a los entes biolégicos.

Del mismo modo, desde la ingenieria el prototipo de laboratorio de biosensor para la cuantificacion
de lactosa presente en el lactosuero residual en los vertimientos de las industrias lacteas, aportaria
y apostaria al desarrollo tecnolégico y de investigacion en las dreas de la biotecnologia en Colom-
bia, ya que las industrias lacteas hacen parte de las actividades primordiales para el desarrollo
econdémico, social y cultural de la poblacion, por lo que, se deben buscar métodos para monitorear
selectivamente y en menor tiempo los danos causados al entorno y, asi, poder prevenir algunas
problematicas medio ambientales y de salud humana de manera réapida y eficiente.

Es por eso, que el desarrollo de un biosensor pertenece al trabajo profesional del Bioingeniero,
puesto que requiere del conocimiento conceptual y practico de las areas integradas de quimica,
biologia, ecosistemas, electrénica, sensodrica, control y analisis de senales, para la soluciéon de esta
problemaética en su totalidad, lo cual no podria completar un profesional enfocado en solo una de
estas areas, ya que no todas son de su especialidad. Ademds, que tiene como finalidad, trabajar
dentro de uno de los focos misionales de la Bioingenieria como lo es la relacién hombre-agua; ya
que tener acceso al agua es indispensable para sostener la “vida” y, es ahi donde el Bioingeniero
ayuda a evaluar los recursos acuiferos, la cantidad y la calidad del agua para consumo humano y
otros propésitos.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Desarrollar un prototipo de laboratorio de biosensor para la cuantificacién de lactosa presente en
el lactosuero residual de la industria ldctea, como alternativa para el monitoreo de sus vertimientos

en el Municipio de Sop6 (Cundinamarca).

3.2. Objetivos especificos

= Establecer una metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el lactosuero
residual.

s Caracterizar el tipo de transductor que permita transformar la senal generada por la reaccién
quimica, en una senal eléctrica para poder cuantificar la lactosa.

= Diseniar e implementar un prototipo de laboratorio de biosensor para la cuantificacion de
lactosa en el lactosuero residual que se encuentra en los vertimientos de la industria lactea
del municipio de Sopé.

s Formular un protocolo de evaluacién del funcionamiento del biosensor basado en la cuantifi-
cacién de lactosa presente en el lactosuero residual de los vertimientos de la industria ldctea
en el municipio de Sopd.



4. Marco Referencial

El marco referencial del presente documento esta constituido por cinco subsecciones, dentro de
las cuales se encuentran: los fundamentos tedricos y conceptuales que involucran el desarrollo de
un biosensor electroquimico, los aportes realizados por otros autores sobre los métodos para la
cuantificacién de lactosa, la descripcion geogréafica del lugar de enfoque para la implementacién del
prototipo de laboratorio (Sopé-Cundinamarca), ademés, de las normativas colombianas tenidas en
cuenta para la construccién del prototipo de laboratorio de un biosensor que cuantifique lactosa
presente en muestras de lactosuero residual. Por ende, las subsecciones del marco referencial se
encuentran en el siguiente orden:

= 4.1. Marco Teérico

s 4.2. Marco Conceptual
= 4.3. Antecedentes

s 4.4. Marco Geografico

n 4.5. Marco Normativo

4.1. Marco Teodrico

Durante el marco tedrico se profundiza en el tema de la construccién de un biosensor electroquimi-
co para la cuantificacion de lactosa, mediante la explicacién de los procesos quimicos y el método
tradicional DNS para la deteccion de lactosa, asi como también el método méas comin para la cuan-
tificacién de un componente biolégico aplicado en la construccién de biosensores electroquimicos.
Por ende, el marco tedrico esta dividido en dos secciones: etapa de reconocimiento biolégico y etapa
instrumental.

4.1.1. Etapa de reconocimiento bioldgico

La primera seccion es la etapa de reconocimiento biolégico donde se presenta las reacciones quimicas
necesarias para la identificacion de lactosa y el método tradicional de laboratorio para la deteccién
de lactosa en presencia de lactosuero residual.
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Reacciones quimicas necesarias para la identificaciéon de lactosa

Para llevar a cabo la primera etapa del prototipo de laboratorio del biosensor de lactosa, es decir, el
reconocimiento quimico y selectivo del compuesto biolégico, se recordé y profundizé los siguientes
temas en dicho orden:

Generalidades de la lactosa y su relacién con las enzimas.

Relacién de la lactosa con la enzima -galactosidasa.

Generalidades de la glucosa y su relaciéon con la enzima glucosa oxidasa.

Relacion entre perdxido de hidrégeno y la enzima peroxidasa.

Generalidades de la lactosa y su relacion con las enzimas

La lactosa es un carbohidrato de tipo disacarido que consta de la unién de dos azicares como lo
son la galactosa y la glucosa mediante un enlace glucosidico 5-1,4 (Figura 4-1). Este disacarido
constituye aproximadamente del 2 al 8% de la leche, razén por la cual su identificacién en la
industria lactea es de gran importancia, ya que el contenido de lactosa es un indice que permite
evaluar la calidad de la leche y detectar leche anormal (Amman & Fransaer, 2010).

HO HQO HO
oy ¢
HO 0 HO
HO OH OH OH
Lactosa

Figura 4-1.: Estructura molecular de la lactosa basado en Amman & Fransaer, 2010 y
realizado por autoria, mediante ChemSketch.

El control preciso de la cantidad de lactosa es muy importante en los productos lacteos ya que la
mayoria de personas y animales no pueden digerirla; al igual de importante en los desechos de la
industrias lacteas porque provoca danos en los ecosistemas. Las anteriores problematicas se deben
a la intolerancia de metabolizar los aztcares por deficiencia de la enzima lactasa y sus derivados.
Es por lo anterior, que la lactosa debe ser hidrolizada en los seres humanos, por la enzima lactasa
y en microorganismos por la S-galactosidasa, para poder asimilar los monémeros que se generan
(Berg, Stryer, & Tymoczko, 2007).

Los microorganismos metabolizan los carbohidratos mediante el proceso de oxidacién para obtener
energia en forma de glucosa, porque es el monosacarido mas frecuente en la naturaleza como azicar
libre. Por lo cual, los microorganismos para obtener glucosa en la leche deben hidrolizar la lactosa
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en dos monosacaridos glucosa y galactosa por medio de la enzima [-galactosidasa (Figura 4-2).
Para que dichas enzimas cumplan con su funcién se debe tener presente: pH, temperatura 6ptima,
contraindicaciones, usos, y fuentes de origen (como por ejemplo a partir de los hongos Aspergillus
oryzae o Aspergillus niger) (Sanchez, Rosales, & Bustamante, 2015).

Para complementar lo anteriormente dicho, se debe tener en cuenta que las caracteristicas y pro-

piedades de la enzima a escoger dependen de la fuente de origen (Sénchez, Rosales, & Bustamante,
2015):

1. Origen fungico: sus enzimas presentan mayor termoestabilidad, el pH éptimo de actividad
esta en un rango acido de 4.5-6.5 y la temperatura entre 35 y 55 °C.

2. Lactasas de levadura y bacterias: son enzimas medianamente termolabiles, con pH cercano al
neutro y temperatura aproximada de 37 °C. Presentan una pérdida considerable de actividad
con pH entre 5.3-4.5 y temperatura a 55 °C.

Relacion de la lactosa con la enzima [-galactosidasa

La enzima [-galactosidasa se encuentra distribuida en la naturaleza incluyendo plantas, animales
y diversos microorganismos como bacterias, levaduras, hongos y arqueobacterias. Comercialmente,
la B-galactosidasa se obtiene a partir de microorganismos de diferentes géneros por fermentacién
de diferentes fuentes de carbono: Kluyveromyces, Candida, Aspergillus, Bacillus sp. y Escherichia
coli (Sanchez, Rosales, & Bustamante, 2015).

HO H50 HO HO HO
(@] * 0 0 0
HO 0 HO — = HO OH + HO HO
HO OH OH OH HO OH OH H
Lactosa Glucosa + Galactosa

Figura 4-2.: Hidrdlisis de la lactosa. La lactosa actia como sustrato para la enzima, que per-
mite dar lugar a los azicares glucosa y galactosa basado en Sdnchez, Rosales,
& Bustamante, 2015 y realizado por autoria, mediante ChemSketch.

De tal manera, la hidrolisis de la lactosa por medio de la enzima (-galactosidasa provoca una
reacciéon quimica de descomposiciéon de dicho disacdrido por medio de una molécula de agua en
dos monosacaridos o compuestos méas simples de analizar y degradar como lo son la glucosa y la
galactosa (Figura 4-2).

Generalidades de la glucosa y su relacién con la enzima glucosa oxidasa
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La glucosa es un monosacarido compuesto por una hexosa y una aldosa, sus propiedades se explican
a partir de la presencia de un grupo de alcoholes y de un grupo aldehido (Figura 4-3). La glucosa
es uno de los carbohidratos méas importantes, ya que es un compuesto quimico que actiia como
medio biolégico primario de almacenar o de consumir energia (Sosa & Galvis, 2010).

H,COH
H 9 H
OH
HO OH
H OH

Figura 4-3.: Estructura quimica de la glucosa basado en Sosa & Galvis, 2010 y realizado
por autoria, mediante ChemSketch.

Teniendo en cuenta, que las enzimas son proteinas que actian como catalizadores altamente selec-
tivos en el sustrato, se dice, que la enzima Glucosa oxidasa es una oxidorreductasa ya que oxida la
glucosa y reduce el oxigeno a perdxido de hidrégeno (Figura 4-4). La Glucosa oxidasa se origina
por algunos hongos como: Aspergillus niger, Penicillium notatum, P. glaucum, P. amagasakiense,
P. purpurogenum, P. variabile, y Alternaria alternata; la funcién de estos hongos es antibacterial
en presencia de glucosa y oxigeno debido al peréxido de hidrégeno producido, ademas, la Glucosa
oxidasa estima la concentracion de glucosa en la sangre o en la orina a partir de la coloracién
generada por el peréxido de hidrégeno. A nivel industrial es implementada para la determinacién
cuantitativa de glucosa en procesos como: fermentacién y produccién de dcido glucénico (Sosa &
Galvis, 2010).

0. OH
X
¢ CH,OH
CH,OH OH /

0 HO -H HOwl o
TR = == e
HE OH %y CH,OH calore / Y 117 OH

Figura 4-4.: Reaccion de la glucosa oxidasa basado en Sosa & Galvis, 2010 y realizado por
autoria, mediante ChemSketch.

De tal manera, la glucosa obtenida a partir de la hidrélisis de lactosa, posteriormente es catalizada
por oxidacién mediante la enzima glucosa oxidasa y dando como resultado peréxido de hidrégeno
(Figura 4-4). Pero del resultado de dicha reaccién se requiere usar inicamente el oxigeno molecular
como aceptor final de electrones.
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Relacién entre perdxido de hidrégeno y la enzima peroxidasa

Las peroxidasas son enzimas ampliamente distribuidas en las plantas vegetales que catalizan la oxi-
dacién de varios fenoles donadores de electrones en presencia de peréxido de hidrégeno, generando
radicales libres que reaccionan entre si (Figura 4-5) (Rivas, Baltasar, & Moreno, 2016).

Glucosa Acido glucénico

Glucosa-oxidasa

a) Oxigeno
0

b) Mediador oxidado %ﬂ b) Mediador reducido
| Electrodo
¢ Electrones

Figura 4-5.: Reaccién del per6xido de hidrégeno a partir de la peroxidasa (Rivas, Baltasar,
& Moreno, 2016).

a) Peréxido de hidrégeno
0

Método tradicional para cuantificar lactosa presente en el lactosuero residual de
algunos vertimientos

Para medir la lactosa por método de DNS es necesario realizar una desproteinizacion, asi como
una neutralizaciéon de la muestra a medir, se mezcla la muestra de lactosuero con el reactivo DNS
y luego se diluye en 5 mL, la solucién se mantiene en agua hirviendo por 5 min y es enfriada para
medir la absorbancia a 540 nm (Campuzano, 2013).

Es necesario tener en cuenta para la cuantificacién de la lactosa que el método posee un limite de
cuantificacién que es de 2 mg lactosa/mL, teniendo en cuenta eso se debe realizar una curva patrén
con diferentes concentraciones de lactosa para tener asi la correlacion y saber al momento de la
medicién que cantidad de lactosa se tiene en la muestra (Figura 4-6) (Campuzano, 2013).

De acuerdo a la Figura 4-6 por el método del DNS no se puede cuantificar el grado de hidrdlisis
de la lactosa, por lo que el método tendria gran aplicacién si se pudiera medir la absorbancia de
uno de los azicares a una longitud de onda diferente, ya que se evitarian lo errores producidos
por la mediciéon a la misma longitud de onda, pero en ninguno de los casos hallados se reporta
una longitud de onda diferente para cualquiera de las biomoléculas trabajadas. Por otro lado, en
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la preparacién previa de la muestra se debe tener en cuenta la procedencia de la materia prima, se
debe asegurar que la muestra tenga las mismas caracteristicas, es decir, en el caso del lactosuero
provenga de la misma empresa y del mismo proceso de produccién (Campuzano, 2013).

Cocnammcdn gl
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Figura 4-6.: Curva de calibracién para lactosa mediante el método analitico tradicional
DNS (Campuzano, 2013).

4.1.2. Etapa de instrumentacion

La segunda seccién es la etapa de instrumentacién, donde se da a conocer los métodos implemen-
tados a la senal quimica para su lectura, acondicionamiento y procesamiento por medio de un
transductor, un hardware y un software convirtiéndola en una sefial analitica 1til de facil entendi-
miento para el usuario al momento de visualizarla como resultado cuantitativo del biosensor.

Método para cuantificar lactosa

Transductor electroquimico

En la etapa de reconocimiento biolégico la sefial resultante de la reaccién redox es leida por medio
de un par de electrodos, los cuales permiten medir el flujo de electrones desde el electrodo con
mayor densidad de carga electrénica al de menor densidad, dando como resultado una diferencia
de potencial, luego de un equilibrio de oxidacién-reduccion (Alzate, Montes, & Escobar, 2012).

Para realizar la medicién de la diferencia de potencial, se conectan dos electrodos en forma de cir-
cuito continuo para generar un flujo de electrones, también conocido como migracién de iones, cuyo
contacto con la disolucion es mediante un tapén poroso, dando lugar a una celda electroquimica
con una senal cuantificable y de facil procesamiento (Alzate, Montes, & Escobar, 2012).
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Un ejemplo de la construccién de una celda electroquimica es el diseno de un electrodo combinado
en vidrio para medir pH (Figura 4-7). Este consiste en un tubo de vidrio o plastico no conductor que
sirve como soporte del electrodo y un vidrio polarizable con 6xido de litio en el extremo sensible del
electrodo. La estructura del vidrio permite el intercambio de iones de litio por iones de hidrégeno
en solucién acuosa, creando un potencial en milivoltios, el cual es comparado por un electrodo
de referencia de calomel saturado con cloruro de potasio, que genera un potencial constante e
independiente del pH. El electrodo de referencia sirve como puente salino que permite el paso de
los milivoltios generados hacia el circuito de amplificacién mediante un alambre (Alzate, Montes,
& Escobar, 2012).
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Figura 4-7.: Esquema de los dos electrodos usados para medir pH (Alzate, Montes, & Es-
cobar, 2012).

Para biosensores de lactosa algunas investigaciones han basado sus estudios en la fabricacién de
electrodos o transductores electroquimicos voltamperométricos de grafito, nanotubos de carbono o
algunos metales como cobre, zinc, platino, plata u oro (Goyal, Gupta, & Chatterjee, 2010).

El grafito estd conformado por capas de anillos hexagonales de 6 atomos de carbono, en donde
cada atomo de carbono se encuentra ligado por enlaces covalentes a los tres &tomos mas cercanos
de la misma capa; quedando el cuarto atomo libre, para generar una carga eléctrica dispersa que
le asigna al grafito una conductividad relativamente elevada (Goyal, Gupta, & Chatterjee, 2010).

Por tal motivo, teniendo en cuenta el articulo “Third-Generation Biosensor for Lactose Based on
Newly Discovered Cellobiose Dehydrogenase”, los electrodos de grafito espectrogréafico permiten la
transferencia de electrones generados por los procesos de reaccién quimica ya antes mencionados a
través de su membrana, los cuales interactiian con los electrodos libres en la superficie del grafito
y generan energia en forma de conductividad (mV) (Figura 4-8), que posteriormente sera leida
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y acondicionada por un circuito amplificador de seniales, adema&s, mediante un multicontrolador o
placa de desarrollo de Arduino dicha senal es acondicionada y llevada a un computador para ser
procesada por el software y, asi poder visualizar la concentracién de lactosa (Stoica et al., 2005).
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Figura 4-8.: Adhesién de las enzimas [-galactosidasa, glucosa oxidasa y peroxidasa por
adsorcién fisica simple para deteccion de lactosa y luego generacion de con-
ductividad para cuantificar lactosa (Stoica et al., 2005).

La descripcién termodindmica para la reaccion de un electrodo en equilibrio se describe a través de
la ecuacién de Nernst (Ecuacién 4-2), la cual relaciona el potencial del electrodo con las concentra-
ciones de los compuestos que participan en la reaccién quimica de una solucién (Bonetto, 2013).

"Para el caso general de una reaccion redox del tipo” (Bonetto, 2013):

O+ne” <R (4-1)

"siendo O la especie ozidada y R la especie reducida, la ecuacion de Nernst es:” (Bonetto, 2013):
RT
_ 0 C,
E=E’+ 5 #Ing2 (4-2)
?donde Co y Cr es la concentracion de la especie oxidada y de la especie reducida, respectivamente,

en el seno de la solucion. En el equilibrio, E° es el potencial de reduccion de la cupla redox medido
respecto del electrodo normal de hidrégeno, NHE” (Bonetto, 2013).

Acondicionamiento y procesamiento de la sefial util

La diferencia de potencial resultante de la reaccién redox medida por los electrodos es llevada a
una fase de acondicionamiento y procesamiento, como se implementa en dos tipos de biosensores: el
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primero un biosensor de sudor (etapa de instrumentacién simple) y el segundo un potenciémetro de
pH (etapa de instrumentacién compleja). Los cuales fueron analizados debido a su similitud técnica
y funcional con respecto al prototipo de laboratorio de biosensor de lactosa construido (Montero,
2019), (Alzate, Montes, & Escobar, 2012).

En primer lugar, los biosensores de sudor se encargan de analizar biomarcadores como la glucosa y
el lactato, dando informacién sobre el contenido glucémico, la actividad muscular o la hidratacion.
Son sensores potenciométricos que emiten un pequeno voltaje proporcional a la concentracién de
glucosa o lactato presente en la muestra que se analiza y requiere de un hardware bastante simple,
como puede ser un bufer de voltaje de bajo ruido, es decir, necesita de un seguidor de voltaje simple
con filtros RF integrados, como se observa en la Figura 4-9 (Montero, 2019).

to ADC

Glucose l Lactate l

Figura 4-9.: Esquema de los biosensores potenciométricos de glucosa y lactato (Montero,
2019).

to ADC
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Ademas, incluye un capacitor en la red de retroalimentacién del circuito seguidor para disminuir
el ancho de banda y reducir el ruido, finalmente la senial es leida por un convertidor de analégico
a digital de 14 bits (Montero, 2019).

En segundo lugar, el potenciémetro de pH es un biosensor que transforma el potencial del electrodo
en una indicacion de pH segun la solucion medida, por lo que es necesario caracterizar el biosensor
con una curva lineal del respectivo electrodo. Para lograr su éptima funcionalidad hay multiples
circuitos eléctricos que permiten la adquisicién, amplificacién y tratamiento de la sefial proveniente
del electrodo (Figura 4-10). Los circuitos electrénicos propuestos se fundamentan en el uso de un
seguidor de voltaje, tres potenciémetros para la calibracién y amplificadores operacionales con una
pequena corriente de entrada, debido a que la senal es de bajo voltaje y los electrodos poseen una
resistencia que varia entre 10 y 1000 Mega Ohm. Los potenciémetros a usar son: potenciémetro
para el punto cero, potenciémetro para la pendiente y potenciémetro para la compensacién de
temperatura (Alzate, Montes, & Escobar, 2012).
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Figura 4-10.: Circuito amplificador de la senal de pH (Alzate, Montes, & Escobar, 2012).

En la Figura 4-11 se observa el circuito de acondicionamiento maés utilizado para caracterizar un
potenciémetro de pH, conformado por un amplificador operacional LM741 y los tres potenciémetros

de precisién (Alzate, Montes, & Escobar, 2012).

Figura 4-11.: Etapa de inversion y amplificacion de la senal de pH (Alzate, Montes, &
Escobar, 2012).

Para la adquisicién y el procesamiento de la senial, se utiliza el hardware Arduino Mega 2560, al
que esta conectado el potenciémetro de pH, con su respectivo circuito de acondicionamiento, y
comunicacién inaldmbrica con el moédulo XBee Shield, conectado a la interfaz de comunicacién

IEEE 802.15.4. (Jordé4, 2018).
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Figura 4-12.: Potencial (pH) a la salida del amplificador LM741 (Alzate, Montes, & Esco-
bar, 2012).

La Figura 4-12, muestra los potenciales de salida del amplificador operacional en funciéon del pH
(Alzate, Montes, & Escobar, 2012).

4.2. Marco Conceptual

En el marco conceptual se da a conocer la definicién, caracteristicas, componentes y funcionamiento
del biosensor electroquimico de acuerdo a las siguientes etapas: reconocimiento bioldgico e instru-
mentacion. Las cuales se encuentran explicadas en subsecciones con sus respectivos fundamentos,
etapas de composicion, tipos de biosensores, comportamiento de la relacién electrodo-solucion, ca-
racterizacién, instrumentacién y acondicionamiento de la sefial analitica 1util. Sin embargo, previo
a estudiar cada una de las subsecciones mencionadas, se debe entender el concepto, caracteristicas
y partes de un biosensor electroquimico.

Un "biosensor ambiental es un sistema analitico que acopla un elemento bioldgico sensible con un
transductor para obtener una rdpida, proporcional, precisa y sensible deteccion de sustancias indi-
viduales o combinadas presentes en el ambiente, en especial para la deteccion de agentes quimicos
contaminantes”, es decir, los biosensores son dispositivos que traducen la informaciéon quimica a
partir de un elemento bioldgico mediante un mecanismo de deteccién e instrumentacién en una
senal analitica 1til, siendo una herramienta prometedora para inspeccionar la calidad y los proce-
sos a nivel ambiental, clinico y de alimentos; ya que con respecto a los métodos tradicionales estos
brindan mayores beneficios como: sencillez, especificidad, respuesta real y clara (Castro, Luna, &
Villalobos, 2007).

En los dltimos 10 anos los biosensores han sido implementados en dos sistemas de seguridad am-
biental (Castro, Luna, & Villalobos, 2007):
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1. Métodos de seguimiento: encargados de predecir el posible peligro de efectos biolégicos como
toxicidad, genotoxicidad o estrogenicidad de una mezcla de contaminantes medidos en cortos
lapsos de tiempo (Castro, Luna, & Villalobos, 2007).

2. Métodos de cribado o screening: alertan la presencia de algin compuesto contaminante,
ademas de usar métodos convencionales como cromatografia de gases o espectrofotometria
de masas, para la identificacién y confirmacién de los compuestos causantes del dafno (Castro,
Luna, & Villalobos, 2007).

Los biosensores, estan conformados por un sistema de reconocimiento y un transductor, en algunos
casos se habla de un tercer componente conocido como captura bioespecifica (Figura 4-14) (Ruiz,
2006).

La Figura 4-13 menciona las partes que comprenden un biosensor tipico, las cuales son: a) biorre-
ceptores que se unen especificamente al analito; b) una arquitectura de interfaz donde tiene lugar
un evento bioldgico especifico y da lugar a una senal captada por c) el elemento transductor; la
senial del transductor (que puede ser desde el dngulo de acoplamiento de un rayo laser a la co-
rriente producida en un electrodo) se convierte en una senal electrénica y se amplifica mediante
un circuito detector usando la referencia apropiada y se envia para su procesamiento, d) software
de computadora para convertir a un parametro fisico significativo que describa el proceso que se
estd investigando; finalmente, la cantidad resultante debe presentarse a través de e) una interfaz
para el operador humano. Los biosensores se pueden aplicar a una gran variedad de muestras que
incluyen fluidos corporales, muestras de alimentos, cultivos celulares y se pueden usar para analizar
muestras ambientales (Dorothee et al., 2008).
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Figura 4-13.: Elementos y componentes seleccionados de un biosensor tipico (Dorothee et
al., 2008).

Los biosensores ademas de las caracteristicas mencionadas anteriormente, pueden tener sensibili-
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dad, selectividad, versatilidad, robustez y capacidad de monitoreo simultaneo, independiente de los
parametros fisicos como el pH y la temperatura; son la mejor alternativa reutilizable para sustituir
las técnicas convencionales que tienen la misma finalidad (Jiménez & Ledn, 2009).

4.2.1. Etapa de reconocimiento biolédgico

La etapa de reconocimiento biolégico es la primera fase que conforma el biosensor y permite reco-
nocer selectivamente un componente biolégico en una muestra que se desea estudiar, mediante la

interaccion de los agentes quimicos segin sea el caso.
El receptor reconoce selectivamente la informacion quimica presente en la muestra y la convierte de

forma que pueda ser reconocida por el transductor, que la transforma a su vez de una senal primaria
a una senal secundaria facilmente procesable, generalmente eléctrica u dptica” (Ruiz, 2006).

Biospecific capture
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Figura 4-14.: Estructura del biosensor, consta de tres componentes: captura bioespecifica,
interfaz quimica y transductor. La captura bioespecifica es utilizada para la
biodeteccién del analito (Ruiz, 2006).

En la biodeteccion la medicion de las propiedades eléctricas para extraer informacién de sistemas
biolégicos es normalmente de naturaleza electroquimica, por lo que un componente bioelectro-
quimico sirve como elemento de transduccién principal. Aunque los biosensores como dispositivos
emplean una variedad de elementos de reconocimiento, las técnicas de deteccién electroquimica
utilizan predominantemente enzimas, esto se debe principalmente a sus capacidades especificas de
unién y actividad biocatalitica (Bonetto, 2013).

Los biosensores enzimaticos se fundamentan en métodos de inmovilizacion, es decir, adsorcién
de enzimas por fuerzas de Van der Waals, enlaces iénicos o enlaces covalentes. Las enzimas mas
comunes para este propdsito son oxidorreductasas, polifenol oxidasas, peroxidasas y amino oxidasas
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(Jiménez & Ledn, 2009). Para la etapa de reconocimiento, los elementos biolégicos pueden dividirse
en dos (Castro, Luna, & Villalobos, 2007):

1. Biocataliticos (biosensores cataliticos): conformados por microorganismos, enzimas aisladas,
tejidos y células completas, los cuales generan un producto detectable y medible mediante
reacciones de catdlisis del analito (Castro, Luna, & Villalobos, 2007).

2. Bioligandos (biosensores de afinidad): constituidos por acidos nucleicos, péptidos, anticuer-
pos vy lectinas, los cuales se caracterizan por tener una reaccién de afinidad con el analito
(Castro, Luna, & Villalobos, 2007).

Por lo tanto, los mecanismos de operacién de los biorreceptores implican (Ruiz, 2006):
1. Conversién del analito en un producto detectable por el sensor.
2. Deteccion de un analito que actiia como inhibidor enzimético o activador.
3. Evaluacién de la modificacién de las propiedades enzimaéticas tras la interaccion con el analito.

Del mismo modo, la etapa del biorreceptor es controlada mediante una reaccién quimica comple-
mentaria, las reacciones pueden ser: consumo de oxigeno, formacion de perdxido de hidrégeno,
cambios en la concentraciéon de NADH, fluorescencia, absorcién, pH, conductividad, temperatura
o masa (Ruiz, 2006).

La interaccién entre la etapa de reconocimiento y el analito conforma el factor determinante para
la seleccion del sistema de transduccidn, sin el cual no se puede amplificar, registrar, sistematizar,
almacenar e interpretar las senales dadas por el producto de la muestra. Motivo por el cual, la
interaccién electroquimica entre la reaccién y el electrodo genera una senal cuantificable y acon-
dicionada por los transductores electroquimicos, dispositivos méas robustos, de facil fabricacién,
mantenimiento, manejo y econémicos con respecto al resto de los transductores. Lo anterior hace
del biosensor un equipo llamativo por tener un amplio intervalo de linealidad y tiempos de respuesta
muy cortos (Ruiz, 2006).

4.2.2. Etapa de instrumentacion

La etapa de instrumentacion se divide en dos fases: transductor electroquimico y, procesamiento y
acondicionamiento de la senal ttil. El transductor electroquimico es la siguiente fase que constituye
un biosensor, puesto que esta realiza la captura del resultado de la interaccién quimica dada en
la etapa de reconocimiento mediante un electrodo combinado. Mientras que la tltima fase permite
la lectura, procesamiento y acondicionamiento de la senal registrada por los electrodos mediante
el uso de la electrénica y la programacién, concediendo al usuario visualizar la cuantificacion del
componente biolégico que desea estudiar.
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Transductor electroquimico

Los sensores electroquimicos reaccionan con el componente bioldgico de interés para producir una
senal eléctrica proporcional a su concentracién. Por lo anterior, es que un sensor electroquimico
tipico comnsiste en un electrodo de trabajo, un electrodo de referencia y un agente quimico, el cual
genera una senal de respuesta ante la reaccién quimica ocasionada en la muestra de estudio (Do-
rothee et al., 2008).

Los transductores electroquimicos se fundamentan en convertir la sefial obtenida por una reaccién
quimica en una senal eléctrica (Alegret, Del Valle, & Merkoci, 2004), y tienen la ventaja de ser
econémicos y brindar respuesta rapida; ademas, de poseer la capacidad de automatizaciéon en una
gran variedad de muestras (Ruiz, 2006). Estos se catalogan en: 6pticos, piezoeléctricos, térmicos, co-
lorimétricos, conductimétricos, impedimétricos, potenciométricos, amperométricos y voltamétricos
(Figura 4-15) (Castro, Luna, & Villalobos, 2007).
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Figura 4-15.: Estructura biosensor, especificado en la fase de transduccion donde se observa
sus variables de entrada y salida, como los métodos y materiales. Basado en
Ruiz, 2006 y realizado por autoria.

En especial, los transductores voltamperométricos se basan en la recepcién de un potencial sobre un
electrodo de trabajo. Se fundamentan en la proporcién de la concentracion existente de un deter-
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minado compuesto biolégico en una muestra de estudio y del voltaje registrado sobre la superficie
del electrodo combinado al oxidarse (Alegret, Del Valle, & Merkoci, 2004).

Las mediciones electroquimicas en una reaccién quimica estudian la termodinamica, las propiedades
espectroscépicas de intermediarios inestables y analizan la cantidad de especies orgdnicas en una
solucién. La aplicaciéon de un método electroquimico necesita del conocimiento fundamental sobre
las reacciones del electrodo, las propiedades eléctricas que se dan entre la interaccién solucion-
electrodo y las variables que afectan la reaccién, las cuales se observan en la Figura 4-16 (Bonetto,
2013).
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Figura 4-16.: Variables que afectan las reacciones en un electrodo (Bonetto, 2013).

La interaccién solucidn-electrodo se caracteriza por presentar caracteristicas diferentes del seno de
la soluciéon debido a la formacién de lo que se conoce como la doble capa idnica y surge de la
atraccion electrostatica de los iones de una solucién hacia un electrodo cargado (Bonetto, 2013).

Existen dos tipos de procesos que dan lugar a corrientes en un electrodo:

1. Proceso faradaico: aquel que por medio de una reacciéon de oxido reduccién en una mues-
tra, la carga es transferida a través de un electrodo a un ion, proceso conocido como la
Ley de Faraday, que postula que ”la extension de una reaccion quimica en un electrodo es
proporcional a la intensidad de corriente; las corrientes resultantes se denominan corrientes
faradaicas” (Bonetto, 2013).

2. Proceso sin transferencia de carga: producido en la interfaz solucidn-electrodo debido a la
inestabilidad de las condiciones cinéticas o termodinamicas, lo que ocasiona inestabilidad del
potencial resultante de la solucién, generando corrientes externas. En este caso se conoce
como proceso no-faradaico, es decir, "que a pesar de no haber transferencia de carga, existen
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procesos de adsorcion y desorcion en la superficie de los electrodos que originan corrientes
no-faradaicas” (Bonetto, 2013).

Dado que las reacciones generalmente se detectan muy cerca de la superficie del electrodo, los elec-
trodos juegan un papel crucial en el rendimiento de los biosensores electroquimicos. En funcién de
un electrodo especifico, el material del electrodo, su modificaciéon de superficie o sus dimensiones, su
capacidad de deteccion influye enormemente. La deteccién electroquimica por lo general requiere
de un electrodo de: referencia, auxiliar y trabajo (redox) (Dorothee et al., 2008).

El electrodo de referencia se mantiene a una distancia del sitio de reaccién para mantener un po-
tencial conocido y estable. El electrodo de trabajo sirve como el elemento de transduccion en la
reacciéon quimica, mientras que el electrodo auxiliar establece una conexién con la solucién elec-
trolitica para aplicar una corriente al electrodo de trabajo. Estos electrodos deben ser conductivos
y quimicamente estables. Por lo tanto, el platino, el oro, el carbono, el grafito y los compuestos de
silicio se usan cominmente, dependiendo del analito (Dorothee et al., 2008).

Sin embargo, el biosensor electroquimico cuenta con falencias en su superficie impidiendo una alta
sensibilidad y selectividad del componente biolégico deseado, porque como se explica en la Figura
4-16, el pH y la fuerza idnica en los biofluidos difieren significativamente. Razén por la cual, recien-
temente ha aumentado el uso de la nanotecnologia para reducir las dimensiones de los elementos
del sensor electroquimico a tamanos que puedan aumentar la relacién sefial/ruido y para encontrar
formas de usarlo. Ademas, la. combinacién de conocimientos en bioquimica, electroquimica, fisica de
superficie, estado solido, bioingenieria, tecnologia de silicio de circuitos integrados y procesamiento
de datos ofrece la posibilidad de una nueva generacién de sensores altamente especificos, sensi-
bles, selectivos y confiables, asi como, matrices de sensores que abordan estos problemas restantes
(Bonetto, 2013).

Acondicionamiento y procesamiento de la senal util

Jaroslav Heyrovsky Premio Nobel de Quimica en 1959, descubrié y desarrollé métodos de andlisis
polarograficos. Demostré ademas que era posible reducir moléculas orgdnicas en un electrodo de
mercurio al aplicar un voltaje determinado, dando lugar a una corriente relacionada con la con-
centracién de la sustancia que se estaba reduciendo. Ademas, la relacién de la corriente observada
con el potencial aplicado permitian identificar la sustancia. Por lo cual, lo anterior fundamenta los
principios electroquimicos (amperométricos y voltamperométricos), sean aplicados hoy en dia en
varias aplicaciones (Gonzélez & Darbyn, 2007).

El principio voltamperométrico, se caracteriza por una instrumentacién de bajo costo que otorga
una elevada sensibilidad y especificidad. La especificidad depende de las capacidades de enlace de
las enzimas, mientras la sensibilidad depende del elemento biolégico y del transductor encargado
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para detectar la reaccién (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

El procesamiento de senales en un biosensor electroquimico puede ser basado en hardware o softwa-
re, puesto que las computadoras han impulsado la investigacion y el desarrollo de los biosensores,
debido al seguimiento y control continuo de los pardmetros quimicos de un proceso complejo. El
procesamiento de la senal requiere de: computadora, interfaz, y software, ya que el sensor interactiia
con la muestra y la transforma selectivamente en informaciéon quimica para que luego la interfaz la
transforma en una la senal analitica 1til. Finalmente, el software controla la interfaz y visualiza los
resultados de la medicién (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

Sin embargo, la sefial eléctrica obtenida del biosensor no puede interactuar directamente con el
dispositivo de salida (computador, interfaz o software), porque necesita de un proceso de acondi-
cionamiento (amplificacién, filtrado, linealizacién, aislamiento) para poder ser visualizada (Figura
4-17) (Montilla, 2015).
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Figura 4-17.: Esquema biosensor electroquimico (Montilla, 2015).

El acondicionamiento de una senal se fundamenta en su manipulacién electrénica aplicando ele-
mentos electrénicos para obtener los rangos de voltajes o corrientes deseados por el diseno. Es por
ello, que la etapa de instrumentacién tiene importancia en la construccién de un biosensor, debido
que (Gonzalez & Darbyn, 2007):

1. Las senales son muy débiles (corrientes de polarizacién y desequilibrio, derivas y ruido).

2. Las frecuencias son muy bajas y limita el uso de amplificadores en corriente alterna porque
los condensadores son grandes.

3. La senal procede de una fuente de impedancia alta (impedancias parésitas).

Por lo tanto, los procesos para el acondicionamiento de una senial con implicaciones como las
mencionadas anteriormente son (Gonzélez & Darbyn, 2007):

1. Proteccién para evitar danio sobre los dispositivos o elementos de procesamiento de la senal.
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2. Convertir una senal en otro tipo de senal (Ejemplo: voltaje a corriente).
3. Amplificar una senal para que esta pueda ser leida.
4. Eliminacién o reduccion de ruido, por filtros.

5. Manipulacién de la sefial (convertir una variable en una funcién lineal).

Los circuitos mas utilizados para el acondicionamiento de una senal proveniente de un biosensor,
se realiza por medio de amplificadores operacionales e instrumentales; asi como también el uso del
puente de Wheatstone, filtros paso-bajo, atenuadores y fuente de corriente. Siendo los de mayor
importancia para el presente trabajo de grado (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017):

= Amplificadores Operacionales:

Para este tipo de amplificador la tension de entrada es nula y la de salida no, por lo que se
requiere someter la entrada a una diferencia de tensién (tensién offset, V,,) y anular la tensién
de salida. Mientras que las corrientes de entrada son diferentes y no son nulas (corriente de
offset, I,5) (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

Los anteriores desequilibrios se entienden con el amplificador inversor de la Figura 4-18,
donde el amplificador operacional es ideal, la polaridad para I, IoyV,s puede ser cualquiera
(Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

Figura 4-18.: Amplificador operacional 1 (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

La expresion de la tensién para el anterior amplificador operacional (Figura 4-18) es (Cova,

Yusmary, & Bompal, 2017):
R3 2Rs
Vo=(=—|(1+— ) (Va—W 4-3
0 <R4>(+R1>(2 1) (4-3)
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Donde R3 es innecesaria, sin embargo para la determinacién de las resistencias se dice que:
Rs = R1//Rs y la expresion reducida es (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017):

Ry Ry
Vs=——Ve 1 — | Vos + Ios R 4-4
R Vet ( + R1> + Los 2 (4-4)

Por lo tanto, se ha reducido el error debido a que se cumple que I,s es menor a I, Is y que la
impedancia y ganancia seran altas, pero que si se reduce el valor de todas las resistencias, el
error se disminuye debido a I,s, pero como consecuencia negativa la impedancia de entrada
se reduce, ademas de los siguientes efectos secundarios indeseados: se modifican las corrientes
de polarizacién y desequilibrio y se incrementa la deriva térmica de la tensién de desequilibrio
(Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

Y por eso, que una alternativa para minimizar el efecto del desequilibrio de las corrientes de
polarizacién como de la tensién de offset se fundamenta en la suma de una tensién externa
al terminal de referencia. Ademads, permite corregir errores provenientes del biosensor con un
ajuste en un amplio rango (Figura 4-19) (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

R
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Figura 4-20.: Amplificador operacional 3 (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).
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Siendo asi, el amplificador inversor cuenta con R; que incluye la resistencia de salida de V,
y en el amplificador no inversor se considera que Rjs es fija y es la resistencia de V., como
indica la Figura 4-20 (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

= Amplificadores Instrumentales:

Estos amplificadores son usados cuando los voltajes y corrientes de salida de los transductores
son senales pequenas y deben ser transmitidas a un equipo de adquisiciéon de datos o de
control. En ambientes industriales el ruido eléctrico causa inconvenientes en circuitos de
bajo nivel. Es por lo mencionado, que un amplificador instrumental (Figura 4-21) sirve para
combatir el ruido mediante el aumento de la intensidad de las sefiales de bajo nivel antes de
su transmisién (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).
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Figura 4-21.: Esquema amplificador instrumental (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017).

Y la expresion que lleva a la explicacién y construccion del circuito de un amplificador
instrumental es (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017):

Vo = (g) (1 n 2RR12> (Vo - Vi) (4-5)

De igual manera, las diferencias entre un amplificador de instrumentacién y un amplificador
operacional son (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017):

e Los amplificadores de instrumentacién tienen ganancia finita. Un amplificador opera-
cional tiene ganancia infinita y con retroalimentacion externa logra una ganancia finita.

e El amplificador de instrumentacion tiene entrada diferencial de alta impedancia. Mien-
tras que el amplificador operacional también la tiene, pero cuando los elementos de
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retroalimentacion se adicionan al amplificador operacional, disminuye la impedancia de
entrada.

La senal analitica 1util resultante del proceso de acondicionamiento, es procesada por parte del
método electroquimico de voltamperometria de barrido lineal, el cual consiste en medir la corriente
del electrodo de trabajo y realizar un barrido lineal de potencial entre este electrodo y el electrodo
de referencia; obteniendo como resultado un pico en la senal (potencial estable) por la oxidacién y
la reduccion del analito. El método electroquimico de voltamperometria de barrido lineal parte de
la adquisicion y procesamiento de la senal mediante un microcontrolador o plataforma de desarrollo
como Arduino (Hardware) (Figura 4-22) (Jord4, 2018).
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Figura 4-22.: Esquema general del sistema para adquisicién y procesamiento de la senal
(Jorda, 2018).

Y luego, la implementacién de un programa o software incorporado al hardware para la transmisién
de informacién hacia el computador o interfaz inaldmbrica, con la finalidad de dar por terminado
la construccion del biosensor electroquimico y dar al usuario la visualizacion del resultado deseado,
ya sea en grafica o dato numérico.

4.3. Antecedentes

Los antecedentes se encuentran divididos en tres etapas: antecedentes de los métodos tradicionales
para la deteccién o cuantificacién de lactosa, antecedentes de los biosensores utilizados para cuan-
tificar el disacarido lactosa o alguno de sus sacdridos y biosensor desarrollado en la actualidad para
la cuantificacién de lactosa en matrices lacteas (competencia en el mercado). Dentro de las etapas
los antecedentes se encuentran organizados segin el ano de publicacién de manera creciente, es
decir, de los articulos mas antiguos a los mas recientes.
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4.3.1. Antecedentes de los métodos tradicionales para la detecciéon o
cuantificacion de lactosa

La mayoria de los contaminantes y compuestos téxicos quimicos tanto para el area de la salud como
ambiental, requieren anélisis no solo con mecanismos invasivos, sino complejas etapas de tratamien-
to y procesamiento de la muestra, con técnicas instrumentales de alto costo, como lo son el uso de
algunos métodos tradicionales como: cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a diferentes
sistemas de deteccién, fluorescencia, ultravioleta con arreglo de diodos (UV-DAD), o diferentes
sistemas y filtros de masas (HPLC/MS, HPLC/MS/MS), electroforesis capilar o cromatografia ga-
seosa (GC) con detectores como fésforonitrégeno (GC-NPD), ionizacién de llama (GC-FID), cap-
tura de electrones (GC-ECD), espectrémetros de masas y masas tandem (GC-MS, GC/MS/MS)
(Jiménez & Ledn, 2009). Algunos de los métodos mencionados anteriormente son implementados
en estudios realizados para la deteccion o cuantificacion de lactosa, como se describe a continuacién:

En primer lugar, en 2011 el articulo titulado “Quantification of lactose content in human and cow’s
milk using UPLC-tandem mass spectrometry”, trata sobre el desarrollo del método de UPLC-MS
/ MS para la medicién de lactosa en leche de vaca y humana con presencia de proteinas y grasas
para analisis. Las principales ventajas del método desarrollado fueron: determinacion completa de
lactosa en 5 min, recuperacién absoluta de 97-107 %, limite inferior de deteccién a 5 ng/Ly 99 %
de linealidad sobre el rango de concentracién de 0.7-4.4 mg/L para leche de vaca y humana. Por
lo tanto, el método descrito en el articulo representa un andlisis de lactosa para determinacién
rutinaria en leche humana cruda (Fusch et al., 2011).

En segundo lugar, la revista FABICB publicé el articulo “Identification and quantification of su-
gars by micellarelectrokinetic chromatography in reverse phase in modified milk”, en el cual se habla
acerca del desarrollo de un método por electroforesis electrocinética micelar para la identificacién al
tiempo de sacarosa, fructosa y glucosa en leches modificadas. Para llevar a cabo el método realizaron
separacion de los componentes estudiados empleando capilares de bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) y silice como surfactante catiénico en el electrolito de corrida; obteniendo como resulta-
do: curvas de calibracion lineales con R? mayor a 98.49, desviacion estindar menor a 1.88 % vy
recuperacion entre 95-114 % para la glucosa, 104—110% para la fructosa, 93-118 % para la lactosa
y 92-110% para la sacarosa”. Por lo tanto, la exactitud, precisién y rapidez, lo hacen un método
util para la cuantificacién de azicares en leches modificadas de manera simultdnea (Gerstner et al.,
2014).

En tercer lugar, en el articulo “A novel method for quantification of lactose in mammalian milk
through HPTLC and determination by a mass spectrometric technique” del 2014, los autores reali-
zaron una introduccién sobre las funciones que desempena la lactosa en la salud de los mamiferos
recién nacidos y, presentaron un nuevo método de cromatografia de capa fina de alto rendimiento
(HPTLC) para la estimacion de la concentracién de lactosa presente en la leche de mamiferos. Los



36 4 Marco Referencial

componentes que utilizaron para ejecutar el método fueron n-butanoldcido glacial acético-agua en
gel de silice para 254 placas de aluminio; proceso que también se confirmé mediante determinacién
de espectrometria de masas, y la determinacién densitometria de las placas de HPTLC con reactivo
de metanol-acido sulfurico. Finalmente, las concentraciones de lactosa en la leche de los mamiferos
fueron del 2.16 %, 5.70 %, 6.70 %, 7.17 % y 6.38 %, respectivamente (Amit et al., 2014).

Por otro lado, més especificamente para detectar los contaminantes presentes en las aguas residua-
les se procede a realizar un analisis completo de sus compuestos, para lo cual, se ha desarrollado
varios métodos de evaluacion con la opcién de ser utilizados como indicadores para el control de ca-
lidad de dichas aguas. Algunos de los métodos implementados son demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO) y nitrégeno total Kjeldahl, métodos enzimaticos, en-
tre otros. En especial los métodos para cuantificar lactosa residual se fundamentan en la hidrolisis
de la misma a J-glucosa, d-galactosa con [-galactosidasa y la determinacion de cualquiera de los
azucares obtenidos (Espinosa, Leén, & Rodriguez, 2013). El método tradicional que se usa para la
cuantificacién de lactosa en la actualidad, se conoce como el método DNS, el cual se ejecuta para
estudios en el siguiente articulo encontrado:

En cuarto lugar, de acuerdo a la revisién bibliografica planteada en el documento “Medida de la
concentracion de lactosa” por el autor Campuzano el método DNS reacciona tinicamente con los
azucares reductores. Por lo tanto, la lactosa luego de su hidrdlisis en medio acido se convierte
en galactosa y glucosa, dos compuestos que son reductores y reaccionan con el DNS generando
la coloracién de un producto que de acuerdo a la concentraciéon de lactosa es proporcional. Sin
embargo, para medir la lactosa por el método de DNS se requiere de una desproteinizacién y una
neutralizacién de la muestra a medir. Del mismo modo, de acuerdo a la literatura consultada en el
documento, el método tiene un limite de cuantificacién de 2 mg/mL lactosa, con lo cual se realiza
una curva patrén con diferentes concentraciones de lactosa para conocer qué cantidad de lactosa
tiene la muestra. Finalmente, se concluye que la cuantificacién de lactosa por el método del DNS es
en gran porcentaje errénea, ya que sus dos monosacaridos presentan coloracién al reaccionar con el
DNS y, por lo tanto, no se conoce cuél de las dos biomoléculas se estd cuantificando (Campuzano,
2013).

En conclusién, el andlisis cualitativo y cuantitativo de concentraciones de algunos compuestos se
ha fortalecido mediante el andlisis por técnicas instrumentales como los que se mencionaba an-
teriormente; sin embargo, lo engorroso de los procedimientos, los largos tiempos de analisis y los
altos costos tecnoldgicos, llaman la atencién para plantear estrategias innovadoras paralelas a las
técnicas existentes (Espinosa, Leén, & Rodriguez, 2013).
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4.3.2. Antecedentes de los biosensores utilizados para cuantificar el
disacarido lactosa o alguno de sus sacaridos

Alrededor de 60 anos los biosensores iniciaron su desarrollo y comercializacién en aplicaciones
clinicas y de impacto bioquimico. En 1962, el sensor enzimatico fue el primer desarrollo para de-
terminar la concentracién de glucosa en sangre a través de la reaccidon catalizada por la glucosa
oxidasa, acopldandola a un electrodo selectivo de oxigeno. Posteriormente, las enzimas inmovilizadas
permitieron el desarrollo de biosensores para urea y su reconocimiento fue quince anos més tarde
con publicaciones de cardcter cientifico (Malhotra et al., 2005).

A lo largo del tiempo ha aumentado los reportes sobre avances en biosensores, debido al rapido creci-
miento de biomateriales, en donde, la respuesta generada como resultado de la reacciéon bioquimica
es detectada por un transductor para dar una senal (6ptica / eléctrica / térmica) que puede ser am-
plificada para la estimacién de la concentracién de un analito en una muestra determinada. Entre
los diversos tipos de biosensores, los sensores electroquimicos, especialmente voltamperométricos,
ocupan actualmente una posicién de liderazgo (Malhotra et al., 2005).

En primer lugar, en el estudio nombrado “Amperometric biosensor sensitive to glucose and lac-
tose based on co-immobilization of ferrocene, glucose oxidase, B-galactosidasa and mutarotase in
B-cyclodextrin polymer”, se desarrollé un biosensor amperométrico sensible a glucosa y lactosa, uti-
lizando glucosa oxidasa, S-galactosidasa, mutarotasa y ferroceno en el polimero de §-ciclodextrina,
los cuales se relacionan entre si. Para evaluar el funcionamiento del biosensor tuvieron en cuenta:
tiempo de respuesta, limite de deteccién, selectividad, dependencia del potencial aplicado, tempe-
ratura y pH, asi como la estabilidad operativa y de almacenamiento; concluyendo que la estabilidad
de la membrana enzimatica parte del polimero de -ciclodextrina, debido a la capacidad de absor-
cién de agua del polimero (Liua et al., 1998). Motivo por el cual, el documento citado dio a conocer
estrategias para la evaluaciéon del rendimiento del biosensor a partir de pardmetros caracteristi-
cos de la respuesta, indicando el mejoramiento y avance de los estudios en laboratorio realizados;
ademads, que brindé un método de comparaciéon y determinacién de varios tipos de electrodos que
son compatibles entre si.

En segundo lugar, fue publicado el articulo “Single-wall carbon nanotubebased voltammetric sensor
and biosensor” en el ano 2004, en el cual, a partir de la sensibilidad al pH del electrodo de nanotu-
bos de carbono de pared simple se estudié la técnica de voltametria de pulso diferencial, obteniendo
como resultado un valor en el orden de la potencia, que podria alcanzar el equilibrio dentro de los
5 primeros minutos junto con una buena estabilidad operativa. Los biosensores voltamétricos de
ureasa y acetilcolinesterasa se construyeron inmovilizando las enzimas con material hibrido sol-gel,
en donde, el desplazamiento potencial maximo podria alcanzar 0.130 V' y 0.220 V para urea y
acetiltiocolina (Xu et al., 2004). Entonces, dicha informacién se aplicé al presente trabajo de grado,
para analizar los métodos desarrollados en la obtenciéon de un voltaje como dato de cuantificacién
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de la lactosa.

En tercer lugar, en el ano 2005 los autores del articulo “ThirdGeneration Biosensor for Lactose
Based on Newly Discovered Cellobiose Dehydrogenase”, hablaron del principio de funcionamiento y
de las caracteristicas que posee un biosensor de lactosa basado en un disefio de tercera generacién
que implica la celobiosa deshidrogenasa, puesto que se fundamenta en la transferencia de electrones
entre dos celobiose deshidrogenasas (CDH) recién descubiertas, de los hongos de pudricién blanca
Trametes villosay Phanerochaete, y un electrodo de grafito espectrografico. Al ser evaluado da como
resultado un limite de deteccion para lactosa de 1 uM, un tiempo de respuesta de 4 s y un rango
lineal de 1 a 100 uM de lactosa. De tal manera, dichos resultados y simplicidad de la construccién
hicieron que el detector de lactosa sea una buena alternativa para su uso en biosensores, como para
cuantificar el contenido de lactosa en leche pasteurizada y suero de leche utilizando el método de
adicién estandar (Stoica et al., 2005). Este articulo fue de ayuda para el desarrollo de este proyecto
de grado, ya que se pudo relacionar como una posible metodologia selectiva para la deteccién de
lactosa presente en lactosuero residual.

En cuarto lugar, en el estudio titulado “Two-enzyme lactose biosensor based on (-galactosidase and
glucose ozidase deposited by ACelectrophoresis: Characteristics and perfomance for lactose deter-
mination in milk”, se desarroll la investigacion de dos enzimas [-galactosidasa y glucosa oxidasa
para fabricar un sensor detector de lactosa, mediante la deposicion de estas por el método de elec-
troforesis de corriente alterna. Luego de que construyeron el sensor, este les arrojé una sensibilidad
de 111 nA/mMmm?, un tiempo de respuesta de aproximadamente 8 s en un rango de 14 mM
de lactosa y una estabilidad razonable, ya que no implementa membranas externas. Por lo que, se
evalué el funcionamiento del sensor, dando respuesta precisa y siendo un instrumento econémico
y de facil manejo (Amman & Fransaer, 2010). La metodologia implementada en el estudio fue
analizada a mayor profundidad, puesto que se evaliio y cumplié con los objetivos propuestos en el
presente trabajo de grado.

En quinto lugar, en 2010 en el articulo “An Integrated Amperometric Biosensor for the Determina-
tion of Lactose in Milk and Dairy Products”, se da a conocer un biosensor amperométrico integrado
para la determinacién de lactosa, enfocado en un bioelectrodo de oro modificado con monocapas
monomarcadas (SAM) de 4cido 3-mercaptopropiénico (AMP) en el que las enzimas 3-galactosidasa
(8-Gal), glucosa oxidasa (GOD), peroxidasa (HRP) y el mediador tetratiafulvaleno (TTF) se co-
inmobilizan mediante una membrana de didlisis, proceso en el cual ocurre hidrélisis de lactosa que
da como resultado glucosa que es reducida enziméticamente, dando lugar a una senal amperométri-
ca proporcional a la concentracién de lactosa que fue evaluada graficamente. Las graficas indicaron
un rendimiento adecuado para que el biosensor sea implementado en la determinacion de lactosa en
leche y otros alimentos, ademés, corroboraron su uso en comparacion a kits enzimaticos comerciales
(F et al., 2010). El desarrollo mencionado anteriormente, permitié visualizar para el proyecto de
grado qué campos de la quimica analitica se debian estudiar para entender el comportamiento de
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los compuestos quimicos con relaciéon a la generacién de hidrdlisis y 6xido-reduccién, dependiendo
de la metodologia selectiva, del tipo de componente quimico y del electrodo seleccionado para pro-
ducir un cambio de voltaje significativo.

En sexto lugar, el documento de revisién con nombre “Electrochemical sensing and biosensing based
on square wave voltammetry” fue publicado por Aicheng Chen y Badal Shaha en 2013, en donde
hablan a nivel conceptual sobre el estudio, comportamiento e implementaciéon de la voltametria
de onda cuadrada (SWV) para el desarrollo de biosensores electroquimicos en los ultimos anos
debido a su selectividad y sensibilidad. Por ende, la voltametria se utiliza para el estudio de las
reacciones enzimdticas, que conllevan a un diagnéstico y andlisis ambiental, llevando a que los
biosensores electroquimicos por voltametria de onda cuadrada sean innovadores y llamativos en el
mercado (Chen & Shaha, 2013). Por lo anterior, el documento dio a conocer informacién acerca
del uso y las ventajas de la voltametria de onda cuadrada para la construcciéon de biosensores de
tipo electroquimico, como lo es en el drea medio ambiental e industrial, teniendo como parametros
fundamentales la selectividad y sensibilidad para dar confiabilidad en sus resultados y haciendo de
los biosensores electroquimicos productos con éxito en el mercado.

En séptimo lugar, segun el articulo “Development of label-free electrochemical lactose biosensor
based on graphene/poly (1,5 diaminonaphthalene) film” publicado por la revista Current Applied
Physics en 2015, se desarrollé un biosensor de lactosa por co-inmovilizacién de [-galactosidasa
y glucosa oxidasa en microelementos modificados con platino y grafeno para la identificacion de
lactosa. El grafeno se sintetizé por vapor quimico y fue insertado en la superficie de los electrodos
por electropolimerizacién, proceso que fue analizado por voltametria ciclica para indicar que dicha
pelicula inducia mejor senal de corriente y, por consiguiente, es novedosa para el area de biosen-
sores electroquimicos (HaiNguyen, ThanhNguyen,& Vu, 2015). Lo anterior, permitié identificar y
analizar la manera en cémo los autores co-inmovilizaron las enzimas por grafeno para brindar una
sensibilidad mayor en el biosensor de lactosa.

En dltimo lugar, en 2017 se publicé el trabajo llamado “Determination of lactose in milk products:
a comparison of three-enzyme amperometric biosensor and gas chromatography/tandem mass spec-
trometry”, el cual trata sobre la presentacién de dos métodos para la determinacién de lactosa. El
desarrollo de este biosensor consistié en tres enzimas: $-galactosidasa, glucosa oxidasa y peroxidasa,
por lo que, los primeros experimentos se llevaron a cabo con el biosensor de peroxidasa mediante
voltametria ciclica, lo que concluy6 que el ferroceno fue el mejor mediador para dicho estudio. Por
otro lado, escogieron dos materiales de electrodos y el més eficiente fue el grafito electroscépico,
ya que obtuvo mejor respuesta electroquimica. Y para la deteccién directa de lactosa utilizaron
tres métodos: tampdn de fosfato, cromatografia de gases y determinacion directa de lactosa, de los
cuales la cromatografia de gases con detecciéon de espectrometria de masas ofrece una mayor sen-
sibilidad y selectividad ortogonal (Kucerova, Komenska, & Tomkové, 2017). Dicho trabajo brindé
herramientas para justificar el porqué del metodologia selectiva establecida en el proyecto de grado
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para la deteccion de lactosa y el cémo se evalud su viabilidad y funcionamiento, en comparacién
con otros métodos comerciales.

4.3.3. Biosensor desarrollado en la actualidad para la cuantificacion
de lactosa en matrices lacteas (competencia en el mercado)

Hoy en dia, existen grupos de investigaciéon que ejercen control y seguimiento a las industrias para
determinar si dentro de sus desechos industriales estan liberando compuestos contaminantes en el
medio ambiente. La labor de estos profesionales consiste en acompanar a la respectiva empresa en
uno de sus sistemas de produccion, analizar los residuos y determinar en qué niveles de contamina-
cién estan. Lo anterior es muy importante desde el punto de vista tecnolégico, debido a la cantidad
de empresas que estan interesadas en conocer el impacto ambiental que realizan con su produccién
(Manizales, 2017).

Razén por la cual, actualmente hay grupos de investigacién, empresas y multinacionales que se fun-
damentan en el desarrollo de biosensores de lactosa; como es el caso de la empresa Biolan creada
en 2006 y considerada por la Comision Europea como una de las 50 pymes mas innovadoras, encar-
gada de desarrollar biosensores para medir mediante reacciones biologicas los niveles de distintos
elementos en productos alimenticios. Por lo que, esta empresa comercializard en todo el mundo
su sensor para medir el nivel residual de lactosa en productos lacteos ”sin lactosa.? través de la
multinacional tecnolégica DSM (Biolan, 2017).

El biosensor es conocido como BIOMILK 300, un ”"dispositivo analitico compacto para la cuantifi-
cacion de lactosa en matrices ldcteas de una manera precisa, sencilla, rapida, con alta especificidad
y selectividad de enzimas especificas con una transduccion amperométrica de la senal, facilmente
detectable y cuantificable”. De acuerdo a las caracteristicas técnicas del funcionamiento del biosen-
sor, los rangos del andlisis se encuentran de acuerdo a las concentraciones de la muestra: 0-200
mg/L para muestras liquidas, rango de cuantificacién 60-140 mg/L, error méximo del 15 %; 0-2
g/L para muestras tanto liquidas como sélidas, rango de cuantificacién 0.6-1.4 g/L, error maximo
del 15%; 0-6 g/L para muestras tanto liquidas como sélidas, rango de cuantificacién 1.8-4.2 g/L,
error maximo del 15 % (Biolan, 2017).

4.4. Marco Geografico

Sopé en lengua Chibcha ”Piedra o Cerro Fuerte”, es un municipio ubicado en una de las faldas de
la Cordillera Oriental del departamento de Cundinamarca (Colombia) y localizado a 39 kilémetros
al norte de la ciudad de Bogota (Mapas y Guias, 2018).

Segin el IDECUT, el 19 de noviembre de 1876 hubo un combate entre las fuerzas al mando del
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General Alejo Morales y la Guerrilla de Guasca bajo ordenes del General José Maria Herran en
el puente de Sopd. El Valle de Sopd, politicamente estuvo conformado por tres territorios de la
civilizacién muisca: El Cacicazgo de Sopé parte occidental del Valle, Cueca era la zona central y
Meusa el area oriental. Y en la vereda de Pueblo Viejo (actualmente situada hacia al occidente del
municipio), los espanoles tenfan un resguardo de indigenas con una capilla a cargo de los dominicos
desde 1612. Por lo tanto, el nuevo pueblo de Sopd se fundé el 25 de mayo de 1653 por los indios
muiscas de Meusa, Cueca y Sopé (IDECUT, 2018).

A continuacion se explica el contexto arqueoldgico, territorial, demografia y divisiéon politico ad-
ministrativa, condiciones econémicas y ecosistémicas y, el sistema fisico natural del municipio de
Sopd, siendo el lugar geogréifico donde se estudié la problemética que conllevé al desarrollo del
presente trabajo de grado.

4.4.1. Contexto arqueoldgico de Sopo

El contexto arqueolégico del municipio de Sopé se basa en los fundamentos de que esta poblacion
tiene una ubicaciéon importante dentro de la geografia politica de la sociedad muisca de los siglos
XV y XVI ya que en este lugar se ubicaron los asentamientos indigenas principales de la regién
denominados Cueca, Sop6, Teusacd y Meusa (Figura 4-23); los cuales eran los asentamientos més
cercanos al centro politico de Bacatd, hoy en dia conocido como el municipio de Funza y a lugares
de importancia ritual como Guatavita y Chia, centros de produccién de sal como Zipaquird o de
cerdmica en la regién de Tocancipa-Gachancipa (Jaramillo, 2015).

4.4.2. Contexto territorial del municipio de Sopé

El territorio de Sopé cuenta con una superficie de 111.5 kms?, una altitud de 2.585 m.s.n.m., una
temperatura media de 13 °C' y sus coordenadas geograficas son: Latitud: 4.90933, 4° 54’ 34” Norte;
Longitud: -73.9408, 73° 56’ 27” Oeste (Municipios de Colombia, 2020).

4.4.3. Demografia y division politico administrativa del municipio de
Sopo

El municipio de Sopé actualmente tiene una poblacién de 21.014 habitantes con una densidad de
poblacién de 186,0 hab/km?, el gentilicio de dichos habitantes es Soposefio/a. Por otro lado, los
municipios vecinos de Sopd son: al Norte con Zipaquird y Tocancipa, al Sur con La Calera, al
Oriente con Guasca y Guatavita y al Occidente con Chia y Cajicd. E internamente, el municipio
se encuentra constituido por 14 veredas y 2 centros urbanos, los cuales son: Bricenio y Zona Centro
(Figura 4-24) (Municipios de Colombia, 2020).
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Figura 4-23.: Ubicacién del municipio de Sop6 en Colombia y detalle con limites intermu-
nicipales, veredales y ubicacion del casco urbano (Jaramillo, 2015).

4.4.4. Condiciones econémicas del municipio de Sopé

En el municipio de Sop6 la principal actividad econémica es la agroindustria de derivados de lacteos,
ademads algunas industrias dedicadas al sector de la construccion y la fabricacion de fésforos, le si-
gue las actividades comerciales, de servicio y financieras. La representacién porcentual de dichas
actividades econdémicas en el municipio de Sopé son: Agroindustrial: 50 %, actividades de servicio,
comerciales y financiera: 20 %, sector construccién: 20 % y otras: 10 % (DANE, 2015).

Argumentando lo anterior, en la grafica circular de la Figura 4-25 se encuentran los porcentajes
discriminados de la participacién de cada sector econémico en Sop6 segin el DANE, visualizando
un mayor porcentaje en la industria manufacturera (agroindustria) con un porcentaje de 60.65 %,
en la cual esta incluida la produccién de lacteos (DANE, 2015).
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Figura 4-24.: Ubicacién del municipio de Sop6 en Colombia y detalle con limites intermu-
nicipales, veredales y ubicacién del casco urbano (Jaramillo, 2015).

Porcentaje del valor agregado municipal por grandes
ramas de actividad econdmica

7,88%
6,95%

60,65%

B Africultura, ganaderia, caza, silvicultura y pesca  Explotacién de minas y canteras
# Industria mufacturera Suministro de electricidad, gas y agua

B Construccién B Comercio, reparacién, restaurantes y hoteles

W Transporte, almacenamiento y comunicaciones B Establecimientos financieros, seguros y otros servicios

B Actividades de servicios sociales y personales

Figura 4-25.: Porcentaje del valor agregado municipal por grandes ramas de actividad
econémica, basado en DANE, 2015 y realizado por autoria.
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4.4.5. Condiciones ecosistémicas del municipio de Sopé

El cerro Pionono es considerado el cerro més alto de Sopd, porque comprende alturas desde los 2.800
metros hasta los 3.250 metros, razén por la cual cuenta con unas caracteristicas geomorfoldogicas
como lo son: una reserva forestal; acuiferos; mamiferos como: liebres, zorrillo, armadillos, curies;
y aves como golondrinas, mirlas, copetones, reinitas, trogloditas, reptiles y anfibios (Alcaldia de
Sopd, 2020).

La reserva forestal tiene un bosque montano bajo seco, subparamos, bosque alto andino, bosques
de encenillos y flora como: chite o escobo, raque, mora silvestre, chaque o roso, gaque ocucharo,
chusque, ciro, uva camarona, uva de anfs, manzano, retamo, hayuelo, cordoncillo, romero, briofitas
y helechos; ademés de musgos y hepaticas que cumplen a funcién de esponja en la superficie del
suelo (Alcaldia de Sopd, 2020).

4.4.6. Sistema Fisico Natural de Sopo

El municipio de Sopd cuenta con la siguiente cartografia base de las cuencas, subcuencas, micro-
cuencas (Figura 4-26) (Ramirez et al., 2018):
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Figura 4-26.: Mapa cartogréafico del Municipio de Sopd, Cundinamarca (Ramirez et al.,
2018).
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» Hidrologia:

En la Tabla 4-1 se puede observar las mediciones que tienen que ver con la longitud corriente
y area de las microcuencas y subcuencas del municipio de Sop6 que conforman el Rio Bogota.
En la cual se ve que la mayor longitud y area es el tramo 1 del rio Teusacd con tributarios
margen izquierda (23.1 km y 31.58 km?), mientras que la microcuenca con menor longitud
y 4rea es la quebrada El Carbén (7.3 km y 10.9 km?) (Ramirez et al., 2018).

Tabla 4-1.: Longitud corriente y area de las microcuencas y subcuencas del municipio
de Sopé que conforman el Rio Bogota (Ramirez et al., 2018).

Cuenca Subcuenca Microcuenca Longitud Area (km?)
corriente
(km)
Rio Bogota Rio Teusaca Quebrada Los | 7.3 10.9
Laureles
Rio Bogota Rio Teusaca Quebrada El | 4.5 5.07
Carbén
Rio Bogota Rio Teusaca Tramo 1 rio Teu- | 23.1 31.58

saca con tributa-
rios margen iz
quierda

Rio Bogota Rio Teusaca Tramo 2 rio Teu- | 14.3 29.14
saca con tributa-

rios margen dere-
cha

Rio Bogota Rio Teusaca Quebrada Los | 6.4 25.38
Laureles

Por otro lado, el caudal (Q) en un 50% es regulado por el embalse de San Rafael a 2795
m.s.n.m. con una capacidad 1til de 62 Hm3. Dicho embalse hace parte del sistema de abas-
tecimiento de agua del Chingaza, mediante tineles hasta la planta de tratamiento Wiesner
(Ramirez et al., 2018).

Tabla 4-2.: Oferta de caudales en la poblacion de
Sop6 (Ramirez et al., 2018).

Q1 (m?/s)* | Q2 (m3/s)* | Q3 (m3/s)* | Q4 (m3/s)*
4.58 1.49 2.76 6.23
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Donde: Q1 Caudal de oferta medio anual generado. Q2 Caudal de oferta mes més seco.
Q3 Caudal de oferta promedio meses mas seco. Q4 Caudal de oferta meses mas humedos
(Ramirez et al., 2018).

* La oferta de agua del rfo Teusacd proviene del aporte conjunto de las aguas que corren en
superficies subterrdneas que contiene y las aguas lluvias que recibe (Ramirez et al., 2018).

s Oferta y demanda hidrica: Para la oferta y demanda hidrica se analiza el calculo del balance
hidrico, donde se ve la columna de las ofertas y del promedio anual del caudal (m?3/s), de
donde se puede decir que la mayor oferta es 4.58 m?/s para el agua superficial de la cuenca, la
cual es utilizada en su mayorfa para el uso agropecuario con 4.96 m?/s de demanda (Ramirez
et al., 2018).

Tabla 4-3.: Céalculo del Balance Hidrico
(Ramirez et al., 2018).

OFERTA CAUDAL PRO-
MEDIO ANUAL
(m?/s)

Agua superficial de la | 4.58

cuenca

Aguas lluvias 2.9

Aguas subterraneas 0.15

Total oferta 7.63

DEMANDA

Uso agropecuario 4.96

Uso industrial 0.002

Uso domestico 0.103

Total Demanda 5.065

BALANCE 2.565

Teniendo en cuenta la hidrologia del municipio de Sopd, se pudo ubicar geograficamente la pro-
blematica planteada por varios medios de comunicacién acerca del inadecuado monitoreo y control
de las aguas residuales vertidas a las subcuencas y microcuencas del municipio por parte de més de
30 empresas asentadas alli, ya que parte de esas empresas segin la CAR, no cuentan con el permiso
de vertimientos por la normativa colombiana. Esta afectacién se da en las quebradas La Chucua y
Mi Padre Jests, que conducen a los rios Teusacd y Bogotd, y el embalse de Tibité (Tiempo, 2016).
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4.5. Marco Normativo

Dentro del contenido del marco normativo se da a conocer las dos normativas colombianas encar-
gadas de la regulaciéon y monitoreo de los vertimientos industriales, como se observa en el indice
4.3.1. Resolucién 631 de 2015, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible. Y en especial en el
indice 4.3.2. Decreto niimero 616 de 2006, Ministerio de Proteccién Social, donde se habla de los
requisitos y limites permisibles de algunos componentes contaminantes presentes en el lactosuero
residual de las industrias lacteas, siendo de mayor importancia el limite de lactosa permisible para
los vertimientos de lactosuero.

4.5.1. Resolucién 631 de 2015, Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible

La resolucién tiene presente el arreglo del sistema de medicién para los factores contaminantes que
se pueden dar en las aguas residuales, por lo que definen unos limites méaximos de concentraciones
para cada uno de los pardmetros contaminantes segin la empresa que los genere. Es por lo anterior,
que la normativa debe ser aplicada por todos los que realicen vertimientos a alcantarillados publi-
cos y a aguas superficiales, especialmente, por las empresas, las cuales deben solicitar permisos que
seran otorgados cuando se presenten analisis del balance de materia y caracterizacién del agua de
captacién y de vertimiento y, estos se encuentren dentro del rango dado por el estado, de acuerdo
a la actividad econémica desarrollada (Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible, 2015).

”Siendo responsabilidad de las empresas efectuar los estudios necesarios y entregar resultados a
la autoridad ambiental, quienes reportardn la informacion al Sistema de Informacion de Recurso
Hidrico”. Posteriormente, con esos resultados la empresa debe establecer planes de accién para
asegurar el cumplimiento de la gestién ambiental y de la resolucién de vertimientos (Ministerio de
ambiente y desarrollo sostenible, 2015).

4.5.2. Decreto numero 616 de 2006, Ministerio de Proteccion Social

El decreto nimero 616 de 2006, establece el reglamento técnico acerca de los requisitos que de-
be cumplir la leche extraida de animales bovinos, caprinos y bufalinos destinada para consumo
humano, protegiendo la seguridad humana, la salud y previniendo que las préacticas industriales
generen error, confusién o engano a los consumidores (Ministerio de proteccién social, 2006).

Las reglamentaciones técnicas del decreto se aplican a:

1. ”La leche, obtenida de animales de la especie bovina, bufalina y caprina destinada a la pro-
duccion de la misma, para consumo humano” (Ministerio de proteccién social, 2006).
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2. 7Todos los establecimientos donde se obtenga, procese, envase, transporte, comercialice y
expenda leche destinada para consumo humano en el territorio nacional” (Ministerio de pro-

teccién social, 2006).

3. ”Las actividades de inspeccion, vigilancia y control que ejerzan las autoridades sanitarias so-
bre obtencion, procesamiento, envase, almacenamiento, transporte, distribucion, importacion,
exportacion y comercializacion de leche” (Ministerio de proteccién social, 2006).

Por lo tanto, de acuerdo a las anteriores normativas mencionadas, el limite permisible de lactosa
presente en el lactosuero residual de los vertimientos generados por las industrias lacteas debe ser
menor a 5 g/dL, es decir, inferior al 8.5% m/m (Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible,

2015), (Ministerio de proteccién social, 2006).



5. Metodologia

Para llevar a cabo el desarrollo de un prototipo de laboratorio de biosensor para la cuantificacién de
lactosa presente en el lactosuero residual de la industria lactea, como alternativa para el monitoreo
de sus vertimientos en el Municipio de Sopd, se tuvo en cuenta el cumplimiento de una serie de
procesos que fueron realizados en los laboratorios de: quimica, electronica y prototipado de la
Universidad El Bosque.

A continuacion, se explica de manera detallada cada una de las fases que dieron cumplimiento a
los objetivos del presente proyecto, la metodologia estd fundamentada en el modelo de metodologia
de prototipos incrementales. Los procesos realizados en cada una de las fases, fueron corroborados

por lineamientos de control de calidad analiticos para verificar la eficiencia de la metodologia
establecida.

5.1. Fase |l. Metodologia de deteccion selectiva de lactosa
Para llevar a cabo el desarrollo del primer objetivo, la fase se dividié en cuatro secciones (Figura
5-1):

= Bisqueda bibliogriafica de metodologias implementadas para deteccién de lactosa;

= Célculo de las cantidades de los componentes quimicos a utilizar mediante estequiometria;

= Seleccion del agente oxidante que interactué de la mejor manera con el compuesto hidrolizante
v la matriz simulada de lactosuero;

s Evaluacion mediante lineamientos de control de calidad de los componentes y metodologia
seleccionada para su implementacién en lactosuero residual de la industria lactea.
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5.1.1. Metodologias implementadas para deteccién de lactosa

Se realizé la buisqueda de una metodologia selectiva para la deteccién de lactosa presente en el
lactosuero residual, partiendo de la revision bibliogréfica de algunos antecedentes (Ver Seccién 4.3),
que previamente fueron investigados, seleccionados y analizados, con el fin de extraer informacién
relevante que condujera a la construccién de la metodologia implementada, teniendo en cuenta que
hasta el momento no se han realizado biosensores para detectar lactosa en aguas residuales, sino

unicamente en compuestos alimenticios.

Una vez filtrada la informacién, esta es acondicionada para llevar a cabo la deteccién tinicamente
de la lactosa por parte del prototipo de laboratorio de biosensor; sin embargo, no solo se tuvo que
realizar la busqueda de antecedentes sino también de un marco geogréfico, conceptual, tedrico y
legal (Ver Secciones 4.3, 4.4, 4.2, 4.1 y 4.5), para adquirir un conocimiento sobre: el funcionamiento,
composicion, ventajas y desventajas de un biosensor electroquimico, asi como de la interaccién de la
lactosa con componentes quimicos y electrénicos para su deteccion y cuantificacion, sin necesidad de
ser inhibida por otros compuestos presentes en el lactosuero residual o interferida por el prototipo
de laboratorio del biosensor construido; teniendo presente que su respuesta debe ser selectiva, en el
menor tiempo posible, con rangos de deteccion dados por la normativa colombiana y las condiciones
geograficas del municipio de donde proviene la muestra de estudio (Sopd, Cundinamarca).

Llegando asi, a la conclusion de evaluar la metodologia selectiva establecida bibliograficamente para
la deteccién de lactosa en el lactosuero residual. Esta consistié en hidrolizar el disacdrido lactosa
en glucosa y galactosa por medio del compuesto acido clorhidrico, luego se procedié a la oxidacién
del monosacarido glucosa mediante un agente oxidante como: permanganato de potasio, Sulfato de
Cobre (II) o cloruro de calcio a acido glucénico; obteniendo una reaccién quimica espontdnea que
genera energia eléctrica, la cual fue transferida a una etapa de instrumentacién por medio de un

par de electrodos, para que fuera registrada, acondicionada y visualizada al usuario.

5.1.2. Estequiometria de las cantidades del agente hidrolizante y
oxidante

El analisis estadistico para establecer la metodologia selectiva, parte de un sistema de evaluacién de
cantidades de lactosa en un medio acuoso por medio de los componentes quimicos y electrodos pre-
seleccionados que conforman el electrodo combinado. Por ende, el sistema de evaluacion consistié
en un aumento proporcional de la cantidad de lactosa, del compuesto hidrolizante y del agente
oxidante, es decir, si se aumentaba la cantidad de la muestra de lactosa entonces se debia aumentar
en igual cantidad la muestra del compuesto hidrolizante y del agente oxidante en términos de
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relacién molar (Quimica. American Chemical, 2005).

Por tal motivo, todas las pruebas de laboratorio fueron realizadas bajo una relacién estequiométrica
de la cantidad de lactosa y los compuestos quimicos a implementar, como se indica en la Tabla 5-1.

Tabla 5-1.: Relacion estequiométrica de los compuestos quimicos para la
hidrélisis de la lactosa y oxidacién de la glucosa en términos
de relacién molar. Fuente: Autor.

Acido

Cantidad de lactosa clorhidrico | Permanganato de

(mg)(mol)

(mg)(mol)

potasio (mg)(mol)

50(1,46 x 10~%)

5,32(1,46 x 107%)

23,07(1,46 x 1074)

100(2,92 x 107%)

10,64(2,92 x 10~*

46,14(2,92 x 107%)

150(4,38 x 107%)

69,22(4,38 x 107%)

200(5,84 x 107%)

21,29(5,84 x 1074

92,29(5,84 x 1074)

250(7,30 x 107%4)

)
15,96(4,38 x 10~%)
)
)

26,66(7,30 x 1074

115,36(7,30 x 10~4

350(1,02 x 1073)

37,18(1,02 x 1073)

)
138,44(8,76 x 10~%)
161,19(1,02 x 1073)

400(1,17 x 1073)

42,65(1,17 x 1073)

450(1,31 x 1073)

47,76(1,31 x 1073)

207,02(1,31 x 1073)

(
( (
( (
( (
300(8,76 x 107%) 31,94(8,76 x 107%)
( (
( (
( (
( (

(
(
184,89(1,17 x 1073)
(
500(1,46 x 1073) (

53,23(1,46 x 1073) 230,73(1,46 x 1073)

En la Tabla 5-1, las cantidades en el orden de los mg de cada compuesto quimico se obtuvieron
a partir de la relacion estequiométrica de las cantidades entre los reactivos y productos que llevan
a la hidrdlisis de la lactosa y luego a la oxidacion de la glucosa en un medio acuoso. Para lo cual,
se tuvo que evaluar la ecuacién quimica de cada reaccién, el nimero de moles y la cantidad de
productos a obtener, llegando a proponerse una relacién de masa de cada reactivo y producto
que interviene en las reacciones en funciéon de su cantidad de moles. La relaciéon molar que se
obtuvo entre los productos y reactivos, permitié conocer la cantidad del reactivo que se utilizé y
la cantidad del producto que se generd; lo que hizo que el rendimiento y resultados de la reaccién
fuera lo requerido, confiable y eficiente, sin tener que desperdiciar materia prima u obtener datos
erréneos y poco proporcionales.

De acuerdo a los datos presentes en la Tabla 5-1 y a la relacién molar 1:1 de las reacciones quimicas
(hidrdlisis y oxidacién), se realizé la determinacién de las concentraciones de lactosa (mol/L) y las
cantidades de acido clorhidrico y permanganato de potasio (mg) (Quimica. American Chemical,
2005). Para lo cual, se implementaron las siguientes ecuaciones estequiométricas:
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masa en gramos (g)

peso molecular (-L)

Nimero de moles (mol) = (Bonetto, 2013) (5-1)

Molaridad (M) = "emeromoles soluto (mol) o 9013) (5-2)
volumen disolucion (L)

En primer lugar, se desarrollaron las ecuaciones anteriormente mencionadas (Ecuaciones 5-1 y 5-2)
de acuerdo a las masas de lactosa a pesar en la balanza digital y que se encuentran dentro del rango
dado por la normativa colombiana, con las cuales se evalué y caracterizo el prototipo de laboratorio
de biosensor (Ecuaciones 5-3 y 5-4).

0,05
moles (mol) = W = 1,46 x 10~ *mol Moles (0.05 g de lactosa) (5-3)

mol

1,46 x 10~*mol
N 0,02 L

!
Molaridad(M) =73 x 10*3% Molaridad (0.05 g de lactosa) (5-4)

Después de tener las concentraciones de lactosa en términos de mol/L, en segundo lugar, se deter-
miné los miligramos a aplicar del agente hidrolizante (dcido clorhidrico) para cada concentracién
de lactosa. Teniendo en cuenta, que como se menciond en el marco tedrico el agente hidrolizante
descompone el disacarido en glucosa y galactosa, siendo la glucosa el producto necesario para la
siguiente etapa de relacién molar (Ver seccién 4.1).

Es por lo anterior, que las ecuaciones estequiométricas para determinar los miligramos correspon-
dientes del agente hidrolizante son las siguientes:

46 g HCI
gramos HCI (g) = 1,46 x 10~ mol(HCl) x (W)

1mol HCI

gramos HCl (g) = 5,32 x 1073 g(HC!) (5-5)
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1000
miligramos HCl (mg) = 5,32 x 1072 g(HCI) x <mg>

lg

miligramos HCl (mg) = 5,32mg(HCI) (5-6)

La Ecuacién 5-5 permiti6é determinar los gramos de 4cido clorhidrico para 50 mg o 1,46 x 10~4 mol
de lactosa, teniendo presente que es una relacion 1:1, es decir, los niimeros de moles de lactosa son
los mismos de 4cido clorhidrico y por ende de glucosa. Entonces 1,46 x 10~ mol de écido clorhidri-
co por el peso molecular del 4cido clorhidrico (36,46 g/mol), da como resultado 5,32 x 1073 g de
acido clorhidrico. Con la Ecuacién 5-6 se hallaron los miligramos de dcido clorhidrico necesarios
para realizar la hidrdlisis de lactosa en la matriz de lactosuero residual, multiplicando los gramos
de acido clorhidrico por la fracciéon de conversiéon de gramos a miligramos.

En tercer lugar, se determiné la concentracién del agente oxidante (permanganato de potasio)
porque este es el componente quimico que permite la oxidacion de la glucosa. Para ello, se procedio
a utilizar las mismas ecuaciones estequiométricas usadas en la determinacién de los miligramos del
agente hidrolizante, ya que es una reaccién quimica con relacién 1:1 (Ver Ecuaciones 5-7 y 5-8).

158,034 g K MnO
gramos K MnOy (g) = 1,46 x 10~ mol(K MnO,) x ( %9 n 4)

1 mol K MnOy

gramos K MnOy (g) = 2,31 x 1072 g(KX MnOy) (5-7)

1000
miligramos K MnOy4 (mg) = 2,31 x 1072 g(K MnOy) x <mg>

lg

miligramos K MnQOy4 (mg) = 23,1, mg(KMnOy) (5-8)

Como se observa en la Ecuacion 5-7, se determiné los gramos de permanganato de potasio a utilizar
para 1,46 x 10~* mol de glucosa y por ende de permanganato de potasio y en la Ecuacién 5-8 se



5.1 Fase I. Metodologia de deteccion selectiva de lactosa 55

realizé la conversién de gramos a miligramos de la cantidad requerida del agente oxidante para
oxidar la glucosa presente en la matriz de lactosuero residual.

Por ende, la relacién molar que se realizé para las ecuaciones quimicas de la hidrélisis de lactosa
y oxidacion de la glucosa, permitieron realizar unas pruebas de laboratorio seguras, con el uso
eficiente de los compuestos quimicos en el menor tiempo posible, sin errores practicos y arrojando
datos confiables para su andalisis estadistico. De igual manera, la aplicaciéon de la estequiometria
para el desarrollo de un biosensor permite que el producto sea eficaz y econémico en cuanto al uso
de los compuestos quimicos, ademads, que se manejan bajo una tabla de cantidades ya establecidas
de acuerdo a la calidad del lactosuero residual a evaluar, permitiendo selectividad y facil uso del
biosensor sin necesidad de que el usuario sea capacitado o tenga experiencia en el manejo de este
tipo de herramientas.

Ya habiendo pre-establecido y pre-seleccionado una metodologia selectiva para deteccién de lactosa,
unos pares de electrodos y agentes quimicos a partir de referencias bibliograficas; asi como habiendo
creado la tabla estequiométrica que cuenta con un rango de cantidades de lactosa segiin la normativa
colombiana y de los agentes quimicos utilizados para el reconocimiento selectivo de la misma en
términos de relacién molar; se prosiguié con la evaluacion y puesta en practica de los resultados
arrojados por los procesos anteriores, con la finalidad de establecer y evaluar una metodologia para
detectar selectivamente la lactosa presente en el lactosuero residual, al igual que caracterizar el
tipo de transductor que permita transformar la sefial generada por la reaccién quimica en una
senal eléctrica para poder cuantificar la lactosa (Proceso realizado en el Laboratorio de Quimica
de la Universidad El Bosque).

5.1.3. Seleccion del agente oxidante

Antes de proceder a evaluar la metodologia selectiva y los agentes quimicos preseleccionados, se
realizo el montaje de un prototipo inicial de electrodo combinado que permitié realizar las prue-
bas quimicas para evaluar la metodologia selectiva pre-seleccionada por referencias bibliograficas y
determinar los agentes quimicos y electrodos que acompanan el biosensor; segin los resultados arro-
jados por un multimetro o etapa de instrumentacién (Figura 5-3). Los resultados fueron registrados
en Excel, mediante tablas y curvas de calibracién en términos de voltaje (mV') y concentracién de
lactosa o glucosa pura (mol/L), siendo luego analizadas estadisticamente, para permitir la eleccién
de cada uno de los componentes y asegurar la eficiencia y selectividad del producto en cuanto al
rango, varianza, regresion lineal y coeficiente de correlacién de los valores obtenidos.

Se determind el tipo de cofactor o agente oxidante que mejor interactiia con el proceso de oxidacién
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de la glucosa, mediante el anélisis de los mismos en una matriz simulada de glucosa y lactosa y, con
electrodos de grafito-grafito (mds 6ptimos segun referencias bibliograficas por el momento) para
comparar la eficiencia y selectividad del agente oxidante al momento de entrar en contacto con la
glucosa ya hidrolizada y con la glucosa pura sin necesidad de ser hidrolizada. Los cofactores que se
evaluaron fueron: permanganato de potasio, Sulfato de Cobre (II) y cloruro de calcio.

El procedimiento implementado, para la evaluacion de los tres cofactores, consistié en agregar a un
vaso de precipitado de 50 mL: 20 mL de agua de la llave, 50 mg de glucosa pesados previamente en
una balanza digital; junto con un vidrio reloj y una espatula cuchara. Y en otro vaso de precipitado
de 50 mL: 20 mL de agua de la llave y 46.14 mg del cofactor correspondiente a evaluar, medido por
una pipeta de Pasteur o una balanza digital segtn su estado fisico (liquido o sélido). A continuacidn,
se agregb 1 mL de la solucién del cofactor en el interior del tubo de vidrio del electrodo de referencia,
se sellé con silicon y se introdujo el electrodo combinado (hace relacién al electrodo de referencia
e indicador) a la solucién de glucosa preparada en el vaso de precipitado, generando un cambio de
potencial al entrar en contacto el cofactor con la glucosa y realizando una reaccién de tipo oxidacién
(Figura 5-2).

El cambio de potencial fue cuantificado por el multimetro, dato numérico en el orden de los milivol-
tios que se llevé a una tabla en Excel de acuerdo a las concentraciones de glucosa evaluadas. Dicho
procedimiento, se repitié para 100 mg, 150 mg y 200 mg de glucosa, con la respectiva cantidad del
agente oxidante segin estequiometria (Ver Tabla 5-1).

Figura 5-2.: Montaje inicial del electrodo combinado para la evaluacion del Sulfato de Cobre
(IT) como agente oxidante. Fuente: Autor.

De igual manera, se realizé6 el mismo procedimiento quimico con lactosa pura, componente que
luego de disolverse en la soluciéon acuosa junto con el compuesto hidrolizante, quimicamente se
descompuso en glucosa y galactosa, para luego oxidar la glucosa por el agente oxidante y ser
detectada por los electrodos grafito-grafito.

Razén por la cual, se aplicaron 5.32 mg del compuesto hidrolizante &cido clorhidrico en un vaso
de precipitado de 50 mL con 20 mL de agua de la llave y 50 mg de lactosa pesados previamente
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en una balanza digital junto con un vidrio reloj y una espatula cuchara. La solucién se disolvié y
dejé actuar por 3 min antes de introducir el electrodo combinado (grafito-grafito) con cada uno de
los cofactores pre-seleccionados para medir nuevamente voltajes (mV’) por medio del multimetro,
tabular los datos y poder realizar el andlisis grafico de los mismos, a partir del coeficiente de
correlacion dado en Excel.

A continuacién, se analizaron los resultados obtenidos a partir de las gréaficas generadas en Excel
para cada cofactor de acuerdo al compuesto biolégico usado (glucosa o lactosa). Se analizé el
coeficiente de correlacion para cada grafica y se seleccioné el cofactor con mayor linealidad y menor
porcentaje de error, dando como resultado el permanganato de potasio (Figura 5-3).

Figura 5-3.: Montaje inicial del electrodo combinado que permitié la seleccién del perman-
ganato de potasio como agente oxidante. Fuente: Autor.

5.1.4. Lineamientos de control de calidad analiticos para corroborar la
metodologia selectiva en lactosuero residual

Habiendo seleccionado y evaluado el agente oxidante y el par de electrodos en una matriz simulada
de lactosuero, se procedid a realizar los lineamientos de control de calidad analiticos en el lactosuero
residual proveniente de queso campesino y doble crema de la industria lactea, con la finalidad de
corroborar que los valores arrojados por el electrodo combinado sean lineales y proporcionales a los
obtenidos con la matriz de lactosuero desarrollada en el laboratorio.

El procedimiento para llevar a cabo la corroboracién de la linealizacién y caracterizaciéon de la
etapa de reconocimiento, partié de tres triplicados durante tres dias, donde cada triplicado estaba
compuesto por tres réplicas de la muestra de lactosuero residual con una concentracién incégnita de
lactosa, la cual fue detectada a partir de la preparacion de la reaccién quimica segin estequiometria
(Ver Tabla 5-1) en tres vasos de precipitado de 50 mL y cuantificada por medio del montaje inicial
del electrodo combinado (grafito-grafito) unido al multimetro (Figura 5-4).
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Figura 5-4.: Montaje para corroborar la metodologia selectiva en lactosuero residual. Fuen-
te: Autor.

En éste caso, para realizar la cuantificacién de lactosa directamente de los dos tipos de lactosuero
residual de la industria lactea, el montaje consistié en: tomar 20 mL del lactosuero campesino y
agregarle 5.32 mg de &4cido clorhidrico en un vaso de precipitado de 50 mL, disolverlo con una
espatula cuchara y dejarlo actuar por 3 min. Al mismo tiempo, en otro vaso de precipitado de 50
mL se adicionaron 20 mL de agua de la llave con 23.07 mg del agente oxidante permanganato de
potasio, se diluyd y se agregd 1 mL de esta solucién al tubo de vidrio del electrodo de referencia,
se sellé con la tapa en silicén y se colocé el electrodo combinado (grafito-grafito) en la solucién de
lactosuero preparado. Luego, con ayuda del multimetro se midié los voltajes dados por la oxidacién
de la solucién en milivoltios (Figura 5-4).

El procedimiento mencionado se repitié para las cantidades de los agentes quimicos dadas por la
tabla estequiométrica realizada en la seccién 5.1.2. (Ver Tabla 5-1). Los valores arrojados durante
el estudio de lineamiento de control de calidad analitico fueron ubicados en tablas y graficas en
Excel segtin el dia de la medicién de cada triplicado. Con las tablas obtenidas se procedié a realizar
el analisis estadistico ANOVA. Concluyendo, que la etapa de reconocimiento del prototipo de
biosensor se obtuvo linealizada y caracterizada como se deseaba desde un principio.

De acuerdo a los resultados dados por el anélisis estadistico, se optd por disenar y construir una eta-
pa de instrumentacion electrénica donde se realizé el acondicionamiento de la senal electroquimica,
con la finalidad de estabilizar y calibrar mejor la medicién obtenida en cada muestra de lactosuero
residual de la industria lactea.

5.2. Fase ll. Caracterizacion del transductor

El segundo objetivo o fase del proyecto de grado, se cumplié mediante el desarrollo de tres secciones
(Figura 5-5):
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= Bisqueda bibliografica de varios pares de electrodos que pudieran constituir junto con el
agente hidrolizante acido clorhidrico y oxidante permanganato de potasio el electrodo com-
binado.

= Seleccion de un par de electrodos que interactuaran con los componentes biolégicos resultantes
de la reaccién quimica del primer objetivo.

= Ejecucion de los lineamientos de control de calidad analiticos para caracterizar los electrodos
seleccionados en una matriz simulada de lactosuero.

5.2.1. Posibles pares de electrodos que constituyan el electrodo
combinado

A partir de la revisién bibliogréfica (Ver Seccién 4.3) se realizé la seleccién de diversos pares de
electrodos (electrodo indicador (cdtodo) y electrodo de referencia (dnodo)), teniendo en cuenta que
la reaccién quimica obtenida del proceso de oxidacién de la glucosa debe ser complementada con
el proceso de transferencia de cargas o funcionamiento 6ptimo por potencial de contacto. Razén
por la cual, inicialmente se escogié los electrodos de grafito-grafito, asi como en segunda instancia
grafito-zinc, grafito-cobre y cobre-zinc; ya que de acuerdo a sus propiedades tienen un nivel alto de
selectividad, respuesta electroquimica y propagacién de la diferencia de potencial.

5.2.2. Seleccion de un par de electrodos

Se realizé la seleccién del par de electrodos que constituyen el electrodo combinado, cuyo procedi-
miento consistié en tomar las cuatro combinaciones de electrodos pre-seleccionados (grafito-grafito,
grafito-zinc, grafito-cobre y cobre-zinc), acondicionarlos al montaje inicial del electrodo combinado,
preparar la matriz simulada del lactosuero residual con concentraciones conocidas por estequio-
metria (Ver Tabla 5-1), sumergir el electrodo combinado con el respectivo par de electrodos a la
matriz de lactosuero y posteriormente tomar registro de los voltajes (mV') obtenidos mediante un
multimetro.

Por lo tanto, en un vaso de precipitado de 50 mL se agregd 20 mL de agua de la llave, 50 mg
de lactosa pesados por una balanza digital y 5.32 mg del agente hidrolizante acido clorhidrico
medidos por una pipeta de Pasteur; se agitd con una espatula cuchara y dejé actuar por 3 min,
descomponiéndose el disacarido lactosa en los monosacaridos glucosa y galactosa. Luego se procedié
a oxidar la glucosa para facilitar su detecciéon por parte de los electrodos.
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Figura 5-5.: Fase II. Diagrama de bloques, procedimiento para llevar a cabo el segundo

objetivo por tres secciones. Fuente: Autor.
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Mientras transcurrieron los minutos, en otro vaso de precipitado de 50 mL se adicionaron: 20 mL
de agua de la llave y con ayuda de una pipeta de Pasteur 23.07 mg de permanganato de potasio
como agente oxidante, se disolvié la solucién con una espatula cuchara hasta quedar homogénea.
Después, se agregd 1 mL de la solucién homogénea del agente oxidante al electrodo de referencia,
por el extremo inferior del tubo de vidrio, se sellé con silicon y se verificd que no haya ningiin escape
del reactivo. Se introdujo el electrodo combinado al vaso de precipitado con la matriz de lactosuero
simulada, observando en el multimetro un aumento inmediato en la diferencia de potencial (mV') y
transcurridos unos minutos la estabilidad de dicho potencial; valores que fueron registrados en una
tabla en términos de voltaje (mV') con relacién a la cantidad de lactosa a evaluar (mol/L) (Figuras
5-6).

Cabe mencionar, que el tiempo en el que se estabiliza el valor dado por el multimetro varia segun la
cantidad estequiométrica de los reactivos, es decir, entre mayor sean las cantidades de los agentes
quimicos, mayor es el tiempo de equilibrio de la reaccién. Por lo tanto, el tiempo puede variar de
2 a 10 min segun sea el caso estequiométrico a evaluar.

(a) Montaje electrodos grafito  (b) Montaje electrodos gra-
- cobre fito - zinc

Figura 5-6.: Montaje de prueba de electrodos. Fuente: Autor.

El procedimiento fue realizado para cada combinacion de electrodos a cantidades de 50 mg, 100 mg,
150 mg y 200 mg de lactosa con las respectivas relaciones molares de los compuestos quimicos (ver
Tabla 5-1). Finalmente, los datos registrados en tablas fueron graficados en Excel, para discernir el
par de electrodos a trabajar y si el agente oxidante debia estar en el exterior o interior del electrodo
de referencia. Las tablas y graficas se realizaron con los datos arrojados por cada par de electrodos
pre-seleccionados, segin los voltajes obtenidos en el multimetro en funcién de cada concentracién
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de lactosa (mol/L).

En las gréficas se observé el lineamiento, regresion lineal y coeficiente de correlaciéon que permitieron
ver la veracidad del funcionamiento de los electrodos con relacién a la matriz de lactosuero. Es
decir, cuando el coeficiente de correlacién (R?) es més cercano a 1, indica que la variacién entre
cada muestra evaluada es directamente proporcional y la selectividad del electrodo es mas limitada.

(a) Montaje elec- (b) Montaje electrodos
trodos grafito - grafito - zinc
grafito

Figura 5-7.: Montaje para la seleccién de electrodos. Fuente: Autor.

Razén por la cual, los resultados del anterior procedimiento llevaron a ejecutarlo nuevamente,
pero esta vez unicamente para los electrodos de grafito-grafito y grafito-zinc (ver Figura 5-7), ya
que sus coeficientes de correlacién, fueron los mejores en relacién a la varianza estadistica de los
demés pares de electrodos. Asi que, el procedimiento para definir por ultimo el par de electrodos
consistio en realizar el mismo procedimiento que para el primer discernimiento de los cuatro pares
de electrodos, es decir, se continué con el montaje previo de los pares de electrodos en la estructura
inicial del electrodo combinado, la preparacién estequiométrica de la matriz simulada de lactosuero,
la ubicacion del cofactor permanganato de potasio en el interior del electrodo de referencia y, la
relacién molar de los componentes quimicos adicionados para la realizacién de la hidrélisis de la
lactosa y oxidacion de la glucosa segun las concentraciones de lactosa a evaluar.

Sin embargo, en este caso se amplié el nimero de cantidades de lactosa a evaluar, los cuales se
encuentran dentro de los limites de lactosa permitidos en el lactosuero residual de los vertimientos
generados por las industrias lacteas (menor a 5 g/dL o 400 mg de lactosa). Por ende, las cantidades
de lactosa a evaluar son las siguientes: 50 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg,
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400 mg, 450 mg y 500 mg (Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible, 2015), (Ministerio de
proteccién social, 2006).

La cantidad de muestreo se amplié debido a que se requirié obtener mayores datos de la diferencia
de potencial registrados por el multimetro, para una adecuada seleccién de los pares de electrodos
a implementar en el prototipo del biosensor; a partir de un andlisis grafico mas confiable, un
coeficiente de correlacion mas acertado y proporcional a la tendencia lineal tedrica del voltaje en
funcion de concentracién de lactosa.

Una vez realizado el mismo procedimiento para los cuatro pares de electrodos pre-seleccionados,
esta vez se realiz6 tan sélo para los dos mejores pares de electrodos seleccionados de acuerdo a la
varianza y linealidad entre sus datos; se realizé el andlisis grafico del coeficiente de correlacién y
se determiné que los electrodos con los cuales se desarrollaria el prototipo de biosensor serian de
grafito-grafito y la ubicacién del cofactor seria en el interior del electrodo de referencia, porque los
datos registrados son coherentes y proporcionales con la reaccion estequiométrica, ademas, que la
solucién de lactosa no se ve interferida o sometida a cambios inesperados en su reaccién quimica
por motivo de la dilucién del agente hidrolizante junto con el oxidante en la misma matriz y al
mismo tiempo.

A diferencia de tener el agente oxidante o cofactor separado de la matriz del lactosuero, permitiendo
una hidrélisis completa de la lactosa con el dcido clorhidrico y tinicamente entrando en contacto con
esta cuando se requiere de la oxidacién de la glucosa para cuantificar la energia eléctrica generada
por la reaccién quimica, dejando intacta la muestra de lactosuero residual.

5.2.3. Lineamientos de control de calidad analiticos para caracterizar
los electrodos grafito-grafito

Habiendo establecido una metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el lac-
tosuero residual, a partir de la busqueda bibliografica, seleccién y evaluacion de los electrodos y
cofactores pre-seleccionados; se llevé a cabo la caracterizacion del transductor (grafito-grafito) que
permite transformar la senal generada por la reaccién quimica, en una senial eléctrica para poder
cuantificar la lactosa.

Razoén por la cual se realizé un analisis estadistico, partiendo de lineamientos de control de calidad
analiticos en el orden cientifico y experimental, como lo es con la obtencién, procesamiento y andlisis

de datos en milivoltios a partir de dos lineamientos principales: triplicados y réplicas.

Por ello, el procedimiento para llevar a cabo el andlisis estadistico, consistié en realizar tres tri-
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plicados o tres tomas de mediciones en diferentes dias, donde cada triplicado se fundamenta en la
toma de mediciones consecutivas o réplicas para la misma concentraciéon de lactosa en tres vasos
de precipitado de 50 mL y, usando el montaje inicial del electrodo combinado se miden los valores
en términos de voltaje con la implementacién instrumental del multimetro (ver Figura 5-8).

Figura 5-8.: Montaje para evaluar los electrodos grafito-grafito en matriz simulada de lac-
tosuero. Fuente: Autor.

Cada muestra para la toma de datos y su posterior andlisis estadistico fue montada de acuerdo a
la relacion estequiométrica de los componentes quimicos ya establecidos para cada concentracién
de lactosa (de 50 mg a 500 mg) (ver Tabla 5-1).

Por ende, el montaje de cada muestra fue ejecutado de la siguiente manera: se tomaron 20 mL de
agua de la llave con 50 mg de lactosa pesados por una balanza digital, los cuales fueron adicionados
a un vaso de precipitado de 50 mL; a continuacién se agregaron 5.32 mg de acido clorhidrico, se
disolvié con una espatula cuchara y se dejé actuar por 3 min. Mientras tanto, en otro vaso de
precipitado de 50 mL se adicionaron 20 mL de agua de la llave con 23.07 mg del agente oxidante
permanganato de potasio, se diluyé y se agregdé 1 mL de esta solucion al tubo de vidrio del electrodo
de referencia, se sell6 y se colocé el electrodo combinado (grafito-grafito) en la solucién de lactosa
preparada. Posteriormente, se midieron los voltajes dados por la oxidacion de la glucosa con ayuda
del multimetro, registrando los respectivos valores en milivoltios.

Luego de haber registrado las mediciones dadas por el multimetro, se procedié a realizar en Excel
tablas y curvas de calibracién para cada triplicado, donde se analizé la varianza entre los valores de
voltaje obtenidos por las mediciones de los electrodos en presencia de reacciones quimicas, mediante
regresion lineal. Después, se evaluaba y consideraba el uso o no de una etapa de instrumentacién,
es decir, de acuerdo a la literatura si entre un valor y otro de voltaje se presentan cambios minimos,
menores a 0.1 mV (Arduino, 2008).
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5.3. Fase lll. Diseino e implementacion del prototipo de
laboratorio de biosensor

La metodologia del tercer objetivo se dividié de acuerdo a las seis areas principales que lo abarcan,
las cuales son (Figura 5-9):

= Bisqueda bibliografica del disefio de una estructura que permita la ubicacién del par de
electrodos y como producto facilitara la medicién de la muestra de estudio.

= Levantamiento de requerimientos segin la relacién del producto con la necesidad, uso y
restricciones a nivel técnico, funcional y de calidad.

» Diseno en ingenieria de la estructura del prototipo de laboratorio de biosensor(subdividido
en diseno conceptual, disenio detallado y construccién).

» Disefio en ingenierfa de la etapa instrumental (subdividido en biisqueda bibliografica, matrices
de decision de los componentes, acondicionamiento y procesamiento de la senial 1itil).

= Montaje en protoboard y evaluacion de la etapa de instrumentacién del prototipo de labora-
torio de biosensor;

= Montaje y programacion del sistema de dosificacion del agente oxidante a través de un soft-
ware y en protoboard por medio de un elemento vareador de voltaje.

5.3.1. Diseio implementado de un electrodo combinado

Se realiz6 la busqueda y lectura de algunos articulos cientificos encontrados en la seccién 4.3, que
tratan del diseno, construccién e implementacion de una estructura fisica para ubicar el par de
electrodos (grafito-grafito) dentro del prototipo de laboratorio de biosensor, teniendo en cuenta
que fuera innovador, portatil, de facil fabricacién y uso. Por lo que, se selecciond, comprendié y
extrajo informacion de un articulo cientifico que trata del diseno y construccién de celdas voltaicas
mediante un sistema denominado electrodo combinado, diseno que en la actualidad se encuentra
dentro de los principales avances tecnolégicos para lo relacionado con biosensores electroquimicos
(ver Figura 5-10) (Pérez, Rincén, & Fuentes, 2014).

Por ende, dicha referencia bibliografica fue tomada y acondicionada de acuerdo a los requerimientos
del diseno en ingenieria (Ver seccién 5.3.2). El disefio y montaje inicial del electrodo combinado fue
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Figura 5-10.: Montaje guia electrodo combinado, elaborado para cuantificacion de cloruro
de potasio y bromuro de potasio. (Pérez, Rincén, & Fuentes, 2014).

el punto de partida para el desarrollo de las metodologias de cada objetivo especifico, en especial
del presente objetivo, ya que en este la construccién del electrodo combinado inicial fue llevada al
prototipo de laboratorio y prototipo final. Quedando como disefio y montaje inicial del electrodo
combinado, la siguiente descripcion:

1. Electrodo indicador: Una mina de grafito de 2 mm de didmetro por 90 mm de largo fue
unida en uno de sus extremos al alambre interno de un cable coaxial e introducida a un tubo
de vidrio de 13 mm de didmetro y 60 mm de altura, el cual fue sellado en sus extremos
con silicén; el silicon cuenta con un agujero de 2 mm de didametro en su centro, por el cual
sobresale 10 mm de cada extremo de la mina.

2. Electrodo de referencia: A un segundo tubo de vidrio de las mismas caracteristicas que el
anterior, se le introdujo una mina de grafito de 2 mm de didmetro por 90 mm de largo, la
cual en uno de sus extremos fue unida al alambre de la cubierta del cable coaxial. Al tubo se
le agreg6 el agente oxidante permanganato de potasio y se sellé con silicén en sus extremos,
el silicén cuenta con un agujero de 2 mm para permitir que la mina de grafito sobresalga 10
mm.

3. Los dos tubos se depositaron en una estructura rectangular en madera MDF que fue acon-
dicionada con las siguientes medidas: 110 mm de largo, 26 mm de ancho, 10 mm de alto y
dos orificios centrados con didmetro de 13 mm (ver Figura 5-11).

Una vez se realizé la bisqueda y construcciéon de la estructura que contiene el par de electrodos
o transductor, més conocida segin referencia bibliogréafica como electrodo combinado (ver Figura
5-11), se efectio el método de despliegue de la funcién calidad (QFD) a partir del levantamiento
de requerimientos realizado en el anteproyecto.
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Figura 5-11.: Montaje inicial electrodo combinado: electrodo indicador-cédtodo (grafito) y
electrodo de referencia-dnodo (grafito y agente oxidante). Fuente: Autor.

5.3.2. Levantamiento de requerimientos

/ Hacer tabla de
|dentificar usuario a quien| | Resolver preguntas para > Clasificar respuestas en- . Ievantgmento de Metodp despliegue
va dirigido cada objetivo especifico reguenimientos en funcidn de calidad
ingenieria

.

Requerimientos técnicos

—> Requerimiento técnico

Requerimiento de y
calidad

Calculo objetivos técnicos

Requerimiento

K —> funcional /

Figura 5-12.: Diagrama de bloques levantamiento de requerimientos. Fuente: Autor.

Para llegar al levantamiento de requerimientos, en el anteproyecto se partié del andlisis de los fac-
tores que podrian restringir el desarrollo del prototipo de laboratorio de biosensor y las necesidades
del operario (usuario) con respecto a lo que se esperaba ver al momento de su construccién e im-
plementacién. Ademds, teniendo en cuenta que el proyecto de grado es modalidad producto y no
servicio, el planteamiento de los requerimientos se ejecuté a partir de lo que posiblemente podria
esperar el usuario u operario de producciéon de productos lacteos, quien no estaria capacitado ni
tendria el nivel de conocimiento integro para su mantenimiento y aplicacién, asi como también de
la visualizacién a largo plazo de las exigencias que fueron solventadas para llevar al cumplimento
en su totalidad de cada uno de los objetivos especificos.

Por lo cual, de acuerdo al usuario identificado y al objetivo especifico a cumplir se resolvid las
siguientes preguntas: ;qué requiere el operario acerca de la solucién? y ;jqué necesita la solucién
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para el operario?, cuyas respuestas son ubicadas en tablas de acuerdo al tipo de requerimiento:

técnico, de calidad y funcional. Para lo cual, se tuvo en cuenta el concepto de cada requerimiento:

técnico es sinénimo de operatividad, usabilidad y cosas tangibles; calidad es cuando se requiere que

un proceso o resultado sea estadisticamente comparable y funcione bajo una normativa; y funcional

cuando se resuelve a la pregunta jcémo se sabe que funciona bien?.

El resultado del trabajo anterior se encuentra de manera detallada en cuatro tablas, cada una para

un objetivo especifico, organizada segin tipo de requerimiento y complementado en las columnas:

tarea, requerimiento y entregable (Ver Anexo A). Sin embargo, a continuacién se encuentra la

descripcién general, listada y actualizada del levantamiento de requerimientos que se llevé a cabo

en el anteproyecto con el objetivo de desarrollar el prototipo de laboratorio de un biosensor para

la cuantificacién de lactosa presente en el lactosuero residual:

1. Técnicos:

a)

La etapa de reconocimiento requiere de unos rangos patrén de deteccién de concentra-
cién de lactosa de 0.0073 mol/L (50 mg) a 0.073 mol/L (500 mg), para establecer y
validar la metodologia seleccionada.

Los agentes quimicos deben cumplir con un coeficiente de correlacién lo més cercano
a 1, al igual que una minima variacién entre sus datos cuando son sometidos a oxido-
reduccién en lactosuero para detectar lactosa, los resultados deben ser linealmente pro-
porcionales (potencial (mV') en funcién de concentracién de lactosa (mol/L)).

El resultado de los lineamientos de control de calidad para la evaluacién de los agentes
quimicos y electrodos debe ser proporcional y tener un patrén de comportamiento,
puesto que la compatibilidad entre estos se refleja en los coeficientes de correlacion y
variacion.

Se debe valuar la calidad del agua sin procesar, para obtener una ficha técnica de la
calidad del agua.

Seleccionar los componentes electronicos que permitan satisfacer la caracterizacion de
los electrodos y el cumplimiento de la estequiometria, recibiendo voltajes medibles en
el rango eléctrico de 100 mV a 600 mV, amplificarlos de 1 V a 6 V', para asegurar una
etapa instrumental lineal, sin errores de ruido, voltajes en unidades pequeiias y poca
confiabilidad.

El sistema requiere de una estructura ligera, compacta, impermeable, portable, de facil
manejo, con materiales econémicos, biodegradables, reutilizables.
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9)

h)

0)

El prototipo de laboratorio debe ser de facil mantenimiento y calibracién, brindar se-
guridad, ser llamativo y contar con un plano técnico previamente disenado.

La pantalla LCD 16x2 debe presentar al usuario el valor de la concentracién de lactosa
presente el la muestra de lactosuero residual en términos de mg, con un porcentaje de

confiabilidad del 95 %.

El sistema debe integrar las etapas de reconocimiento y de instrumentacién, por lo que
debe contener un sistema que permita agregar la solucion del agente oxidante.

2. Calidad:

a)

Realizar un método estadistico que permita encontrar invarianza y error porcentual con
relacién del dato requerido y el obtenido, dicho rango de error debe ser menor al 3 %.

Indicar al usuario si la muestra de lactosuero presenta una concentracién de lactosa
por encima del limite permisible (400 mg) de este disacarido en los vertimientos de la
industria lactea, mediante una senal de alarma dada en la pantalla LCD 16x2.

El sistema requiere de un menor grado de afectacién e intervencién del material de la
estructura en la funcionalidad del prototipo de biosensor.

El sistema no debe presentar interferencias del medio en la sefial, ni cambiar su medida
por cambios de temperatura u otra variable ambiental.

3. Funcionales:

a)

El sistema requiere del establecimiento de una metodologia selectiva para la etapa de
reconocimiento y de una metodologia para la caracterizacion, acondicionamiento y pro-
cesamiento de la senal til.

El sistema requiere de unos limites de cuantificacién para evaluar el funcionamiento del
prototipo de biosensor, los cuales son de 100 mV a 600 mV o en términos de cantidad
de lactosa de 50 mg a 500 mg.

Se requiere formular un plan de pruebas mediante un protocolo para la evaluacion del
funcionamiento del prototipo de biosensor final.

Tener una correlacién de datos tomados del proceso, antes y después de la etapa de
instrumentacion.
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Los requerimientos mencionados anteriormente, se definieron debido a que son restricciones que
necesitaban de una solucién concreta y limitada para asegurar la construcciéon y funcionamiento
del prototipo de manera eficiente, confiable y segura, asi como la satisfaccion del operario (usuario).

Para implementar y cumplir los requerimientos, se desarrollé el método de despliegue de la funcién
calidad (QFD), el cual consiste en una metodologia usada por la ingenieria de la calidad para
fabricar productos que satisfagan los requerimientos del usuario. En este caso, la metodologia
calculé de forma matematica las caracteristicas primordiales que se debian adicionar al diseno del
prototipo de laboratorio y una visiéon general de los aspectos a mejorar en el producto frente a la
competencia (Bernal, 2012).

Para llevar a cabo el QFD, se realiz6 en Excel una matriz de calidad en la cual se colocé una lista en
orden de importancia de los qué, cémo y sus relaciones; para el cumplimiento de los requerimientos
técnicos y del usuario dados en el anteproyecto. Por lo tanto, para el desarrollo del método se siguié
el orden dado por el diagrama QFD de la Figura 5-13 y es explicado a continuacién:

6: HOWs vs
HOWS
Interrelacion
esde

F:HOWSs
Atributostécnicos

m
1:WHATs ‘5
i E 4:WHATs vs HOWs 22WHYs
Organizacion i : i
de las £ Relacidn entre necesidadesy Evaluacidn
] 2 atributos técnicos competitiva
necesidades E

L:HOW MUCHs
Priorizacion de atributos
técnicos

Importancia Atributos

Figura 5-13.: Diagrama guia método de despliegue de la funcién calidad (QFD) (Bernal,
2012).

1. Lista de los Qué: En esta lista se colocaron los aspectos que los actores esperaban del producto
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a nivel operativo y de usabilidad, como es con respecto al disefio y construccion del biosensor
a nivel estructural (Bernal, 2012).

2. Importancia: Se colocé el peso de importancia de cada requerimiento técnico de 5 (mayor
importancia) y 1 (menor importancia) (Bernal, 2012).

3. Evaluacién de la competencia: En esta se clasificé los qué en el orden de importancia en un
rango de 1 a 5, siendo 5 de mayor importancia y 1 menor importancia para la evaluacion de
cada competidor (Bernal, 2012).

4. Lista de los Cémo: En éste espacio se ubicaron los requerimientos técnicos necesarios para
dar cumplimiento a dichos Qué, razoén por la cual en el recuadro asignado se escribié cémo
cumplir dichos aspectos (Bernal, 2012).

5. Matriz de correlacién o relacion entre los cémo: En la matriz triangular se colocaron si los
como se relacionan o no, y si se relacionan, de qué manera lo hacen: positivo o negativo
(Bernal, 2012).

6. Matriz de correlacién: Esta ubicada en el centro de la casa de calidad y consiste en relacionar
los Qué con los Cémo, colocando tres valores numéricos de relacion: 1 débil, 2 medio y 3 fuerte.
Entonces se evalud la relacién de cada aspecto (Qué) con respecto a todos los requerimientos
técnicos (Cémo) y asi secuencialmente se realizé con cada aspecto esperado por el producto
(Bernal, 2012).

7. AnAlisis de los cémo (cudntos): En éste iltimo campo de la QFD se calcul6 objetivos técnicos
que se tuvieron que cumplir con las especificaciones dadas en el levantamiento de requeri-
mientos. En este campo, también se hizo la ponderacién absoluta y relativa de cada Cémo,
reflejando la importancia de cada Como y su dependencia con su Qué. Las ecuaciones para los
Coémo es la ponderacién absoluta (Sumatoria de cada casilla de relacién entre Qué y Cémo)
y la ponderacién relativa del Qué asociado (Bernal, 2012).

Los resultados arrojados por el método de despliegue de la funcién calidad (QFD) se categorizaron
segin orden de importancia del requerimiento técnico en el producto, ademas, el cumplimiento de los
requerimientos se dio por medio del planteamiento de objetivos que llevaron a detallar al desarrollo
del disenio en ingenieria de la estructura del prototipo de laboratorio de biosensor. Mientras, que los
demas requerimientos plasmados en las tablas del levantamiento de requerimientos del anteproyecto,
fueron utilizados en matrices de ponderacién para justificar de manera ingenieril el uso de cada
material de construccién y componente electrénico.
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5.3.3. Diseiio en ingenieria de la estructura del prototipo de
laboratorio

Luego de haber realizado y analizado el método QFD a partir del levantamiento de requerimientos
para formular los objetivos que llevan al cumplimiento de cada uno de los requerimientos técnicos
de la estructura del biosensor, se continiio con la fase de diseno en ingenieria de esta. Razén por
la cual, el proceso para desarrollar esta fase, partié inicialmente con el diseno conceptual, donde
se plantearon varias opciones de estructuras que cumplian con los objetivos de los requerimientos
técnicos (QFD) mediante bosquejos realizados en formatos de dibujo a mano y se seleccion6 el mejor
a través de una matriz de ponderacion; luego el desarrollo de la fase prosiguio con el disenio detallado
o construcciéon del diseno escogido en el software SolidWorks 2018 a escala real y teniendo presente
el sistema de acoplamiento de sus piezas como de los elementos del biosensor; y finalmente, el diseno
en ingenierfa concluyé con la construccion de la estructura en impresion 3D y la instalacién de los
elementos del biosensor para su funcionamiento en conjunto. Cabe mencionar, que la seleccién de
componentes es una etapa del disefio detallado, la cual se realiza luego de la seleccién del concepto
global. En este punto se realizaron matrices de decisién en donde intervienen los requerimientos de
ingenieria que debe cumplir cada componente y las diferentes alternativas que se tienen. Todo el
diseno en ingenierfa de la estructura del prototipo de laboratorio esta fundamentada en (Dieter &
Linda, 2013).

Diseino conceptual del prototipo de laboratorio

/ Levantamiento de Formular disefio de la 2
= g . Realizar caja gris de cada Matriz de decision
requerimientos y —* estructura del biosensor —»| Rtk (FSaUETRCos R o)
resultados QFD (bosquejos) p q
Calificacionde 1a 5
Definicién disefio Sumatoria de cada
estructura llevar al detalle | alternativa de disefio

- J

Figura 5-14.: Diagrama de bloques diseno conceptual. Fuente: Autor.

Partiendo de los requerimientos obtenidos a partir de la informacién del operario (funcionales y de
calidad) y de los resultados arrojados por el método de despliegue de la funcién calidad (QFD),
se vio la necesidad de cumplir con los objetivos formulados segin el orden de importancia de los
requerimientos técnicos en el diseno de la estructura del prototipo de laboratorio de biosensor, por
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lo cual, se formularon varios disefios mediante su representacién por bosquejos, asi como también la
construccion de la caja gris para cada disenio propuesto (Dieter & Linda, 2013). Los requerimientos
tenidos en cuenta fueron:

= El producto debe ser compacto para impedir el deterioro de los componentes electrénicos.
= Los materiales no deben inhibir la reaccién entre el lactosuero y el electrodo.

s El producto debe ser portable.

s Menor tamano y simplicidad del producto.

s La estructura del prototipo debe facilitar el mantenimiento y calibracién de cada etapa.

= El electrodo combinado debe guardarse en un lugar seguro, para prevenir roturas o riegos.
= El diseno del producto debe ser llamativo para el usuario.

s Tiempo de respuesta de reaccién quimica, componentes electrénicos y programacion menor
a 8 min.

» Integracién y automatizacién (dosificacién del agente oxidante) de la etapa de reconocimiento
e instrumentacion.

Estos requerimientos argumentan que los disefios propuestos que se realizaron tuvieron el mismo
principio geométrico y estructural, puesto que lo que pretenden es cumplir con estos en su mayoria,
ademas que el tiempo dado por la facultad para el desarrollo del proyecto de grado impide realizar
un diseno mas creativo y riguroso, lo cual se deja escrito en la seccién de recomendaciones.

En primer lugar, se inicié6 con disefios que serian una visiéon a largo plazo del mejoramiento del
biosensor como producto para sacar al mercado competitivo, luego se siguié con el bosquejo de
disenos basicos de la estructura de un prototipo de laboratorio donde sus etapas se encontraran
integras y su mecanismo de funcionamiento para la etapa de reconocimiento bioldgico fuera manual,
es decir, donde la preparacion del lactosuero y las soluciones de los agentes quimicos la hiciera el
usuario y este mismo la introdujera a la estructura. Finalmente, se llevé a bosquejo el mejoramiento
de los disenos basicos con la diferencia de que cuentan con un sistema de dosificacién automatica
de la solucién del agente oxidante permanganato de potasio, con el objetivo de evitar que el usuario
u operario de produccion de lacteos tenga contacto con reactivos controlados.
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En segundo lugar, se realiz6 la caja gris para cada diseno de la estructura plasmado a manera de
bosquejo. Cada caja gris para el respectivo disefio de prototipo de biosensor, se creé partiendo de la
mencion de las entradas y salidas, como de la descripcién del funcionamiento interno; donde se tuvo
en cuenta la metodologia practica de cada etapa del biosensor y de manera general el como colocar
la muestra de lactosuero en el equipo, cémo realizar la dosificacion del agente oxidante, como medir
la lactosa presente en la muestra, cémo ubicar la etapa instrumental para su mantenimiento y cémo
relacionar las dos etapas dentro de la estructura. Lo 1ltimo mencionado se especificé en la fase de
disenio detallado.

Ya teniendo los diferentes disefios propuestos de la estructura en bosquejos y representacién grafica
por medio de cajas grises, estos fueron evaluados en una matriz de decisiéon con un calificacién de 1
a 5. La matriz de decisién se realizé en una tabla en Excel, donde las columnas son las alternativas
de diseno y las filas son los requerimientos técnicos mas importantes para la construccién de la
estructura, segun lo indicé el peso relativo dado por el método QFD (Ver seccién 5.3.2); por lo que,
se califica cada alternativa de diseno con cada requerimiento donde 1 es que no lo cumple y 5 que lo
cumple en su totalidad y, al final de la tabla se realiza la sumatoria de las calificaciones para cada
alternativa. Siendo el diseno de la estructura del prototipo de laboratorio con mayor sumatoria, el
que se lleva al desarrollo del diseno detallado.

Diseio detallado del prototipo de laboratorio
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completo del biosensor en
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Figura 5-15.: Diagrama de bloques disenio detallado. Fuente: Autor.

Seleccién de componentes que hacen parte del prototipo de laboratorio de biosensor

La primera parte del diseno detallado esta conformada por la seleccion de los componentes que llevan
a la funcionalidad del prototipo de biosensor y hacen parte del diseno detallado de su estructura,
con referente a dimensiones y distribuciéon de la misma. Para la seleccién de cada componente
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se realizé una matriz de decisién o de ponderacién en donde se evalian diferentes alternativas de
solucién con referente a los requerimientos del operario que debe cumplir cada componente, ya sean
técnicos, de calidad o funcionales, como se mencioné en la seccién 5.3.2 (Dieter & Linda, 2013).

En primer lugar, se elaboré la lista de los componentes que serian utilizados para dar cumplimiento
a los requerimientos de ingenieria, teniendo en cuenta que cada componente colocado en la lista
se escogié de acuerdo a la funcionalidad que se requiere dentro del disenio de la estructura y de la
etapa instrumental. Por ejemplo, la estructura debe tener un método de construccién adecuado,
para la etapa instrumental se necesita de un sistema de amplificacién por lo cual se opta por escoger
un amplificador operacional y para la dosificacién del agente oxidante se requiere de un sistema
automatizado. Teniendo esta lista de componentes, para cada uno se buscé tres posibles alternativas
de solucion de acuerdo a los requerimientos necesarios, como se observa a continuacion:

Tabla 5-2.: Lista de componentes utilizados en el funcionamiento del biosensor. Fuente:

Autor.
Objetivo 3 Componente Solucién 1 Solucién 2 Solucién 3

Diseno estructura Método de construccién | Impresion Corte ldser Corte  ma-
(estructura) 3D nual

Disefio estructura Material construccién (es- | PLA ABS Acrilico
tructura)

Diseno estructura Jeringa 1 mL 5 mL 10 mL

Disetio estructura Sistema  desplazamiento | Poleas Pinones Pinén, co-
de jeringa rrea de

desplaza-
miento

Disefio estructura Sistema de aseguramiento | Tornillos Cloruro de | Super bon-
(estructura) metileno der

Disetio estructura Tornillo 3/87 1/27 5/87”

Diseno etapa instrumental | Placa montaje circuito PCB Baquela Protoboard

Disenio etapa instrumental | Placa de desarrollo Arduino PIC 18F4550 | PIC 16F84a

Diseno etapa instrumental | Fuente de alimentacién Bateria Pila Cargador

Diseno etapa instrumental | Motor Paso a paso Servomotor DC

Diseno etapa instrumental | Método visualizacién re- | LCD PC Celular
sultados

Diseno etapa instrumental | Regulador ment de visua- | Potenciéme- | Potenciéme- | Pulsador
lizacion tro rotatorio | tro trimmer

Diseno etapa instrumental | Amplificador operacional | LM741 LM386 LM324

En segundo lugar, se elaboré una matriz de decisién para cada componente, en las columnas se
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encuentran las tres alternativas de solucién del componente y en las filas se colocaron los reque-
rimientos que se requiere que cumpla este. La calificacién para la evaluaciéon de los componentes
es de 1 a 5, donde 1 es que no lo cumple y 5 que lo cumple en su totalidad. Una vez se califica
cada requerimiento, se hace la sumatoria para cada alternativa y se selecciona la de mayor pon-
deracion. Para mejor entendimiento a continuacién se coloca un ejemplo de la matriz de decisién
realizada para seleccionar el sistema de aseguramiento de las tapas de la estructura del prototipo a
este; sin embargo se recomienda ir al Anexo E para poder visualizar todas las matrices de decisién
realizadas.

Tabla 5-3.: Sistema de aseguramiento (Tapas de la estructura). Fuente: Au-

tor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Aseguramiento de las partes seguro 5 4 3
Sencillo y de fécil limpieza 5 1 1
Desarmado en un tiempo minimo a 10 min 5 1 1
Estar acoplado a la estructura 4 2 2
Compatible con el material de construcciéon 3 5 3
Dar buena presentacién al equipo 3 5 )
PESO TOTAL 25 18 15

En dltimo lugar, se justifica cada matriz de decisiéon y su componente establecido de acuerdo
al cumplimiento exigente de los requerimientos y a la calidad del biosensor que se obtuvo, esta
explicaciéon se dard a medida que se va requiriendo el componente en el proceso de diseno en
ingenieria.

Construccién del diseno escogido en el software SolidWorks 2018

Una vez seleccionado el diseno conceptual de la estructura funcional a partir de la ponderacién
més alta dada por la matriz de decisién (Ver seccién 5.3.3) y seleccionados los componentes por
matrices de decision para la construccién del disenio de la estructura como del funcionamiento de
la etapa instrumental del prototipo de laboratorio, el disefio fue modelado en el CAD SolidWorks
2018 teniendo presente las caracteristicas de los componentes y requerimientos del operario (Dieter
& Linda, 2013).

En primer lugar, se tomoé el bosquejo a mano del diseno acotado de la estructura funcional y se
llevé a construcciéon en el CAD mediante el modelamiento y ensamble de cada una de las partes
que conforman las diferentes piezas de la estructura del biosensor por medio de funciones como
croquis, cotas inteligentes, extrusion saliente, extrusién corte, insertar componentes y relacion de
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posicién (Figura 5-16).

ins-

(a) Etapa de reco-
nocimiento, Solid-
Works 2018.

(b) Etapa de
trumentacién, Solid-
Works 2018.

Figura 5-16.: Modelado de la estructura del prototipo de laboratorio. Fuente: Autor.

Adicional a la construccién se realizé la asignacién del material y color, el cual segin la matriz
de decisién de la Tabla 5-4 es PLA azul claro; ya que es un material resistente, biodegradable,
reutilizable y que no inhibe el funcionamiento del biosensor.

Tabla 5-4.: Material de construccion de la estructura. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Material resistente a las condiciones ambientales 5 3 4
Material no inhibe el funcionamiento 5 5 5
Material de bajo costo 2 3 5
Material biodegradable y reutilizable ) 1 1
PESO TOTAL 17 12 15

El anterior modelamiento fue la base para la construccion del primer prototipo completo del biosen-
sor en madera MDF, ya que sus dimensiones no eran seguras ni precisas, puesto que los componentes
que se encontraban en el CAD tenian dimensiones similares pero no reales, por lo que se consideré
como el primer diseno detallado en Solid Works.

Este primer prototipo completo del biosensor se construyé en ldminas de MDF con grosor de
10 mm y 5 mm, con la finalidad de visualizar, ubicar y medir con mayor facilidad las piezas y
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componentes que se encontraban en el software SolidWorks 2018; garantizando la exactitud en los
sistemas de aseguramiento y relacion de piezas de la construccién del prototipo de laboratorio final,
ya que una de las desventajas del material de fabricacién es que tiene un alto costo y no puede ser
desperdiciado. Los componentes que se acondicionaron en el primer prototipo son los mismos que
fueron acoplados en la estructura impresa del prototipo final, por ende, estos componentes segin
la etapa del biosensor fueron:

1. Etapa de reconocimiento: Dos tubos de vidrio de 13 mm de didmetro por 60 mm de altura,
2 minas de grafito de 2 mm de didmetro por 85 mm de largo, 2 tapones de silicon superiores,
2 tapas de silicén inferiores, cable coaxial, jeringa de 5 mL con aguja, una abrazadera de 11
mm de didmetro (soporte rectangular en madera), una correa de distribucién de impresora
con 60 mm de largo por 5 mm de ancho y 2 mm de alto y piién de 10 mm de ancho y 13
mm de didmetro.

2. Etapa instrumental: cable coaxial, una protoboard pequena, un amplificador operacional
LM741, resistencias de 1K€, 9K, 220 K2, un motor paso a paso de 5 V, un driver para
motor paso a paso, una placa de desarrollo Arduino Nano, una pantalla LCD de 16x2, tres
potenciéometros de 10 K2, un pulsador, un LED rojo, un porta bateria de 9 V' y una bateria
recargable de 9 V.

Cabe mencionar, que los componentes anteriormente nombrados, son el resultado del método de la
matriz de decisiéon presente en el Anexo E.

(a) Etapa de recono- (b) Etapa de instru-
cimiento. mentacion.

Figura 5-17.: Primer prototipo de laboratorio en madera MDF. Fuente: Autor.
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Para la construccién del primer prototipo de laboratorio, se traspasaron las medidas de cada pieza
del modelo 3D de SolidWorks al material MDF, luego se cortaron con una sierra sinfin y se pulieron
los bordes con un cepillo manual para madera. A las caras laterales de la estructura principal con
ayuda de una sierra de banco se les realizd el corte de los canales por los cuales ingresan dos
divisiones de la estructura (una para cada etapa); se ensamblaron las paredes de la estructura
principal mediante canales y puntillas de 1”7 sin cabeza; finalizando con el posicionamiento y fijado
de las tapas que protegen cada una de las etapas del biosensor del entorno, mediante tornillos de
1/2” cabeza plana-estrella (Figura 5-17).

Posteriormente, en el primer diseno detallado en SolidWorks se corrigieron: dimensiones y ubicacién
de cada componente en la estructura de acuerdo a la etapa del biosensor, método de ensamble de
las divisiones y disefio del sistema de acoplamiento del recipiente removible a la estructura del
prototipo de laboratorio.

Finalmente, se creo la simulacién de la vista explosionada del prototipo final en el CAD, es decir,
se realiz6 un video mediante el cual el operario de la empresa pueda ver paso a paso cémo se arma
y desarma el producto, ya sea para cambiar la bateria recargable de 9 V', recargar la jeringa con
la solucién del agente oxidante o realizar mantenimiento de alguna de las etapas del biosensor. Por
otro lado, el video comprueba la exactitud con la que se construyd cada una de las piezas para el
montaje sin errores durante la ingenieria de diseno desarrollada en todo el presente objetivo del
trabajo de grado (Dieter & Linda, 2013).

Construccion del prototipo de laboratorio de biosensor

Tabla 5-5.: Método de construccion de la estructura. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Estructura robusta 4 4 2
Estructura integrada b) 3 2
Recipiente removible 5 4 3
Facil adaptacién del sistema de aseguramiento 4 4 3
PESO TOTAL 18 14 10

Luego de corroborar el diseno final de la estructura funcional del prototipo de laboratorio mediante
la simulacién en el software SolidWorks 2018, se procedié a realizar su impresién 3D y ensamble de
cada una de sus piezas y componentes. El método de construccién se definié por medio de la matriz
de decisién que se observa en la Tabla 5-5, donde se evaluaron los tres posibles métodos (impresién
3D, corte laser y corte manual) con los siguientes requerimientos: estructura robusta para impedir el
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deterioro de los componentes, estructura integra, recipiente removible y facil adaptacién del sistema
de aseguramiento a la estructura; en una escala de 1 a 5 y su resultado es la alternativa con mayor
ponderacién.

La impresion 3D del prototipo de biosensor se realizé en el laboratorio de prototipado de la Uni-
versidad El Bosque, por lo que, previamente se adquirié un rollo de 1 Kg de fibra PLA azul clara
para la construccién completa de la estructura del prototipo de biosensor final. El PLA fue fun-
damental para la construccion del prototipo porque sus caracteristicas lo llevan a ser un material
ligero, compacto e impermeable; requerimientos con mayor orden de importancia de acuerdo a lo
obtenido por el método de despliegue de la funcién calidad (QFD).

Una vez se adquirié el material de impresion 3D, cada una de las piezas modeladas en CAD fueron
guardadas en un archivo .STL para facilitar su impresion, segin la demanda de la impresora 3D.
Estos archivos fueron abiertos en el computador conectado a la impresora y se acomodé la pieza
en el plano de partida de acuerdo a los ejes y coordenadas que mejor se adecuaran al tamano de
la impresora y menor gasto de material. Se instal6 el rollo de fibra de PLA en la impresora, se
prendio y una vez es leida por el computador, se le ordend la impresion de cada una de las piezas
del prototipo final (Figura 5-18).

A medida que se iba imprimiendo cada una de las piezas, se les daba acabado manualmente,
como limar imperfecciones e ir ensamblando piezas y componentes de acuerdo al ensamble y video
explosionado realizado en SolidWorks. Los materiales que se utilizaron para eliminar imperfecciones
fueron: un bisturi, lijas y una lima circular; por otro lado, los materiales que se usaron para el
ensamblaje de las piezas y componentes fueron: pegante para PLA, una espatula delgada, veinte
tornillos cabeza plana de estrella de 1/2” y un destornillador de estrella (Figura 5-18).

(a) Método de construccién de la estructu- (b) Estructura impresa, con acabados y

ra final del biosensor, mediante impresién lista para que sus piezas sean acopladas.
3D en las instalaciones Universidad El Bos-
que.

Figura 5-18.: Construccién de la estructura final del biosensor. Fuente: Autor.
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5.3.4. Diseiio en ingenieria de la etapa instrumental

/ Libreria \
Arduino Libreria

(hardware. LyquidCrystal
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Busqueda bibliografica de | ——»| Noinversor (LM741, Rs |—»  alimentacion, Arduino Nano —> Software visualizacion
1K Chm bateria 8 V (ATmega328) pantalla LCD 16x2
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acondicicnamiento y l
procesamiento
Simulacién en software
Implementacién Proteus 8 Professional
amplificadores
operacionales e
instrumentales

Uso y programacién
\ Arduino /

Figura 5-19.: Diagrama de bloques diseno en ingenieria, etapa instrumental. Fuente: Autor.

La etapa de instrumentacion debe ser implementada en biosensores cuando al medir la senal resul-
tante de la etapa de reconocimiento, traducida por los electrodos y medida por el multimetro se
presentan cambios menores a 0.1 mV (Arduino, 2008).

Para determinar esto con el prototipo de biosensor, se analizo6 los lineamientos de calidad analiticos
dados en la primera fase (Ver seccién 5.1.4). Los potenciales arrojados en los lineamientos de
calidad dieron entre los 100 mV y 600 mV con variaciéon entre sus datos de aproximadamente 2
mV a 15 mV, lo cual fue analizado de acuerdo a lo citado por la corporacién Arduino en 2008, no se
requiere de una etapa de instrumentacién, porque los cambios de potencial son mayores a 0.1 mV'.
Sin embargo, se opté por disefiar una etapa de instrumentacién sencilla con acondicionamiento
y procesamiento de la senal 1til para asegurar la linealizaciéon de la senal resultante, evitar su
distorsién por ruidos del entorno y hacer del biosensor un producto selectivo para lactosa e inhibidor
para los demds componentes de la matriz del lactosuero residual. Ya que se conoce que el lactosuero
presenta: agua, calcio, sales minerales, acido lactico y proteinas lactoséricas de bajo peso molecular

(Ruiz & Garcés, 2007).

Razén por la cual, la descomposicion funcional fue una fase en la metodologia de disenio en inge-
nieria, en la que se descompuso la construccion de la etapa de instrumentacién en subsecciones, de
acuerdo a los requerimientos de ingenieria a solventar y a los componentes necesarios para llevar a
cabo el funcionamiento del prototipo de laboratorio de biosensor. Por lo tanto la descomposicién
funcional se secciond en acondicionamiento y procesamiento de la senal 1til, donde cada una esta
explicada rigurosamente por sistemas de funcionamiento, segiin el componente requerido (Dieter &
Linda, 2013).
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Sistemas de acondicionamiento y procesamiento implementados en biosensores
electroquimicos

El disefio en ingenieria de la etapa instrumental partié de la busqueda, seleccién, lectura, com-
presién y extraccion de informacién a nivel conceptual sobre los sistemas de acondicionamiento y
procesamiento de la senal para biosensores electroquimicos y a nivel teérico sobre la implementa-
ciéon de amplificadores operacionales e instrumentales, como del uso y programaciéon de la placa
de desarrollo de Arduino para biosensores, siendo el caso del sensor de pH, cuyos resultados se
evidencian en las secciones 4.3 y 4.4 del Marco de referencia.

De esta busqueda bibliografica y el andlisis realizado del porqué se opté por el uso de la etapa de
instrumentacién, se decidié realizar la construccién de un amplificador operacional, puesto que a
comparacién de los amplificadores de instrumentacién tienen ganancia infinita y con retroalimen-
tacién externa logran una ganancia finita, ademads tienen entrada diferencial de alta impedancia,
pero cuando los elementos de retroalimentaciéon se adicionan al amplificador operacional, disminuye
la impedancia de entrada (Cova, Yusmary, & Bompal, 2017). Por otro lado, se tuvo en cuenta que
los métodos electroquimicos de voltamperometria de barrido lineal parten del procesamiento de la
sefial mediante un microcontrolador o plataforma de desarrollo como Arduino (Jordd, 2018).

Acondicionamiento de la senal util

Sabiendo que el sistema de acondicionamiento de la senal resultante del prototipo de laboratorio
debia ser un amplificador operacional, se cree conocer sus componentes basicos a implementar: un
amplificador operacional, dos resistencias, una pantalla LCD de 16x2, un potenciémetro rotatorio
de 10 K€) y una bateria recargable de 9 V; todo instalado sobre una protoboard.

Sin embargo, de manera correcta se llego a la seleccion y validacién de los componentes electrénicos
mediante la evaluacién de tres alternativas de solucién frente a los requerimientos de ingenieria y
demandas de la senal a procesar en una matriz de decisién. El proceso de cémo se llevo a cabo dichas
matrices para la seleccién de cada componente se describié en la seccién metodologica 5.3.3. disefio
detallado del prototipo de laboratorio (seleccién de componentes que hacen parte del prototipo de
laboratorio de biosensor).

A continuacion, se explicé el disefio y construccién del sistema de acondicionamiento de acuerdo a
su descomposicion funcional:

Sistema de amplificacién
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Para la construccion del sistema de amplificacién operacional no inversor, se requirié de un ampli-
ficador y dos resistencias; componentes que fueron definidos a través de una matriz de decisién y
de las ecuaciones que demuestran el funcionamiento de un amplificador no inversor.

Por lo tanto, en primer lugar, para determinar el amplificador se identificé los requerimientos que
pedia la senial para su acondicionamiento, de acuerdo a los potenciales resultantes en los lineamientos
de calidad del primer objetivo; los cuales fueron: voltaje de suministro maximo de 22 V', voltaje de
entrada maximo de 15 V', voltaje offset para una resistencia de 10 K2 de 1 mV a 6 mV y 4 pines de
conexién. Teniendo presente, que no se requiere de un sistema complejo, sino de un sistema sencillo
que mejore la linealizacién del resultado dado por el biosensor en términos de voltaje (mV').

En segundo lugar, se escogieron tres amplificadores operacionales conocidos en el mercado por
cumplir con alguno de estos requerimientos y se sometieron a una matriz de decisién, donde fueron
evaluados de 1 a 5, siendo 1 que no lo cumple y 5 que lo cumple en su totalidad; el amplificador
que mayor sumatoria obtuvo al final fue el escogido (Ver Tabla 5-6).

Tabla 5-6.: Amplificador operacional. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Voltaje de suministro maximo de 22 V' ) 5 5
Voltaje de entrada maximo de 15 V 5 5 5
Voltaje offset de 1 a 6 mV 5 1 5
Maximo 4 pines 5 1 1
PESO TOTAL 20 12 16

En tercer lugar, habiendo definido el amplificador LM741, se procedié a hallar el valor de las
resistencias que permitieran una amplificacion 6ptima, para lo cual el potencial de la sefial de
salida (V') debia ser el potencial de la senal de entrada (mV’) multiplicado por una ganancia
de amplificacién de 10, ya que es el valor necesario para hacer la conversién de submiltiplos a
unidad basica de voltios, es decir, se tenia un rango de 100 mV a 600 mV (0.1 V y 0.6 V) y al
multiplicarlos por 10 se amplifica el voltaje de salida del prototipo a 1 V' y 6 V. Las ecuaciones
que se utilizaron para hallar el valor de las resistencias en un amplificador operacional no inversor
fueron las siguientes:

En un amplificador no inversor el voltaje de entrada no se ve inhibido por alguna resistencia o
corriente de entrada, por lo que ingresa el voltaje completo al amplificador. El voltaje de la entrada
positiva es el mismo que el de la entrada negativa, ya que se dice que la corriente que circula hacia
las resistencias es nula y, por ende, la tinica corriente que circula por las resistencias es la que viene
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del voltaje de salida y pasa por estas hasta llegar a la tierra del circuito.

L =1 (5-9)

Al ser igual las corrientes del circuito no inversor, se dice que el voltaje de salida (V,,;) sobre el
voltaje de entrada (Vj,) es igual a uno mas la resistencia dos (Rp) sobre la resistencia uno (Rq),
y todo eso es igual a la ganancia del circuito.

‘/out RF

=14 — 5-10

Av =

Aunque inicialmente ya se tiene el valor de la ganancia (10), esta también se puede hallar divi-
diendo el voltaje de salida amplificado sobre ese mismo voltaje sin amplificar de entrada (1 V
voltaje de salida / 0.1 V voltaje de entrada, valores tomados del rango de potencial definido en los
requerimientos de ingenieria).

Por ltimo, se despejé la resistencia dos (Rp) de la ecuacién 5-10, reemplazando la ganancia con
un valor de 10 y la resistencia uno (R¢) con un valor comercial de 1 K (valor opcional).

Rp
10=1+ o
Rp = ((10—1) x 1KQ) (5-11)
Rp = 9KQ

Cabe mencionar que la resistencia de 9 K2 no es convencional y no se tenia al alcance, por ende, se
opto por realizar previamente una suma en serie para calcular las resistencias que sumadas tuvieran
el valor total de esta:

Rp =R+ Ry
Ro = 9KQ — 22KQ (5-12)
Ry = 6,8K(2

Se obtuvo los valores de los componentes electrénicos que conformaron el sistema de amplificacién,
como es la definicién del amplificador operacional (LM741), la Rg (1 KQ), la R; (2.2 KQ), la Ry
(6.8 KQ) y una ganancia del sistema no inversor de 10. Con estos datos, en cuarto lugar se realizé
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el montaje y simulacién del sistema de amplificacion de la etapa de instrumentacién del biosensor,
en el software Proteus 8 Professional, formato ISIS.

Cabe mencionar que para realizar la simulacién del sistema de amplificacién en el Software, el
electrodo de referencia fue representado con el pin de salida de un potenciémetro rotatorio 10 K2
que suministra al sistema potenciales de entrada similares a los obtenidos con una muestra de lac-
tosuero residual, ya que este es un componente electrénico flexible que al realizar su caracterizacién
por mapeo permitird obtener los valores de potencial deseados dentro del rango de deteccion del
biosensor de lactosa. Por otro lado, el electrodo indicador tiene su conexion a tierra y es indicado
con el pin negativo del potenciémetro, ya que su salida no otorga ningun valor debido a que este
cumple su funcién dentro de la reaccién quimica de oxido-reduccién del lactosuero, es decir, este
electrodo es el encargado de seleccionar especificamente las moléculas de glucosa resultantes de la
hidrélisis de la lactosa y las trasmite al electrodo de referencia para que junto con el agente oxidante
genere electrones que son cuantificados en términos de potencial (mV’) generando una salida que
va al sistema de amplificacién como resultado de la medicion del biosensor.

Dicho comportamiento es el fundamento del potenciémetro usado como entrada del amplificador
operacional, analogia indicada en la simulacién y montaje del circuito electrénico resultante de la
fase tres del presente documento.

Teniendo en cuenta los componentes seleccionados y la explicacién de la relacién del electrodo
combinado con el sistema de amplificacién, para realizar el montaje del sistema en el software se
buscé cada uno de los componentes requeridos en la barra de herramientas y se conectaron entre si,
iniciando por el amplificador LM741, las dos resistencias, la fuente de alimentacién (Veey GN D),
el potenciémetro rotatorio de 10 K (el cual simula el potencial de entrada dado el electrodo de
referencia), el diodo LED como indicador y los multimetros DC para la visualizacién de los voltajes
de entrada y salida del sistema. Como guia se utilizé la imagen de un amplificador operacional no
inversor consultado por la web.

Y en ultimo lugar, el montaje realizado en el software fue llevado a simulacién con un voltaje de
entrada de 0.1 V (simula el potencial captado por el electrodo combinado para ser acondicionado
y procesado en la etapa de instrumentacién), los resultados son observados numéricamente en la
pantalla de los multimetros, donde el multimetro de entrada arroja un voltaje de 0.1 V' (100 mV') y
el multimetro de salida del sistema luego de la amplificacion con una ganancia de 10, da un voltaje
de 1 V. Resultados que permitieron corroborar el funcionamiento basico del sistema para cuando
fuera montado en protoboard y no presentara fallas técnicas ni funcionales.

Por otro lado, con este montaje simulado en formato ISIS, se procedio a realizar la PCB mediante
el formato ARES del software Proteus 8 Professional, con la finalidad de dejarla planteada para que
el usuario que quiera evaluar el funcionamiento integro de las etapas de reconocimiento e instru-
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mentacion, pueda llevarla a impresién y acoplarle los componentes electrénicos mediante soldadura;
logrando finalizar la construccién de la etapa de instrumentacién al 100 % (circuito electrénico di-
seniado en ARES, impreso, soldado y programado). Para ello, se requiere tomar los componentes
electrénicos del sistema de amplificacion disenado en ISIS, ubicarlos de manera que ocupen menor
espacio entre ellos y que facilite la creacion de los caminos de corriente, evitando errores; posterior-
mente se guarda el archivo ARES por medio del software, dejando este a la disposicién del usuario,
para que lo construya al momento de poner en practica el protocolo de evaluacién del biosensor.

Sistema de alimentacion

El sistema de amplificacién requiere de una fuente de alimentacién de 5 V o 9 V' para su funciona-
miento. Las alternativas de fuentes pueden ser: una bateria recargable, unas pilas no recargables o
una fuente de voltaje no inaldmbrica; pero teniendo en cuenta los siguientes requerimientos de inge-
nierfa: voltaje de alimentacién de 9 V', inaldmbrico, menor tamano, facil manipulacién y recargable,

se opto por una bateria recargable, como lo senala la siguiente matriz de decisién:

Tabla 5-7.: Fuentes de alimentaciéon. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Voltaje de alimentacién de 9 V/ b) 3 5)
Fuente de alimentacion inalambrica 5 3 1
Menor tamanio y facil manipulacién 4 3 1
Fuente recargable 5 2 1
PESO TOTAL 19 11 8

Por lo tanto, la fuente de alimentacién fue una bateria recargable de 9 V, la cual se conect6 a la
placa de desarrollo para alimentarla y que esta alimente el sistema de amplificacién. Se decidié que
la bateria tuviera mayor voltaje que la placa de desarrollo en caso de que se requiera conectar otro
circuito electrénico a parte del sistema de amplificacién, como es el caso del sistema de dosificacién
del agente oxidante.

Procesamiento de la senal util

El potencial de salida del sistema de amplificacién (V') requiere de la fase de procesamiento, ya que
se debe convertir dicho resultado en términos de cantidad de lactosa (mg), ademés de facilitar la
visualizacion del dato mediante una interfaz con el operario. Razén por la cual, el procesamiento
de la senal 1util esta descompuesto funcionalmente en: placa de desarrollo o procesador electrénico,

programacién en el software y sistema de visualizacién de la cuantificacién de lactosa.
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Placa de desarrollo o procesador electrénico

Un procesador electrénico participa con su circuito integrado programable en la construcciéon de
dispositivos digitales e interactivos que puedan detectar y controlar una sefial. Es por ello que este
componente es importante para la etapa de instrumentacion del biosensor, ya que permite conectar
el sistema de amplificacién con la programacién asignada para convertir la cuantificacién de lactosa
del orden de los V a la cantidad de lactosa en mg, a través de la ecuaciéon de regresién lineal
definida con las gréficas resultantes de los lineamientos de calidad del primer objetivo especifico;
asi como también el procesador envia el dato procesado y cuantificado al sistema de visualizacion
para mayor facilidad e interpretacién por parte del operario, a quien le concierne la importancia
de dicho resultado luego de detectar lactosa en el lactosuero.

Tabla 5-8.: Placa de desarrollo. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Voltaje de entrada de 9 V' aprx 5 1 1
Requiere de un PWM de 8 bits 5 5 5
Menos de 14 pines digitales 4 1 )
Memoria flash de aprox 32KB 5 5 4
Frecuencia de 16 MHz b) 3 3
Facilitar el mantenimiento y calibracién de cada etapa 5 3 3
PESO TOTAL 29 18 21

Por ende, para la seleccién del procesador electrénico (microcontrolador o placa de Arduino) que
acondiciona la senal electroquimica del sistema de amplificacién, se tuvo que escoger tres alternati-
vas de solucién y realizar la evaluacién de los requerimientos de ingenieria mediante su calificacién
en una matriz de decisién, seleccionando el que mayor sumatoria diera al final del estudio ingenieril.
Con estos requerimientos y teniendo en cuenta que los conocimientos del operario de produccion de
lacteos en temas de biosensores electroquimicos no son iguales a los de un profesional en Bioinge-
nieria, se buscé y seleccion6 tres procesadores 6ptimos para la fase de lectura y acondicionamiento
de la senal, los cuales fueron: la placa de desarrollo Arduino Nano con su software de programacion,
el microchip PIC-18F4550 y el microchip PIC-16F84. Estos fueron ubicados dentro de la matriz de
decisién junto con los requerimientos en ingenieria y evaluados de 1 a 5, de cuerdo a lo arrojado en
sus hojas de datos (datasheet) (Ver Tabla 5-8).

Siendo el procesador electrénico Arduino, su plataforma Nano (basado en el microcontrolador AT-
mega328) y el software de programacién Arduino los establecidos, ya que cuenta con la cantidad
de pines (14 puertos digitales de entrada/salida, 8 puertos andlogos) suficientes para la conexién
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del sistema de visualizacién, como de la etapa de instrumentacion y sistema de dosificacion au-
tomatico de la solucién del agente oxidante. También cumple con el orden de importancia de los
requerimientos técnicos dados por el método QFD; como son: menor tamano, ligero, compacto, de
facil instalacién, funcionamiento, mantenimiento y andlisis; ademas los requerimientos del operario
que lo diferenciaron de las demas alternativas fueron:

1. La interaccion didactica entre usuario no capacitado ni conocedor de las areas de quimica o
electrénica en biosensores con respecto al circuito impreso, sistema de dosificacién automéatico
del cofactor, pantalla LCD 16x2 y el software Arduino.

2. La explicacion paso a paso del uso, adecuacién y funcionamiento del procesador dentro de su
rol en el prototipo de biosensor.

3. Los entornos de desarrollo y lenguaje de programaciéon de Arduino y las placas en las que se
ejecutan han sido desarrollados de la mano, por lo que asegura tanto la compatibilidad como
la sencillez de desarrollo sobre ellas.

4. El sistema de conexién es independiente de un puerto USB, Wifi o Bluetooth y sus carac-
teristicas con respecto a los voltajes de entrada-salida (7 V a 12 V) son adecuados a los
requerimientos por parte del electrodo combinado.

La placa de desarrollo Arduino Nano fue instalada y conectada al sistema de amplificacién montado
y simulado en el formato ISIS del software Proteus, para lo cual se requirié de la instalacion de
la libreria Arduino. La salida del amplificador operacional no inversor se conect6 a un pin anédlogo
(A0), al igual que sus pines de alimentacién a 5 V' 'y GND.

La libreria Arduino permite adquirir el hardware y el software, para su programacion y simula-
cién, brindando seguridad y un modelo de referencia al momento de llevar el montaje del circuito
electrénico del software a la protoboard cumpliendo con los requerimientos de ingenieria del pro-
totipo de laboratorio de biosensor.

Programacién en el software

En primer lugar, el cédigo de Arduino del sistema de amplificacién consistié en la inicializaciéon
y lectura del pin andlogo al que se manda la senal eléctrica proveniente del pin de salida del
amplificador operacional, luego en la funcién void loop se realizé el mapeo de los datos adquiridos,
es decir, la conversién de unidades de bytes a voltios (0-1023 bytes a 0-600 mV'), para aplicar la
regresion de la metodologia realizada en el primer objetivo (ir de potencia a concentracién).
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Después se acondiciond y colocé la ecuacién de regresion lineal de la curva de calibracién (relacién
directamente proporcional voltaje (mV') en funcién de concentracién de lactosa (mol/L)) con el
objetivo de poder realizar la transformacién de voltaje a concentracién de lactosa y, posteriormente,
se realiz6 la conversién de unidades de concentracién de lactosa (mol/L) a masa o cantidad de
lactosa (mg) por medio del despeje de la ecuacién de molaridad quimica, ya que para el operario
le es més sencillo y comprensible trabajar en unidades de masa conocidas. A continuacién, el valor
obtenido en término de mg de lactosa, debe ser enviado a un sistema de visualizacion, donde
es observado para mayor facilidad de lectura y andlisis por parte del operario de producciéon de
lacteos, si este valor es mayor al limite dado por la normativa entonces se prende un diodo LED
como indicador de alerta (se explica mas adelante).

En segundo lugar, el cédigo generado en el software de Arduino se guardé como archivo .HEX,
con la finalidad de llevar dicha extensién al montaje realizado en el software Proteus y poderlo
simular en conjunto, verificando que el circuito electrénico disenado y el cédigo creado estuvieran
en orden y arrojaran los resultados esperados en las unidades y tiempo requerido. Sin embargo,
para su verificacion se necesit6 de la implementacién de un sistema de visualizacion. Se recomienda
visualizar el diagrama de flujo del pseudo-cédigo completo de la etapa de instrumentacién, presente
al final de esta tercera fase metodolégica en la Figura 5-23.

Sistema de visualizacién

Como el prototipo de laboratorio es un producto que facilita el trabajo experimental y analitico
del operario de produccion de lacteos, el valor de la cuantificacién de lactosa que es registrado por
la etapa de instrumentacién debia ser visualizado por el operario, ya sea mediante una pantalla
LCD, la conexién a un computador o el envié por bluetooth al celular de la medicion; puesto
que los requerimientos de ingenieria exigen que el sistema de visualizacién debe: verse de manera
inmediata, ser de facil interpretacion por el operario, ser portable y menor tamano y simplicidad del
producto. Pero como se tenian tres alternativas de solucién para seleccionar la correcta se realizo
una matriz de decision con calificacion de 1 a 5, evaluando cada alternativa con los requerimientos
pedidos para el desarrollo del biosensor (Ver Tabla 5-9).

Tabla 5-9.: Sistema de visualizacién resultados. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Visualizacion de manera inmediata 5 4 3
Resultado de fécil interpretacion 4 2 3
Producto portable ) 1 3
Menor tamano y simplicidad del producto 4 1 2
PESO TOTAL 18 8 11
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Tabla 5-10.: Regulador ment de visualizacién. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Fécil mantenimiento 5 4 1
Seleccién sencilla de un menu ) 1 4
Durabilidad 5 4 1
Tamano 6ptimo segin pantalla LCD 16x2 4 2 2
Controlar luz pantalla LCD 16x2 5 4 1
PESO TOTAL 24 15 9

Dando como resultado la pantalla LCD, porque permite la visualizacion de la medicién arrojada
por el biosensor con el menor tiempo de retraso, al igual que permite la interaccion entre el operario
y el equipo a través de un menu que es seleccionado con el movimiento de un potenciémetro de 10
KQ), el cual también fue escogido por una matriz de decisiéon presentada en la Figura 5-10.

Habiendo escogido la pantalla LCD como la manera de visualizar el resultado arrojado por la
etapa de instrumentacion, esta fue ubicada en el montaje del software Proteus junto con los deméds
componentes de la etapa de amplificacion. Para ello sus pines voltaje de alimentacién, seleccién
de registro, activacion, DB4, DB5, DB6, DB7 y DBS8 fueron conectados a los pines digitales de
Arduino Nanoy 5 V.

Luego de estar conectada la pantalla LCD a la placa de desarrollo de Arduino Nano, se programé
para que recibiera y visualizara la cantidad de lactosa (mg) medida por las etapas de reconocimiento
e instrumentacion, mediante la libreria LyquidCrystal con la cual se inicializé y ley6 los pines de
la pantalla. Luego, en la funcién void loop se programé un potenciémetro como seleccionador del
ment; mediante las funciones de: inicializacién, maped y condicionales para que de acuerdo al
valor dado al rotar el potenciémetro fuera mandado un anuncio a la pantalla LCD (Bienvenida,
dosificacién y lectura) y segin lo deseado por el operario visualice el contenido de cada opcién del
menu. En el caso de la opcién dosificacién, se debe seleccionar con el potenciémetro y ejecutar con
un pulsador, el cual cuando es oprimido emite en la pantalla un registro de ON hasta que se haga
la dosificacion pasando a estado OFF; para que asi el operario posteriormente lo lleve a la opcion
de lectura de la muestra (Ver Figura 5-23).

5.3.5. Montaje en protoboard, sistema de dosificacion y evaluacion
de la etapa de instrumentacion

La seccion de montaje en protoboard y evaluacién de la etapa de instrumentacién como su palabra
lo dice, esta conformada por dos subsecciones. La primera hace referencia a la construccién en
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protoboard de la etapa instrumental, para lo cual se utilizé el montaje realizado y simulado en
el software Proteus. Y la segunda consiste en la evaluacion de esta etapa, donde la entrada del
amplificador debfia ser el potencial arrojado por la reaccién quimica presente en el lactosuero residual
captado por el electrodo de referencia, pero por limitaciones al acceso de los agentes quimicos y
a la muestra de lactosuero se instalé en el montaje de la protoboard un potenciémetro rotatorio
al igual que en la simulacién, donde su pin de salida hace la analogia del comportamiento de este
electrodo; mientras que el pin negativo de este componente representa al electrodo indicador, por
lo que es llevado a tierra ya que su valor numérico es nulo.

Montaje en protoboard

Habiendo simulado el diseno propuesto para la etapa de instrumentacion, se monté en protoboard
el circuito electréonico disenado y simulado en el software Proteus 8 Professional, teniendo al alcance
todos los componentes electronicos necesarios, ubicandolos en la protoboard y conectandolos entre
si a través de cables como indica el montaje simulado.

Figura 5-20.: Montaje de la etapa instrumental del software Proteus a protoboard. Fuente:
Autor.

En primer lugar, se conect6 el amplificador LM741 a la protoboard y se le acondicioné las dos
resistencias al pin dos de este, la resistencia de 1 K2 fue conectada en su otro extremo a la tierra
de la protoboard y las resistencias en serie que equivalen a 9 K2 fueron unidas por el otro extremo
al pin 6 del amplificador. El pin 3 va conectado al pin de salida del potenciémetro rotatorio de 10
KQ (cable coaxial del electrodo de referencia), el pin 4 a tierra y el pin 7 a la linea de voltaje de 5
V de la protoboard, mientras que el pin 6 del amplificador (salida) fue conectado al pin A0 de la
placa de Arduino Nano, para ser leida y procesada.

En segundo lugar, se conect6 la pantalla LCD 16x2 al Arduino Nano, como se habia indicado en
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la anterior subseccién del sistema de visualizacion; agregando que al pin 3 de la pantalla se le
debia conectar directamente un potenciémetro rotatorio de 10 K2, con la finalidad de controlar la
intensidad de luz reflejada por esta para mejor visualizaciéon por parte del usuario.

En tercer lugar, se conecté el pulsador que activa el sistema de dosificacién al pin 12 del Arduino
Nano y un tercer potenciémetro rotatorio de 10 K} a esta placa de desarrollo de manera inde-
pendiente a los anteriores componentes (seleccionador del ment), su pin de salida fue conectado al
pin Al, los demads pines estaban conectados a la linea de voltaje de 5 V y tierra de la protoboard
alimentada por la placa, la cual a su vez era alimentada por una bateria recargable de 9 V.

En cuarto lugar, se conecta un diodo LED al pin 10 del Arduino, con la finalidad de indicar al
usuario si la cantidad medida de lactosa en el lactosuero se encuentra fuera del limite permisible
dado por la normativa colombiana de vertimientos de las industrias ldcteas (mayor a 400 mg).

Finalmente, se obtuvo el montaje completo en protoboard de la etapa de instrumentacién junto

con su amplificacién, lectura, acondicionamiento y visualizacién numérica de la cantidad de lactosa

detectada, lo que permitié realizar posteriormente su evaluacién.

Montaje y programacion del sistema de dosificacion de la solucién del agente oxidante

Tabla 5-11.: Sistema desplazamiento de jeringa. Fuente: Autor.

Requerimientos Solucién 1 | Solucién 2 | Solucién 3
Fécil acoplamiento 3 2 )
Desplazamiento perpendicular 2 5
Fécil acondicionamiento del motor y émbolo 4 4 5
Menor tamano y simplicidad 2 3 4
Fécil mantenimiento 2 3 4
PESO TOTAL 15 14 23

Esta subfase de la metodologia es un complemento que permite cumplir con la construcciéon com-
pleta del prototipo de biosensor, puesto que el presente es un proyecto de grado en modalidad
producto y junto con el concepto de biosensor, se conoce que sus etapas deben estar integradas,
ser auténomas, facilitar la cuantificacién de la lactosa al usuario, no contar con métodos analiticos
tradicionales y menos con tratamientos exhaustivos y manuales de la muestra. Del mismo modo, se
debe dar a visualizar el desarrollo de ingenieria en el mismo, donde se reflejen algunos conocimientos
aprendidos durante la formacion profesional.

Motivo por el cual, se desarrollé el montaje y programaciéon del sistema de dosificacién automatico
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del cofactor o agente oxidante permanganato de potasio al electrodo de referencia, segiun dosis
requerida; ya que, este sistema suprime algunos procesos quimicos que inicamente se deben realizar
en el laboratorio de quimica siguiendo unas pautas de normatividad y seguridad con el uso de
reactivos, evitando el contacto minimo por parte del usuario no conocedor con los reactivos a
utilizar. Ademas, de permitir el estudio en campo de varias muestras con el prototipo de biosensor,
donde el usuario tinicamente debe agregar 5 mL de la soluciéon del cofactor ya preparada por el
fabricante del equipo (entregada en presentacién de vidrio) al dosificador, poner en funcionamiento
el biosensor y colocar el recipiente con los 20 mL de la respectiva muestra de lactosuero en el
electrodo combinado.

Figura 5-21.: Montaje sistema de dosificacion automatico, solucion del agente oxidante.
Fuente: Autor.

Es por ello que el sistema de dosificacién del cofactor se realizé de manera automatica, mediante la
guia y acondicionamiento de referencias bibliogréaficas. Dicho sistema consiste en un prototipo inicial
mediante el desplazamiento de una correa de distribucién de impresora por un pinén conectado a
un motor paso a paso, la correa de distribucién estd acoplada al émbolo de una jeringa de 5 mL.
Con respecto al circuito electréonico, los pines del motor van conectados a un driver de corriente
con cuatro pines de salida y dos de conexién a la fuente de voltaje; cabe aclarar que este sistema
es acoplado a la etapa de instrumentacién ya realizada y nombrada en la anterior subfase, para asi
poder ser llevada a la impresién del circuito y soldar cada uno de sus componentes en sus debidos
espacios (Figura 5-21) (Oliva, 2014).

El motor paso a paso fue controlado por la placa de desarrollo de Arduino Nano y un pulsador
de activacién, en donde antes de activar la lectura de la lactosa en el lactosuero, se debia activar
la dosificaciéon de 1 mL de la solucién del agente oxidante por parte de la jeringa al electrodo de
referencia. Este proceso se realiza las veces necesarias de muestras de lactosuero a evaluar, hasta
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que la solucién del agente oxidante que se encuentra en la jeringa se termine y requiera del llenado
manual nuevamente, siendo asi, se estima que la dosificacién automaética abastece la medicién de 5
muestras (Oliva, 2014).

La programacién del sistema de dosificacion automético consistié en la conexién de cuatro pines
digitales de salida del driver de corriente (ULN2003) del motor paso a paso al Arduino Nano (pin
9, 7, 8, 6) que corresponden a las cuatro bobinas que activan el movimiento del motor, los otros
dos pines se conectan a la fuente de alimentacién de la protoboard (5 V) y a la tierra (GND)
respectivamente. Luego, en el software de Arduino con la ayuda de la libreria Stepper se realizo la
inicializacién y declaracién del estado en que se encuentran las cuatro bobinas que conforman el
funcionamiento del motor y su rotacién, con la funcién stepper.step(-1024) se ordené que el motor
gire 1024 pasos a una velocidad de 200 revoluciones (Oliva, 2014).

Previamente se tuvo que buscar en la hoja de datos del motor paso a paso 28BYJ-48 bipolar
alimentado con 5 V los pasos que este es capaz de dar por vuelta, los cuales se calculan de la
siguiente manera:

Se considera que el motor tiene un dngulo de paso de 11.25 © sobre 1/64 de relacién de posicién y
en total el motor gira 32 pasos por revolucién interna del eje del motor, por lo que a modo de paso
completo la ecuacién que halla los pasos para una vuelta completa del motor es (Crespo, 2017):

Pasosvueltacompleta = (Relaciondeposicion x Pasosrevolucioninterna)
Pasosvueltacompleta = 64 x 32pasos (5-13)

Pasosvueltacompleta = 2048pasos

La anterior ecuacién define que para 360 ° de un giro completo en sentido horario del motor se
necesita 2048 pasos, por lo que para medio giro, es decir, 180 ° se necesita 1024 pasos y en el
caso del sistema de dosificacién se requiere que gire e sentido anti-horario, por lo que se programa
colocando el nimero de pasos con signo negativo (Crespo, 2017).

La determinacion del movimiento del motor parte de la caracterizacion de este teniendo en cuenta la
cantidad de mililitros que recorre con respecto al niimero de pasos dados, para este caso se necesita
dosificar 1 mL de la solucién del agente oxidante con la jeringa mediante el sistema mecanico de
dosificacion. La caracterizacion se realizé con ayuda de un transportador donde se buscé el dngulo
exacto que requiere el motor para desplazar el émbolo de la jeringa de 5 mL sdlo 1 mL, ya que es
lo que se requiere dosificar. Una vez se conoce los grados que son necesarios para dosificar 1 mL, se
procede a realizar la ecuacion de relacién entre los mililitros recorridos por el émbolo de la jeringa



96 5 Metodologia

y el nimero de pasos necesarios para alcanzar estos (Castafnio, 2018):

) 360° * 180°
Pasosmediavuelta =
Pasosvueltacompleta
. _360° % 180° (5-14)
Pasosmediavuelta = 5018

Pasosmediavuelta = 1024pasos

Con la anterior ecuacion se concluyé que el nimero de pasos para dosificar 1 mL de la solucién
en el electrodo de referencia es de -1024 puesto que debe rotar 180° y debe girar en sentido anti-
horario, este dato es registrado dentro del cédigo de funcionamiento del motor y la libreria Stepper
(Castano, 2018).

Aplicando este sistema sobre la estructura del prototipo de laboratorio de biosensor, el potenciéme-
tro que selecciona el menu debe ser llevado a la opcién de dosificacién y con el pulsador activar el
sistema, permitiendo que en la pantalla LCD se visualice que el estado de este pasa de OFF a ON
y una vez es finalizado nuevamente a OFF, indicando al operario que debe proseguir con la lectura
de la cantidad de lactosa presente en la muestra de lactosuero (Oliva, 2014).

Evaluacion de la etapa de instrumentacion

Habiendo establecido la metodologia selectiva para la deteccién y cuantificacién de lactosa, realizado
la construccién del diseno detallado del prototipo de biosensor y de su etapa instrumental, asi como,
adicionalmente el montaje; posteriormente se realizé la evaluacion para verificar el funcionamiento
de la etapa instrumental del biosensor. Sin embargo, en lugar de la medicién obtenida por la reaccién
quimica del lactosuero residual a partir del electrodo de referencia, se programé un potenciémetro
que al girarse fuera leido y mapeado de bytes a milivoltios, continuando con toda la programacién ya
creada anteriormente, puesto que por motivos de fuerza mayor no fue posible conseguir el lactosuero

residual ni tampoco los agentes quimicos por ser reactivos controlados.

El procedimiento de control de calidad esperado consistia en realizar tres triplicados durante tres
dias, donde cada triplicado se basa en tres réplicas para la concentracion incégnita de lactosa
presente en el tipo de lactosuero; pero como en este caso se trabajé con variaciones de potencial
segin el giro de un potenciémetro, no se necesito de la ejecucién de los lineamientos de calidad,
ya que el potenciémetro al ser una resistencia caracterizada dentro de un rango definido y de ser
programada dentro del rango de estudio de la lactosa con una ecuacién de regresién lineal fija, los
valores resultantes siempre seran los mismos para el valor asignado por el potenciémetro. Los datos
visualizados son registrados en una tabla y representados en una grafica de potencial en funcién de
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concentracién de lactosa en Excel. Dicha gréfica y resultado del montaje en protoboard del sistema
de amplificacion se encuentra en los resultados de la fase tres.

Por ende, el procedimiento para la cuantificaciéon de lactosa directamente del lactosuero residual
(simulado con potenciémetro rotatorio) consistié en tomar el montaje realizado en protoboard,
proporcionarle una fuente de alimentacién con una bateria de 9 V', encender la pantalla LCD y elegir
la opcién de lectura encontrada en el menu. Esta opcién reflejara la variacion del potencidémetro
(electrodo de referencia) segin el rango de deteccién del biosensor de lactosa (100 mV a 600 mV),
pasando dicho potencial por el sistema amplificacion no inversor y llegando a la placa de desarrollo
Arduino Nano donde internamente es convertido a concentracién de lactosa (mol/L) y luego a
cantidad de lactosa (mg), siendo finalmente llevado a visualizacién por medio de la pantalla LCD
16x2.

De acuerdo a los resultados dados por el andlisis de la tabla y gréafica obtenida en Excel, se concluye
que la metodologia establecida, los componentes quimicos y electrénicos seleccionados, los linea-
mientos de control de calidad, el disefio conceptual y detallado que conllevan a su funcionamiento
dieron cumplimiento en su totalidad al levantamiento de los requerimientos establecidos de manera
viable y confiable, ademas, de asegurar un método que permita cuantificar la lactosa presente en
el lactosuero residual de manera automatizada, confiable, en el menor tiempo posible y ambiental-
mente mas efectiva, para garantizar una mejor calidad de los vertimientos de las industrias lacteas
(Jiménez Ledn, 2009).

(a) Con lactosuero residual. (b) Con potenciémetro ro-
Fuente: Autor. tatorio. Fuente: Autor.

Figura 5-22.: Montaje para evaluar la etapa de instrumentacion.
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Figura 5-23.: Diagrama de flujo, pseudo-cédigo de la etapa instrumental del prototipo de
laboratorio de biosensor en placa de desarrollo Arduino Nano. Coédigo en

lenguaje C, Software Arduino. Fuente: Autor.
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5.4. Fase IV. Formulaciéon de un protocolo de evaluacion
del funcionamiento del biosensor

Por 1ltimo, en el cuarto objetivo se desarrollé un protocolo de evaluacién para el adecuado funcio-
namiento del prototipo de laboratorio de biosensor, para lo cual se explica cémo se formul6 cada
seccion del protocolo a partir de una guia de trabajo planteada por la autoria. Por esta razon,
el procedimiento para llevar a cabo su ejecucion esta dividida en las siguientes secciones (Figura
5-24):

= Introduccion del protocolo,

= Validacién de la etapa de reconocimiento biolégico

Validacion de la etapa de instrumentacién
e Transductor electroquimico
e Acondicionamiento y procesamiento de la sefial til

» Evaluacion en conjunto de las etapas anteriores dentro de la estructura del disefio detallado
del biosensor.

5.4.1. Introduccidn del protocolo a formular

En esta seccion se explicé como esta conformado el protocolo para tomar la muestra del lactosuero
residual en campo, al igual que como cuantificar la lactosa presente a partir de la validacién de las
dos etapas que constituyen el biosensor, ademés de cémo se interpretan los resultados obtenidos
por parte de la pantalla LCD del dispositivo en términos de mg y, finalmente las recomendaciones
a tener en consideracién al momento de poner en funcionamiento el producto desarrollado.

5.4.2. Validacién de la etapa de reconocimiento biolégico

El protocolo para la validacién de la etapa de reconocimiento consistié en la descripcion paso a
paso de manera escrita y representada en un diagrama de flujo acerca del procedimiento a seguir
para llevar a cabo la preparacién y ejecucion de la metodologia selectiva ya establecida, validando
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. Diagrama de bloques, procedimiento para llevar a cabo el cuarto

objetivo por cuatro secciones. Fuente

Fase IV

Figura 5-24.
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que los potenciales arrojados en funcién de la concentracién de lactosa por medio del electrodo
combinado unido al multimetro sean similares a los obtenidos por los lineamientos de calidad
analiticos de la primera fase del presente trabajo, es decir, se realiza una caracterizaciéon de la
etapa de reconocimiento bioldgico. Para la validacion e interpretacion de los resultados obtenidos
se debe diligenciar un formato de evaluacién que se indica dentro del protocolo. Las subsecciones
que conducen a la validacién de esta etapa parten del inventario de los componentes quimicos y
un plan de pruebas funcionales basadas en la metodologia selectiva propuesta para la deteccién de
lactosa en lactosuero residual.

5.4.3. Validacion de la etapa de instrumentacion

La validacién de la etapa de instrumentacion parte de corroborar el funcionamiento del electrodo
combinado, lo que se refiere a la caracterizacién del par de electrodos grafito-grafito cuando son
sometidos a una matriz simulada de lactosuero y su analisis con respecto a los resultados obtenidos
de los lineamientos de calidad analiticos en el desarrollo de la etapa de instrumentacién para
conformar el prototipo de laboratorio de biosensor. Para lo anterior, se necesité de la construccién
de un diagrama de flujo y de la explicacién textual de cémo llevar a cabo la caracterizacién y
validacion de la segunda etapa para una mejor interpretacién por parte del usuario del producto o
lector del documento. Por otro lado, al ser una etapa compleja de trabajar e interpretar, se divide
en dos: transductor electroquimico y, acondicionamiento y procesamiento de la senal util.

Validacion del funcionamiento del transductor

La caracterizacién del transductor o electrodo combinado partié de la descripcion de céomo im-
plementar la metodologia selectiva realizada en la validacién de la etapa de reconocimiento. La
explicacion de la metodologia selectiva se refiere al proceso de preparacién de la matriz simulada
de lactosuero y de las soluciones de los agentes hidrolizante y oxidante utilizados para la deteccién
de lactosa. Al igual que se explica el paso a paso del acondicionamiento del electrodo combinado al
multimetro y la visualizaciéon del potencial arrojado cuando el electrodo combinado es sumergido
en la muestra de estudio. Ademas del planteamiento de un formato guia para la verificacién previa
del estado del material e instrumentos a implementar para su correcta validacion.
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Validacion del sistema de acondicionamiento y procesamiento de la senal util

El protocolo para la validacién del acondicionamiento y procesamiento de la senal 1til se fundamento
en: proponer un inventario de los componentes electronicos a usar, el cual se encuentra plasmado
en un formato guia; la explicacion textual acompanada con un diagrama de flujo de como revisar
la ubicacion y conexion de dichos componentes en los pines correspondientes a la placa del circuito
impreso (PCB); y la manera de verificar el estado técnico-funcional tanto del hardware como del
software. Posteriormente, en esta subseccién del protocolo se describié el proceso para el validar
el funcionamiento de la parte electrénica junto con la programacién y visualizacién de la senal
mediante su simulaciéon en un software; cuyos resultados deben ser colocados en un formato de
evaluacién, para ser comprendidos por el usuario a partir de los datos de referencia resultantes del
método de lineamientos de calidad analiticos del tercer objetivo.

5.4.4. Evaluacion de las etapas en conjunto

La evaluacién del prototipo completo del biosensor, es explicada en el protocolo con el paso a
paso de cémo instalar y acoplar las etapas de reconocimiento biolégico e instrumentaciéon en la
estructura del diseno detallado, teniendo presente el protocolo a seguir para el uso del sistema de
dosificacion automatico del agente oxidante, el cual se encuentra ubicado dentro del disefio detallado
y es validado con la integracién de las dos etapas del biosensor. Dentro del protocolo se usa una
representacion grafica y escrita para mostrar la explicacion y planteamiento de la evaluacién de las
etapas integradas, complementando con la presentacién de formatos de evaluacién y verificacion.

Por lo tanto, la evaluacién del prototipo finalizado se fundamenté en cémo realizar sus medicio-
nes metrolégicas, donde se incluye: precision, exactitud, especificidad y sensibilidad; qué y cémo
cuantificar la lactosa presente en la muestra de campo para luego analizar los resultados obtenidos,
logrando verificar la satisfaccion o inconformidad del usuario con respecto al funcionamiento del
equipo. Al presentarse alguna falla en el transcurso de la validacién y evaluacién del prototipo de
biosensor, se debe tener en cuenta: reportar por medio de anotaciones en los formatos, analizar
el error, informar al fabricante o tomar las recomendaciones dadas durante el protocolo para su
correccién y mejoramiento.

Para asi, llegar a concluir que el biosensor resulté ser efectivo y viable luego de cumplir cada uno
de los requerimientos previamente planteados (Gerstner et al., 2014).
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Los resultados que permitieron llegar al desarrollo de un prototipo de laboratorio de biosensor
para la cuantificacion de lactosa presente en el lactosuero residual de la industria lactea, como
alternativa para el monitoreo de sus vertimientos en el Municipio de Sopd, fueron obtenidos a
medida que se ejecuté cada una de las fases de la metodologia propuesta del presente proyecto (Ver
Contenido 5). Por ende, los resultados se encuentran ubicados a continuacién en cuatro fases u
objetivos especificos, de acuerdo al modelo de metodologia de prototipos incrementales. Asi mismo,
los resultados cuentan con métodos analiticos que permiten corroborar, validar y dar certeza de
cada proceso.

6.1. Fase |l. Metodologia de deteccion selectiva de lactosa

Los resultados del primer objetivo se obtuvieron segin las cuatro subfases de la metodologia, las
cuales parten de la bisqueda bibliografica y acoplamiento de algunas metodologias para deteccion
de lactosa, la relacién estequiométrica de los agentes quimicos en relaciéon a la cantidad de lactosa,
la seleccién del agente oxidante que mejor interactia con el agente hidrolizante y la validacion
por lineamientos de control de calidad analiticos de la metodologia selectiva, agentes quimicos y
el par de electrodos establecidos. Para finalmente concluir el primer objetivo con una metodologia
selectiva establecida para detectar selectivamente la lactosa presente en el lactosuero residual, la
cual se evidencia mediante dos diagramas metodoldgicos a seguir para posteriores estudios (Figura
6-30 y 6-31).

6.1.1. Seleccién del agente oxidante

En esta subfase se seleccioné el agente oxidante que acompana al electrodo de referencia, como
también se evalué la eficacia del agente hidrolizante con el agente oxidante al momento de detectar
lactosa. Para lo cual, se pre-seleccioné tres tipos de agentes oxidantes: Permanganato de Potasio,
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Sulfato de cobre (II) y Cloruro de Calcio; y se evalué cada uno en solucién de lactosa y glucosa
segln relacién estequiométrica dada en la Tabla 5.1.2 de la Fase I de metodologia. Todo esto con el
objetivo de poder ver la eficiencia del agente hidrolizante al momento de llevar el disacarido lactosa
a monosacdaridos de glucosa y galactosa y, del agente oxidante al ser selectivo y no verse interferido
por datos erréneos de compuestos diferentes a la lactosa o una vez hidrolizada méas directamente a
la glucosa.

Seleccion del agente oxidante que acompaiia al electrodo de referencia

En primera instancia se evalud los tres tipos de agentes oxidantes en solucién de glucosa pura, tal
como explicaba en la metodologia; dando como conclusién que parcialmente se seleccioné como
agente oxidante el permanganato de potasio con un coeficiente de correlacién de 0.9757 obtenido
de la regresién lineal de los datos. Pero para corroborar su comportamiento como el de los demas
agentes se procedié a realizar en segunda instancia el mismo procedimiento en solucién de lactosa,
para asi lograr analizar la eficacia de estos agentes en esta solucién.

Por lo que, cada agente oxidante fue preparado en una solucién de 20 mL de agua de la llave con la
cantidad definida por la tabla estequiométrica, la cual difiere segiin la cantidad de lactosa a evaluar;
luego se agreg6 1 mL de esta solucién al tubo de vidrio del electrodo de referencia, posteriormente,
el electrodo de referencia se acondiciond al electrodo combinado y se llevé a la solucién de lacto-
sa, registrando inmediatamente un valor en términos de mV mediante el multimetro, el cual fue

registrado en tablas y graficas de Excel.

El primer agente oxidante sometido a evaluacion fue el permanganato de potasio, el cual arrojé los
siguientes resultados:

Tabla 6-1.: Seleccién del cofactor para conformar el elec-
trodo de referencia. Evaluacién con K MnO,
en lactosa pura. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 190
100 (0.0146) 270
150 (0.0219) 280

200 (0.0292) 302
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3.1. Linealidad electrodos grafito-grafito

(permanganato)
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Figura 6-1.: Seleccién del cofactor para conformar el electrodo de referencia. Evaluacién
con K MnQ, en lactosa pura. Fuente: Autor.

Al igual que en la grafica de evaluacién de permanganato de potasio en solucién de glucosa (Ver
Anexo C), en esta también se presenté un rango de variacién de voltaje de 200 mV a 300 mV
aproximadamente, aunque la variacién entre 0.0146 mol/L y 0.0219 mol/L (100 mg y 150 mg)
respectivamente fue minima (10 mV'), lo que genera casi un equilibrio en cuanto al voltaje. Siendo
asi, el coeficiente de correlacion fue de 0.8357, error de variaciéon que posiblemente se debié a una
falencia de medicion e interpretacion de cifras significativas en la balanza, es decir, posiblemente
los valores pesados para las concentraciones de lactosa tuvieron cifras significativas muy cercanas.

El segundo cofactor evaluado en solucién de lactosa fue el Sulfato de Cobre II, como se observa en
la siguiente tabla y grafica:

Tabla 6-2.: Seleccién del cofactor para conformar el elec-
trodo de referencia. Evaluacion con CuSO,
en lactosa pura. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 400
100 (0.0146) 620
150 (0.0219) 530

200 (0.0292) 480
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3.2. Linealidad electrodos grafito-grafito
(sulfato de cobre 1)
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Figura 6-2.: Seleccién del cofactor para conformar el electrodo de referencia. Evaluacién
con CuSO, en lactosa pura. Fuente: Autor.

Una vez visualizada la Figura 6-2, es evidente descartar por completo el agente oxidante Sulfato de
Cobre II de los cofactores pre-seleccionados para ser parte del electrodo combinado en la oxidacién
del monosacéarido glucosa y cuantificacién de lactosa, ya que inicamente cuenta con un dato poco
variable de la linea de tendencia tedrica y por el contrario el resto de sus datos estan dispersos
alrededor de la linea de tendencia, ademads, su coeficiente de correlacion fue de 0.0447.

El tercer y ultimo agente oxidante evaluado para la solucién de lactosa fue el cloruro de calcio,
teniendo la opcién de que se pudiera obtener un coeficiente de correlacién cercano a 1 para que
este se evaluara junto con el permanganato de potasio y poder determinar el agente oxidante.

Tabla 6-3.: Seleccién del cofactor para conformar el elec-
trodo de referencia. Evaluacion con CaCly en
lactosa pura. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 150
100 (0.0146) 162
150 (0.0219) 172

200 (0.0292) 168
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3.3. Linealidad electrodos grafito-grafito
(cloruro de calcio)
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Figura 6-3.: Seleccién del cofactor para conformar el electrodo de referencia. Evaluacién
con CaCls en lactosa pura. Fuente: Autor.

Como indica la Tabla 6-3 y la Figura 6-3, los datos en potencial (mV’) para cada concentracién de
lactosa se encontraron al igual que la gréfica para el sulfato de cobre (II) (Figura 6-2), dispersos
alrededor de la linea de tendencia tedrica. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados dados para
la solucién de glucosa (Ver Anexo C) y los dados para solucién de lactosa, también se opté por
descartar este agente oxidante, ya que si se compara su coeficiente de correlacion que es de 0.742 con
relacion al del permanganato de potasio de 0.8357 para lactosa y 0.9757 para glucosa, claramente
se observaba que el agente oxidante que mejor se ajustaba a la linea de tendencia de los datos para
las dos soluciones es el permanganato de potasio, el cual acompanaria al electrodo de referencia
para el desarrollo del prototipo de laboratorio de biosensor.

Es asi, como se llegd a seleccionar el permanganato de potasio como agente oxidante, faltando
analizar su eficacia con respecto al agente hidrolizante acido clorhidrico en solucién de glucosa y
lactosa.

Evaluacion del agente hidrolizante acido clorhidrico con el agente oxidante
permanganato de potasio

Una vez se selecciond el permanganato de potasio como agente oxidante, faltaba analizar la eficacia
del mismo y del agente hidrolizante en solucién de glucosa y lactosa. Por lo que, se evalud el
agente hidrolizante acido clorhidrico y oxidante permanganato de potasio en soluciones de glucosa
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y lactosa, tal como indica la metodologia selectiva establecida; pero para tener mayor precisiéon al
momento de asegurar estos resultados, se amplié el rango de muestras de lactosa y de glucosa, es
decir, la medicién de potencial fue de 50 mg a 500 mg con una variacién cada 50 mg del componente
bioldgico.

Por lo tanto, en primer lugar se evaluaron los agentes quimicos en solucion de glucosa pura, para
el nuevo rango de muestras de la solucidon segin el aumento de sus cantidades y relacién este-
quiométrica; este procedimiento se siguié como se indica en la primera fase de la metodologia.
Luego, se registraron las mediciones arrojadas en una tabla y representadas en una grafica (Ver
Anexo C), en donde se visualizé que el coeficiente de correlacién fue de 0.8854 y los datos variables
con respecto a la linea de tendencia fueron 0.0438 mol/L (300 mg) y 0.0511 mol/L (350 mg) con
una variacién aproximada de 10 mV’; de lo cual se pudo decir que para 10 registros el potencial
estuvo entre 215 mV y 340 mV, variacién minima en términos de unidades numéricas.

En segundo lugar, al igual que para el caso de la solucién de glucosa, se prepard la solucion de
lactosa. Este proceso se realizé para cada cantidad de lactosa que se encuentra dentro del rango
de muestras a estudiar (rango limite de medicién del biosensor). Los resultados obtenidos fueron
la Tabla 6-4 y Figura 6-4.

Como se observa en la Tabla 6-4 el rango para los valores de potencial (mV') fue de 260 mV a 595
mV, datos mas variables en cuanto a unidades numéricas pero directamente proporcionales con
la escala de variacién de las concentraciones de lactosa, lo que se pudo comprobar con el andlisis
proporcionado por la gréfica ubicada en la Figura 6-4, la cual indica que entre mas muestras de
concentracion de lactosa, mayor es el voltaje suministrado por el electrodo combinado y mostrado
en el multimetro, el coeficiente de correlacién fue de 0.9435 y la diferencia en cuanto a la linea de
tendencia como referencia fue de 5 mV. Siendo esta la mejor grafica obtenida hasta el momento
para la evaluacion de la metodologia establecida.

4.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato)
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Figura 6-4.: Seleccién del cofactor para conformar el electrodo de referencia. Evaluacién
con K MnQ, en lactosa pura. Fuente: Autor.
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Tabla 6-4.: Seleccién del cofactor para conformar el elec-
trodo de referencia. Evaluacién con K MnO,
en lactosa pura. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)
50 (0.0073) 260
100 (0.0146) 266
150 (0.0219) 334
200 (0.0292) 388
250 (0.0365) 393
300 (0.0438) 403
350 (0.0511) 440
400 (0.0584) 454
450 (0.0657) 505
500 (0.0730) 595

Por lo tanto, se concluyé que para llevar a cabo la metodologia selectiva, el agente oxidante a
utilizar es el permanganato de potasio y el agente hidrolizante es el dcido clorhidrico, quedando
pendiente la seleccién del par de electrodos, como también los lineamientos de control de calidad

analiticos.

6.1.2. Lineamientos de control de calidad analiticos para corroborar la
metodologia selectiva en lactosuero residual

Una vez definido todos los componentes que acompanan la etapa de reconocimiento del biosensor,
se procedié con el andlisis estadistico de los potenciales arrojados al medir lactosa en lactosuero
residual de queso campesino y doble crema por triplicado y réplicas de las muestras. Los datos
que resultan del estudio analitico fueron registrados en tablas y curvas de calibracion en Excel
para que posteriormente fueran evaluadas por el método estadistico ANOVA, permitiendo validar
la metodologia selectiva y sus componentes directamente en lactosuero real de la industria lactea,
en donde se definio si en su totalidad lo avanzado en los objetivos uno y dos del trabajo de grado
fueron cumplidos correctamente en cuanto a los requerimientos técnicos, de calidad y funcionalidad.

La ejecucién de los lineamientos de control de calidad analiticos conllevé a un tiempo de practica en
el laboratorio de la Universidad El Bosque de 3 dias consecutivos, de acuerdo al triplicado y réplica
que se requeria para cada tipo de lactosuero, ademas, que el almacenamiento del lactosuero residual
requiere que sea a temperaturas de 4 °C' aproximadamente y su uso sea menor a tres dias, porque
su proceso de fermentacion se acelera con el transcurso de los dias, dando datos erréneos en las
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mediciones tomadas por el montaje inicial del prototipo de laboratorio de biosensor y requiriendo
empezar desde cero con las los lineamientos de calidad. Por lo anterior, para llegar a la conclusién
de esta subfase se tuvo que realizar diversas mediciones y disponer de tiempo de acuerdo al dia
de produccién del lactosuero por la industria lactea y de disposicién del laboratorio para practicas
libres.

Sin embargo, se logré llevar a culminacién esta subfase del primer objetivo, se utilizé el montaje
que se ve en la Figura 6-5 y el procedimiento dado por la metodologia respectivamente.

(a) Voltaje inicial 0 mV. Fuente: Autor. (b) Voltaje final 274 mV. Fuente: Au-
tor.

Figura 6-5.: Montaje para evaluar la metodologia selectiva por lineamientos de control de
calidad analiticos.

Se procedi6 a realizar los lineamientos de calidad para cada respectivo tipo de lactosuero residual,
donde en primera instancia se realizé las mediciones de potencial en triplicados y réplicas y en
segunda instancia el andlisis de los datos por medio del método estadistico ANOVA.

Lineamientos de control de calidad analiticos para lactosuero residual de queso
campesino

Para las mediciones analiticas de las muestras para el lactosuero residual de queso campesino, se
tomaban tres mediciones en términos de potencial para la misma cantidad del agente hidrolizante
y oxidante segin tabla estequiométrica (Ver Tabla 5.1.2 en metodologia), este proceso se realizé
para cada cantidad de lactosa por tres dias, dando como resultados tres potenciales y tres curvas
para una posible concentracién de lactosa en la misma muestra total de lactosuero.

Para el primer triplicado se obtuvieron los siguientes datos:



6.1 Fase I. Metodologia de deteccion selectiva de lactosa

111

Tabla 6-5.: Evaluacion de la metodologia selectiva, linea-

mientos de control de calidad analiticos, lac-

tosuero queso campesino. Triplicado 1. Fuente:

Autor.
Concentracién Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
de lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg) (mol/L)
50 (0.0073) 152 157 155
100 (0.0146) 164 162 162
150 (0.0219) 223 197 223
200 (0.0292) 217 214 239
250 (0.0365) 267 264 265
300 (0.0438) 277 287 286
350 (0.0511) 272 266 275
400 (0.0584) 302 294 302
450 (0.0657) 275 277 278
500 (0.0730) 309 281 303

8.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato), lactosuero queso campesino
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Figura 6-6.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad

analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 1. Fuente: Autor.

Como se puede observar en la gréfica de la Figura 6-6 el rango de potencial oscilé entre 152 mV

y 309 mV, en cuyas réplicas sus puntos mas alejados de la tendencia fueron para réplica 1 y 3

en 0.0219 mol/L de concentracién lactosa para ambas de 223 mV, 26 mV fuera de la linea de

tendencia. De igual manera para las tres réplicas valores por encima de la linea de tendencia para
concentraciones de 0.0438 mol/L y 0.0584 mol/L.
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Sin embargo, a continuaciéon se puede ver de manera mas detallada cada uno de los resultados

arrojados segun las réplicas tomadas para el primer triplicado de lactosuero residual de la industria
lactea.

En las Figuras 6-7, 6-8 y 6-9, se indica en color azul la linea directamente proporcional a sus
ejes Potencial (mV') en funcién de Concentracién de lactosa (mol/L) y en color rojo, la linea de
tendencia ideal para dichas mediciones registradas por la etapa de reconocimiento y los electrodos
(grafito-grafito). La linea de tendencia va acompanada de la ecuacién de regresién lineal y del
coeficiente de variacién R?, la cual dice qué tan cerca estan los valores registrados por la parte
practica con la tedrica, siendo 1 el valor ideal para la linealizacién ideal del biosensor de acuerdo a
la metodologia selectiva establecida y a los componentes que la conforman, asi como, buena practica
de la tabla estequiométrica.
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Figura 6-7.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 1. Réplica 1. Fuente: Autor.
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Figura 6-8.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 1. Réplica 2. Fuente: Autor.
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Figura 6-9.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 1. Réplica 3. Fuente: Autor.

Por lo tanto, los coeficientes de correlacién para las réplicas de 1 a 3 son: 0.8564, 0.8124 y 0.8281,
valores alejados de 1 segtin lo deseado para el desarrollo del prototipo de laboratorio de biosensor.
Pero analizando la causa de los datos, se puede inferir que dicho error se debe a tiempo de almace-
namiento del lactosuero residual, puesto que se dejé alrededor de 3 dias, provocando aumento de
acido lactico por el proceso de fermentacién y por ende, variacién entre sus datos. La réplica mas
acertada es la numero 1 (Figura 6-7, porque sus dnicos valores por debajo de la linea de tendencia
son 162 mV (0.0146 mol/L) y 278 mV (0.0657 mol/L) y su R? es el més cercano a 1 con respecto
a las demads graficas para este triplicado.

Los resultados para el segundo triplicado se ven en la Figura 6-10 y Tabla 6-6:

9.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato), lactosuero queso campesino
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Figura 6-10.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 2. Fuente: Autor.
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Tabla 6-6.: Evaluacion de la metodologia selectiva, linea-
mientos de control de calidad analiticos, lac-
tosuero queso campesino. Triplicado 2. Fuente:

Autor.
Concentracién Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
de lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg) (mol/L)
50 (0.0073) 148 149 149
100 (0.0146) 154 152 156
150 (0.0219) 187 186 186
200 (0.0292) 207 210 211
250 (0.0365) 223 225 226
300 (0.0438) 239 237 244
350 (0.0511) 249 249 255
400 (0.0584) 262 260 260
450 (0.0657) 263 262 264
500 (0.0730) 259 274 271

En la Tabla 6-6 se encuentran registrados los potenciales (mV') para cada respectiva réplica segin
el orden de las supuestas concentraciones de lactosa (mol/L) a evaluar. Y en la Figura 6-10 se
encuentra la grafica que relaciona las tres réplicas generadas para el triplicado dos. De estos resulta-
dos se puede analizar que sus datos son directamente proporcionales y no presentan datos alejados
entre ellos, el inico dato distante de los demés es el de concentracién de lactosa 0.073 mol/L para
la réplica 1 con 259 mV y aproximadamente 15 mV de variacion con respecto a las otras dos réplicas.

La similitud de los resultados entre réplicas se puede deber por dos posibles causantes: el primero
porque el lactosuero residual estaba recién preparado y dentro de los dias 6ptimos de almacena-
miento y manipulacion, ademas, que la manipulacién de las debidas concentraciones de los agentes
como de los instrumentos se hizo de manera correcta y dentro del tiempo de espera adecuado para
que la reaccién quimica se estabilizara dando un dato estable y confiable. Y el segundo causante,
porque el par de electrodos grafito-grafito presentaron sellamiento de sus poros, de acuerdo a la
resistencia del material después de un lapso de tiempo a la interaccién con los acidos organicos e
inorgénicos (1 ano aproximadamente) (Unichimtek, 2020).

En las Figuras 6-11, 6-12 y 6-13 se ven expresados los potenciales para cada réplica segin la
concentracion de lactosa, con su respectiva ecuacion de regresion lineal y coeficiente de correlacién.
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Figura 6-11.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 2. Réplica 1. Fuente: Autor.
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Figura 6-12.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 2. Réplica 2. Fuente: Autor.
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Figura 6-13.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 2. Réplica 3. Fuente: Autor.
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La grafica con mejor coeficiente de correlacién fue la segunda (0.9462) y la que tuvo menor coefi-
ciente de correlacién fue la primera (0.9185), lo que indica que el coeficiente de correlacién entre
ellas es de 0.0277 un valor cercano a 0.0, dando a conocer que el prototipo de biosensor se esta-
biliza al momento de validar su funcionamiento dentro del rango de deteccién de lactosa y con la
estequiometria correspondiente.

Por otro lado, los nicos cuatro datos que se encuentran por debajo de la linea de tendencia son
los mismos para las tres réplicas, es decir, que los potenciales para las concentraciones de lactosa
a : 0.0073 mol/L, 0.0146 mol/L, 0.0657 mol/L y 0.073 mol/L se encontraron por fuera de la linea
de tendencia deseada, posiblemente debido a que el rango detecciéon de lactosa para la muestra
de lactosuero residual de queso campesino es més estrecho, lo que indica que la concentracion de
lactosa se encuentra tal vez entre 0.0219 mol/L (150 mg) y 0.0584 mol/L (350 mg). Lo anterior se
puede corroborar con la grafica del tercer triplicado (Figura 6-13) y concluyendo que el rango de
deteccién seleccionado para la caracterizacién del prototipo de laboratorio es el correcto, ya que los
rangos reales de lactosa presente en el lactosuero generado por la produccién de queso campesino
se encuentran dentro de estos y no por fuera, lo que hubiera ocasionado un error de medicién y de
falencia en los requerimientos del equipo desarrollado.

Finalmente, para la ejecucién del tercer triplicado, previamente se lijaron con una lija para madera
los electrodos de referencia e indicador (grafito-grafito), retirando la primera capa de la mina de
grafito y permitiendo que los poros nuevamente estuvieran abiertos y generaran la interaccién con
la diferencia de potencial provocada por las reacciones de hidrolisis y oxidacién de los agentes
quimicos con la muestra de lactosuero. Lo anterior se hizo para corroborar cudl fue el causante de
la correcta linealizacién de las tres réplicas anteriores. Luego, los electrodos son acondicionados a
la metodologia selectiva establecida en el presente objetivo y sus resultados son el tercer triplicado:

10.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato), lactosuero queso campesino

< 280 7
= 260 /
= 0 ——1
g 240 7 5
2 220 e

il 3

180
00073 00173 00273 00373 00473 00573 00673 00773

Concentracién de lactosa (mol/L)

Figura 6-14.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 3. Fuente: Autor.
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Tabla 6-7.: Evaluacion de la metodologia selectiva, linea-
mientos de control de calidad analiticos, lac-
tosuero queso campesino. Triplicado 3. Fuente:

Autor.
Concentracién de | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg) (mol /L)
50 (0.0073) 195 193 196
100 (0.0146) 199 200 199
150 (0.0219) 208 205 205
200 (0.0292) 211 212 211
250 (0.0365) 228 229 229
300 (0.0438) 247 247 248
350 (0.0511) 251 252 249
400 (0.0584) 254 255 254
450 (0.0657) 272 269 268
500 (0.0730) 291 291 303

En la Figura 6-14 se pueden analizar de manera visual los resultados dados por el tercer triplicado,
los cuales se encuentran ubicados en la Tabla 6-7. De alli se logré concluir que al igual que en el
segundo triplicado la variacién de potenciales entre réplicas es minima, teniendo tnicamente por
fuera de la linea de tendencia con respecto a las demas réplicas un potencial de 303 mV para 0.073
mol/L de concentracién de lactosa en la tercera réplica. Por otro lado, esta grafica concluye que
el causante de la correcta linealizacién de los potenciales en funcién de concentracion de lactosa
medidos por el prototipo de biosensor fue el primero, porque el lactosuero residual estaba recién
preparado, almacenado a 4 °C' por menos de dos dias y el protocolo de manipulacion de la muestra
como del desarrollo de la metodologia fue el adecuado, permitiendo que la reaccién quimica se
estabilizara dentro de un tiempo de 5 min. Lo que también valida la eficacia de la metodologia
llevada a cabo para la seleccién y caracterizacion de los agentes quimicos y electrodos, como el
establecimiento de una metodologia selectiva, viable y confiable para el desarrollo del biosensor que
cuantifica la presencia de lactosa en lactosuero residual.

La grafica para cada réplica (azul) se encuentra a continuacién con su respectiva linea de tendencia
en rojo, ecuacién de regresién lineal y R2, con el fin de poderlas analizar por separado:
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Figura 6-15.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 3. Réplica 1. Fuente: Autor.
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Figura 6-16.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 3. Réplica 2. Fuente: Autor.
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Figura 6-17.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso campesino. Triplicado 3. Réplica 3. Fuente: Autor.
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La Figura 6-15 muestra la grafica para la primera réplica con un coeficiente de correlacién de
0.9689 y dos potenciales por debajo de la linea de tendencia 211 mV y 254 mV respectivamente.
La segunda réplica se observa en la Figura 6-16 con variaciones en los potenciales de 212 mV y
255 mV de 0.9722. Y por dltimo, en la tercera réplica el coeficiente de correlacién es de 0.9375 para
211 mV y 254 mV. Datos variantes para las mismas concentraciones de lactosa (0.0292 mol/L y
0.0584 mol/L) en las tres réplicas.

Llegando asi a concluir que el rango de deteccion de la concentraciéon de lactosa presente en el
lactosuero residual del queso campesino producido por la industria lactea se encuentra entre 100
mg y 450 mg de lactosa, es decir, entre 0.0146 mol/L y 0.0657 mol/L; este limite dado por el tercer
triplicado es el similar al dado por el segundo triplicado, lo que valida una vez més la exactitud y
precision del biosensor que se encontraba en construccién.

Posterior a los lineamientos de control de calidad analiticos, se procedié a realizar el método es-
tadistico ANOVA en Excel, el cual parte de los mismos datos tomados en cada triplicado para la
muestra de lactosuero residual generado por la producciéon de queso campesino. Por lo tanto, el
método ANOVA arroja una tabla con informacién estadistica de las variaciones entre cada réplica,
cuyo analisis se conoce como el andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo, la
tabla tiene columnas con los siguientes nombres: origen de las variaciones (sus filas son: interaccion,
dentro del grupo, total), suma de cuadrados, grados libertad, promedio de los cuadrados, valor F
y valor P y valor critico para F:

Tabla 6-8.: ANOVA para la interaccién entre los triplicados. Anélisis de varianza de
la interaccién por réplicas, lactosuero residual de queso campesino. Fuente:

Autor.
Origen Suma cua- | Grados Promedios F P Valor criti-
variaciones drados libertad cuadrados coF
Interaccién 236.6667 4 59.1667 0.0296 | 0.9983 | 2.4844
Dentro de tripli- | 161559.1 81 1994.5568
cados
Total 171034.9 89

Analizando la Tabla 6-8, se puede observar la interaccién entre triplicados donde la variable im-
portante a estudiar alli es el valor F, valor P y valor critico para F, respectivamente los valores
obtenidos son: 0.0296, 0.9982 y 2.4844; donde el valor F' es menor al valor critico para F y el valor
P es mayor a 0.05, concluyendo que la hipétesis nula es aprobada, porque los promedios entre los
triplicados no tienen variacion significativa, es decir, la media entre estos es igual, asegurando el
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95 % de confiabilidad y generando poca incertidumbre entre las mediciones por parte del prototipo
de laboratorio de biosensor en muestras de lactosuero residual de queso campesino (Engineering
Zone, 2018).

Lineamientos de control de calidad analiticos para lactosuero residual de queso doble
crema

Luego de los lineamientos de control de calidad analiticos para lactosuero residual de queso cam-
pesino, se realizaron los lineamientos para lactosuero residual de queso doble crema. Para lo cual,
se evalud un triplicado por dia con tres réplicas para cada cantidad estequiométrica de los agentes
quimicos. El primer triplicado dio como resultado la Tabla 6-9 y la gréfica de la Figura 6-18.

La diferencia entre cada potencial de acuerdo a cada réplica oscila entre 2 mV y 10 mV y en la
Figura 6-18 se evidencia que la igualdad entre las réplicas es poca, ya que son Unicamente seis
mediciones de diez las que comparten los mismos valores en términos de voltaje; sin embargo, el
comportamiento linealmente creciente es similar para todas las réplicas, exceptuando los voltajes
resultantes para la concentracién de 0.0219 mol/L.

Tabla 6-9.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lacto-
suero queso doble crema. Triplicado 1. Fuente:

Autor.
Concentracion Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
de lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg)(mol/L)
50 (0.0073) 275 277 276
100 (0.0146) 282 286 283
150 (0.0219) 284 278 276
200 (0.0292) 292 290 292
250 (0.0365) 295 297 298
300 (0.0438) 297 296 303
350 (0.0511) 315 310 313
400 (0.0584) 320 320 333
450 (0.0657) 338 334 336
500 (0.0730) 339 347 346
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11.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato), lactosuero queso doble crema
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Figura 6-18.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero doble crema. Triplicado 1. Fuente: Autor.

Cada una de las réplicas fueron graficadas en las siguientes figuras con sus respectivos datos es-
tadisticos en la parte superior derecha y su linea de tendencia en color rojo:
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Figura 6-19.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad

analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 1. Réplica 1. Fuente:
Autor.
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Figura 6-20.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 1. Réplica 2. Fuente:
Autor.
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Figura 6-21.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 1. Réplica 3. Fuente:
Autor.

Para las réplicas desde la primera hasta la tercera, los resultados de sus coeficientes de correlacién
fueron los siguientes: 0.9468, 0.9104 y 0.9457. La réplica con un coeficiente de correlacién méds
alejado de 1 es la segunda (Figura 6-20), a pesar de que sus datos se encuentran mas estables
y sin picos, pero estdn por debajo de la linea de tendencia. Mientras, que la primera y tercera
réplica tienen un coeficiente de correlacién similar y cercano a 1, con unos picos de variacion en
la concentracién de 0.0438 mol/L para la primera réplica y 0.0219 mol/L para tercera o tltima
réplica, con un potencial de lejania con respecto a la linea de tendencia de 10 mV.

Por otra parte, se llegd a concluir que los datos para el primer triplicado tanto en queso campesino
como doble crema indican que para obtener unas mediciones adecuadas de la concentracién de lac-
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tosa, no influye Uinicamente en la caracterizacién y trabajo arduo del prototipo de laboratorio, sino
de un riguroso protocolo para la toma de muestra, almacenamiento y manipulacién del lactosuero
residual sin importar su tipo de origen.

Continuo a ello, al siguiente dia se realizé el segundo triplicado, pero al igual que con la muestra
de lactosuero residual de queso campesino, el primer triplicado fue con una muestra reposada y los
otros dos con lactosuero recién preparado. Por ende, los datos para los siguientes triplicados seran
mas confiables y exactos:

Tabla 6-10.: Evaluacion de la metodologia selectiva, linea-
mientos de control de calidad analiticos, lacto-
suero queso doble crema. Triplicado 2. Fuente:

Autor.
Concentracién de | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
lactosa (mV) (mV) (mV')
(mg)(mol/L)
50 (0.0073) 266 265 264
100 (0.0146) 278 276 279
150 (0.0219) 283 283 282
200 (0.0292) 294 295 294
250 (0.0365) 298 299 300
300 (0.0438) 306 307 305
350 (0.0511) 317 318 317
400 (0.0584) 325 326 324
450 (0.0657) 337 336 336
500 (0.0730) 343 342 341

12.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato), lactosuero queso doble crema
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Figura 6-22.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 2. Fuente: Autor.
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Con los datos presentes en la Tabla 6-10 y la Figura 6-22 se valida la hipdtesis planteada en
el parrafo anterior, donde se observa una linealizacién entre réplicas y potenciales para la misma
concentracién de lactosa. En este caso no se observan valores por fuera del rango dado por los
mismos datos, lo que asegura que se realizé una buena practica y manipulacion en laboratorio de
los insumos, construccién del prototipo de biosensor y conservacién del lactosuero residual.

Las tres graficas a continuacién describen las réplicas o curvas en sentido directamente proporcional
de los valores arrojados por la lectura de la etapa de reconocimiento mediante el multimetro en
términos de potencial (mV') y en funcién de la concentracién de lactosa (mol/L).
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Figura 6-23.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 2. Réplica 1. Fuente:
Autor.
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Figura 6-24.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 2. Réplica 2. Fuente:
Autor.
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Figura 6-25.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 2. Réplica 3. Fuente:
Autor.

De acuerdo al orden decreciente de los coeficientes de correlacién las réplicas son: segunda, primera
y tercera, con valores adimensionales: 0.9963, 0.9939 y 0.9913. En donde el tnico valor fuera de la
linea de tendencia son para la réplica dos 295 mV (0.0292 mol/L), para la réplica uno 278 mV
(0.0146 mol/L) y 306 mV (0.0438 mol/L) y, para la réplica tres 279 mV (0.0146 mol/L) y 305
mV (0.0438 mol/L). Cuyos picos o valores por fuera de la linea de tendencia difieren en un valor
maximo de 3 mV, valor que si es comparado con las demés variaciones en potenciales de los deméds
triplicados tanto para queso campesino como doble crema es el que menos error de variacién ha
generado, puesto que a medida que se iban realizando las mediciones se aprendié de los errores
practicos y tedricos realizados, con la finalidad de que cada vez las mediciones fueran mas exactas
y asegurar el correcto desarrollo de un disenio ingenieril del prototipo.

Por 1ltimo, se realizaron las réplicas para el tltimo dia de medicién de triplicados para el lactosuero
de queso doble crema, con la misma muestra que para el triplicado dos.

13.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato), lactosuero queso doble crema
370
360

350 —
= 340

£330
£ 320 ——1
g 310 2

5 300 A

290 / 3

280 |
270
00073 00173 00273 00373 00473 00573 00673 0,0773

Concentracion de lactosa (mol/L)

Figura 6-26.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad
analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 3. Fuente: Autor.
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Tabla 6-11.: Evaluacion de la metodologia selectiva, linea-
mientos de control de calidad analiticos, lacto-
suero queso doble crema. Triplicado 3. Fuente:

Autor.
Concentracién de | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg)(mol/L)
50 (0.0073) 275 274 273
100 (0.0146) 280 281 279
150 (0.0219) 294 289 288
200 (0.0292) 302 305 303
250 (0.0365) 317 318 320
300 (0.0438) 324 326 326
350 (0.0511) 333 334 335
400 (0.0584) 348 347 349
450 (0.0657) 350 350 350
500 (0.0730) 356 357 358

Los rangos de potencial (mV') para las tres réplicas vario entre 273 mV y 358 mV aproximadamente,
con un aumento de 5 mV a 15 mV cada concentracién de lactosa y en la Figura 6-26 se observa
que el dato que mas se alejé con respecto a las mismas mediciones de las réplicas fue el de 0.0219
mol/L o 294 mV para la primera réplica.

En las siguientes gréficas se observa el comportamiento linealmente dependiente del potencial (mV)
con respecto a la concentracién de lactosa (mol/L), comprobandose con sus coeficientes de corre-
lacién R? respectivamente (Figura 6-27 y Tabla 6-28).

Los coeficientes de correlacion de acuerdo al orden de las gréaficas son: 0.9866, 0.9854 y 0.9801,
siendo la primera grafica la méas cercana a 1, es decir, la de menor variabilidad con respecto a
la linea de tendencia. Con diferencia notoria de potencial en tres mediciones de concentracién de
lactosa: 0.0146 mol/L, 0.0365 mol/L y 0.0584 mol/L, respectivamente: 280 mV, 317 mV y 348
mV , son considerados datos por fuera del limite debido a que tienen diferencia méaxima de potencial
de 5 mV.
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Figura 6-27.: Evaluacién de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad

analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 3. Réplica 1. Fuente:
Autor.
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Figura 6-28.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad

analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 3. Réplica 2. Fuente:
Autor.
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Figura 6-29.: Evaluacion de la metodologia selectiva, lineamientos de control de calidad

analiticos, lactosuero queso doble crema. Triplicado 3. Réplica 3. Fuente:
Autor.
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Por ende, se concluye que de los tres dias de mediciones de lactosuero residual generado por la
produccion de queso doble crema, el mejor triplicado fue el segundo. Lo que se puede analizar debido
a varias razones, la primera es que el lactosuero fue tomado en una botella estéril, almacenado a 4
°C y ese mismo dia analizado en laboratorio por los respectivos agentes quimicos e instrumentos de
laboratorio, teniendo en cuenta los implementos de seguridad personales, el procedimiento de uso
de los mismos como de la metodologia selectiva para deteccion de lactosa y el tiempo de respuesta
de la reaccion quimica, como de su recepcién por los electrodos y lectura por el multimetro.

De igual manera, para el caso de la validacion de los objetivos uno y dos con el lactosuero residual
de queso doble crema, se requirié del método ANOVA.

Tabla 6-12.: ANOVA para la interaccién entre los triplicados. Andlisis de varianza de la
interaccién por réplicas. Lactosuero residual de queso doble crema. Fuente:

Autor.
Origen Suma cua- | Grados Promedios F P Valor criti-
variaciones drados libertad cuadrados co F
Interaccion 23.1111 4 5.7778 0.0081 | 0.9998 | 2.4844
Dentro de tripli- | 57803.5 81 713.6234
cados
Total 61550.7222 | 89

Para el caso de la Tabla 6-12 la interaccién entre triplicados tiene un valor F de 0.0081 y un valor
critico para P de 2.4844. Valores que indican que no se debe rechazar la hipdtesis nula por el valor
critico es mayor al valor F. Resultado que da de igual manera si se evalia con el valor P el cual
es mayor a 0.05, por dar 0.9998 aprobando la hipétesis es la nula y mostrando que la medida de
tendencia central (media) no va a variar a pesar de que se realice la medicién para la misma muestra
de lactosuero de queso doble crema las veces necesarias por el operario de produccién, asegurando
un porcentaje de confiabilidad del 95 % (Engineering Zone, 2018).

Comparando los resultados obtenidos en el método estadistico ANOVA para las mediciones obte-
nidas en lactosuero residual de queso campesino y queso doble crema, se interpreta un valor F para
el primero de 0.0296 y para el segundo de 0.0081 con referente a un mismo valor critico para F de
2.4844 tienen el mismo nivel de confiabilidad de 95 %, sin embargo, el valor F para las mediciones
del lactosuero del queso doble crema es menor al del queso campesino, lo que permite entender que
estd més lejos de ser rechazada la proposicién de que sus medias sean iguales, dando a entender
que este tipo de lactosuero tiene valores de lactosa mas homogéneos y similares que los del queso
campesino, aunque los dos tipos de queso cumplen a cabalidad con la metodologia selectiva esta-
blecida en esta primera fase, determinando que los valores a medir de lactosa se encuentran dentro
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del rango de deteccién del biosensor (Engineering Zone, 2018).

Conclusion Fase |

Luego de una detallada busqueda bibliografica, evaluacién y seleccién de los agentes hidrolizante
y oxidante, asi como de su validacién en lactosuero residual de la industria lactea, se llegd a la
conclusién de establecer una metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el
lactosuero residual como se observa en los diagramas 6-30 y 6-31, donde se da a conocer dos
diagramas metodolégicos, segiin el orden y tipo de reacciéon quimica a ejecutar sobre 20 mL de la
muestra de lactosuero residual.

Por ende, en primer lugar en la Figura 6-30 se observa el diagrama metodoldgico para la reaccion
quimica de hidrélisis del disacarido lactosa en glucosa y galactosa mediante el agente hidrolizante
acido clorhidrico, lo que ocurre en este proceso a nivel quimico es que el método de hidrélisis de
lactosa provoca una reaccién quimica de descomposicion de dicho disacarido por medio de una
molécula de agua en dos monosacaridos o compuestos mas simples de analizar y degradar como lo
son la glucosa y la galactosa, quedando el monosacarido glucosa como elemento de oxidacion del
siguiente protocolo, permitiendo completar la metodologia selectiva que se planted en el desarrollo
del prototipo de laboratorio de biosensor (Sanchez, Rosales, & Bustamante, 2015).

Siendo asi, en éste diagrama se explica el protocolo a seguir para dos casos de estudio: validacion de
la metodologia y sus componentes quimicos por lactosuero residual originado de un matriz simulada
en laboratorio o validacién de los mismos por lactosuero residual de la industria ldctea (proceso que
también sirve para realizar medicién de lactosa en lactosuero residual directamente con el prototipo
funcional del biosensor, una vez es terminado en su totalidad).

En segundo lugar, en la Figura 6-31 se indica el diagrama metodoldgico a seguir para la reaccién
quimica de oxidacion del monosacarido glucosa a acido glucénico mediante el agente oxidante
permanganato de potasio. Este protocolo se realiza una vez es ejecutado el anterior protocolo para
la reaccion de hidrélisis de la muestra de lactosuero residual, ya que este es la continuacién y es
quién permite generar la diferencia de potencial de la solucién para que sea captada por el par de
electrodos caracterizados. La reaccién quimica consiste en la oxidacion del monosacarido glucosa
en acido glucénico, generando radicales libres que reaccionan entre si e interactian con la etapa
de transduccién del biosensor (electrodo combinado y etapa de instrumentacién) en términos de
voltaje (Rivas, Baltasar,& Moreno, 2016).

Los diagramas metodolégicos realizados como resultado de la primera fase de la metodologia del
proyecto de grado, se pueden implementar para validaciones en laboratorio o en campo con el
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equipo funcional, puesto que sus cantidades, volimenes, instrumentos de manejo y procedimiento
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son los mismos durante todo el desarrollo y manipulacién del prototipo de laboratorio.

HIDROLISIS DEL DISACARIDO LACTOSA EN GLUCOSA Y

GALACTOSA MEDIANTE EL AGENTE HIDROLIZANTE (HCI)

l

Lactosuero residual,

Lactosuero residual,
matriz simulada

."I Vaso de f + / 7
/ precipitade +— Colocar | 20mL agua .
/ desomL | ."II de Iz llave ."I

.' i | .

b~ Agregar [—» °ME

| [Lactosa)

Balanza Digital,
vidrio relaj, /

I-" espatula cuchara
| Espatula [+ Adicionar
."I cuchara ."I
L J
Agitar

Y

Esperar

Figura 6-30.: Fase 1. Metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el
lactosuero residual: Hidrolisis del disacarido lactosa en glucosa y galactosa

industria lactea
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mediante el agente hidrolizante (HC1). Fuente: Autor.
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OXIDAXION DEL MONOSACARIDD GLUCOSA A ACIDO
ELUCONICO MEDIAMTE EL AGENTE OXIDANTE (KMnO:)
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Figura 6-31.: Fase 2. Metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el
lactosuero residual: Oxidacion del monosacérido glucosa a acido glucénico

mediante el agente oxidante (K MnOy). Fuente: Autor.
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6.2. Fase Il. Caracterizacion del transductor

El segundo objetivo especifico se cumplié por subfases o tareas, las cuales partieron de una busque-
da bibliografica de algunos pares de electrodos que fueran viables y compatibles con la metodologia
selectiva para la deteccién de lactosa ya establecida en el primer objetivo especifico del trabajo
de grado, de los cuales se seleccion6 un par de electrodos que generen una senal eléctrica directa-
mente proporcional con la etapa de reconocimiento, mediante la evaluacion y analisis estadistico
de cada par de electrodos de acuerdo a los diagramas metodoldgicos establecidos, y por ultimo, se
lleg6 a caracterizar dicho par de electrodos por medio de unos lineamientos de control de calidad
analiticos. De las subfases se concluyé la seleccion y caracterizacién de los electrodos, validando su
funcionalidad mediante la aplicacién de lineamientos de control de calidad analiticos en una matriz
simulada de lactosuero y su analisis por medio del método ANOVA.

6.2.1. Seleccion de un par de electrodos

En primer lugar, se determiné el par de electrodos (electrodos indicador o catodo y de referencia
o d4nodo) que permitieran mayor selectividad, linealidad y menor varianza al momento de regis-
trar graficamente los datos en términos de voltaje (mV') y funcién de la concentracién de lactosa
(mol/L). Para ello se evaluaron los cuatro pares de electrodos establecidos inicialmente por un tra-
bajo bibliografico de algunas bases de datos sobre biosensores electroquimicos, teniendo en cuenta
que estos pares son: grafito-grafito, grafito-zinc, grafito-cobre y cobre-zinc.

Por ende, se evalué el montaje inicial del electrodo combinado para el primer par de electrodos, los
cuales son grafito-grafito. Cada medicién arrojada en el multimetro para cada cantidad de lactosa
era registrada en una tabla en Excel y posteriormente grificada, para un analisis sencillo y certero
(Tabla 6-13) (Figura 6-32).

Tabla 6-13.: Seleccion de los pares de electrodos
(indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con
grafito-grafito. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 178
100 (0.0146) 222
150 (0.0219) 234

200 (0.0292) 248
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1.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
270
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y=3041,1x+ 165
R?=0,8971

—8— Seriesl
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0,0073 0,0123 0,0173 0,0223 0,0273 0,0323

Potencial (mV)

--------- Lineal (Series1)

Concentracién de lactosa (mol/L)

Figura 6-32.: Seleccién de los pares de electrodos (indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con grafito-grafito. Fuente: Autor.

En la grafica de la Figura 6-32 se puede observar linealidad en tres de las cuatro muestras evaluadas
segun la linea de tendencia tedrica, ya que la muestra dos con concentracién de 0.0146 mol/L (100
mg) presenté un desfase de 10 mV', producido probablemente por mala medicién de la cantidad
de lactosa al pesar en la balanza digital o menor cantidad de los agentes quimicos, agregados al
momento de preparar las soluciones.

El segundo par de electrodos a evaluar fueron grafito-zinc, los cuales se acondicionaron al electrodo
de referencia, se prepard soluciones de acuerdo a las concentraciones de lactosa a medir y se realizé
la toma de voltajes por medio del multimetro, datos que arrojaron la Tabla 6-14 y la Figura 6-33.

En la Figura 6-33 se observa una mayor linealidad con referente al coeficiente de correlaciéon dado
por la grafica para grafito-grafito (Figura 6-32), en este caso el coeficiente de correlacién o R? es de
0.9557 y la muestra con mayor desviacién fue la de 0.0219 mol/L o 150 mg, sin embargo el rango
de desviacién es igual al de 100 mg para grafito-grafito.

Tabla 6-14.: Seleccion de los pares de electrodos
(indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con
grafito-zinc. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 1614
100 (0.0146) 1638
150 (0.0219) 1667

200 (0.0292) 1724
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1.2. Linealidad electrodos grafito-zinc
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Figura 6-33.: Seleccién de los pares de electrodos (indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con grafito-zinc. Fuente: Autor.

El tercer par de electrodos fue grafito-cobre, siendo el de grafito el indicador y el de cobre el de
referencia, se acondicionaron al montaje y como lo muestra la Tabla 6-15, se tabul6 y analizé los
datos obtenidos en términos de voltaje (mV') y concentracién de lactosa (mol/L). La Tabla 6-15
inicialmente presenta unos voltajes poco proporcionales a la concentracion de lactosa, puesto que
los datos para 150 mg y 200 mg estan inversamente proporcionales.

Como se mencionaba anteriormente, se puede corroborar en la gréafica de la Figura 6-34, en donde
nuevamente el voltaje para 0.0219 mol/L o 150 mg es inapropiado, porque presenta una varia-
cién con respecto a la linea tedrica de 10 mV aproximadamente, ademas de presentar variaciones
minimas en las muestras 0.0146 mol/L y 0.292 mol/ L, respectivamente 100 mg y 200 mg de lactosa.

Tabla 6-15.: Seleccion de los pares de electrodos
(indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con
grafito-cobre. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 574
100 (0.0146) 596
150 (0.0219) 706

200 (0.0292) 678
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1.3. Linealidad electrodos grafito-cobre

y =5780,8x+533
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Figura 6-34.: Seleccién de los pares de electrodos (indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacion con grafito-cobre. Fuente: Autor.

Y el cuarto par de electrodos pre-seleccionados fueron cobre-zinc, se acoplaron al montaje al igual
que los electrodos anteriores y se realizaron las mediciones de diferencia de potencial por medio del
componente electronico multimetro. En la Tabla 6-16 se observa una mayor varianza y despropor-
cionalidad de los datos registrados a comparacion de las tablas registradas para los otros pares de
electrodos.

Es por lo ello, que en la Figura 6-35 se puede ver que el coeficiente de correlacién es de 0,261, dato
totalmente alejado de 1. Siendo lo anterior, el dato necesario para descartar en primera instancia,
dicho par de electrodos.

Tabla 6-16.: Seleccion de los pares de electrodos
(indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con
cobre-zinc. Fuente: Autor.

Concentracién de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)

50 (0.0073) 689
100 (0.0146) 714
150 (0.0219) 845

200 (0.0292) 736
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1.4. Linealidad electrodos cobre-zinc
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Figura 6-35.: Seleccién de los pares de electrodos (indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacion con cobre-zinc. Fuente: Autor.

Finalmente, teniendo en cuenta los resultados arrojados por cada tabla y grafica al igual que su
respectivo andlisis y comparacién entre estas, se llega a la conclusién de discernir los pares de
electrodos, dejando tnicamente los electrodos con coeficiente de correlacién mas cercano a 1, es
decir a una linealidad correcta. Los dos pares de electrodos, seleccionados fueron grafito-grafito y
grafito-zinc, ya que los otros electrodos daban datos variantes e indirectamente proporcionales a
las concentraciones de lactosa evaluadas, a pesar de tener una relacion estequiométrica entre estas
y las concentraciones de los agentes hidrolizante y oxidante. Se puede indicar que posiblemente la
no linealidad se debe a la interaccion entre los electrodos y su capacidad en la produccion de fuerza
electromotriz.

Después de seleccionar y discernir los pares de electrodos pre-seleccionados, se procedié a evaluar
el mismo montaje inicial del electrodo combinado pero uUnicamente para los pares de electrodos
grafito-grafito y grafito-zinc. Con la finalidad de evaluar una ltima vez los tipos de electrodos y
seleccionar el mas selectivo y lineal para que hiciera parte del electrodo combinado, para ello se
requiere del aumento en el rango de muestras de lactosa a cuantificar, por lo cual las concentraciones
a medir son de 50 mg a 500 mg de lactosa cada 50 mg de diferencia.

Por esa razén, el primer par de electrodos a evaluar fue grafito-grafito. Pare ello, se acoplé el par
de electrodos al montaje y se prepararon las soluciones a reaccionar con estos, como se indica en
los diagramas metodolégicos (Figura 6-30 y 6-31. Los voltajes resultantes de la reacciéon (mV') son
registrados por el multimetro y ubicados en la siguiente gréifica y tabla:
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2.1. Linealidad electrodos grafito-grafito

y = 4852,6x+120,27
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Figura 6-36.: Seleccion de los pares de electrodos (indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacion con grafito-grafito. Fuente: Autor.

Tabla 6-17.: Seleccién de los pares de electrodos
(indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con
grafito-grafito. Fuente: Autor.

Concentracion de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)
50 (0.0073) 178
100 (0.0146) 292
150 (0.0219) 234
200 (0.0292) 248
250 (0.0365) 255
300 (0.0438) 280
350 (0.0511) 345
400 (0.0584) 435
450 (0.0657) 453
500 (0.0730) 501

En la Tabla 6-17 se observa una relacién directamente proporcional entre las dos columnas y se ob-
serva unos rangos de variacién muy minimos. Analisis que se puede corroborar con la comparacién
entre la linealidad tedrica y la experimental, obteniendo un coeficiente de correlacién de 0.9224, el
cual no fue 1 debido a la desviacién de las muestras para 0.0365 mol/L (250 mg) y 0.0438 mol/L
(300 mg) de lactosa.
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En segundo lugar, se evalio los electrodos grafito-zinc, donde grafito es electrodo indicador y zinc
el electrodo de referencia, se prosiguié con la medicion y tabulacién de los mismos en Excel.

Tabla 6-18.: Seleccion de los pares de electrodos
(indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacién con
grafito-zinc. Fuente: Autor.

Concentracion de lactosa (mg)(mol/L) | Potencial (mV)
50 (0.0073) 1614
100 (0.0146) 1638
150 (0.0219) 1667
200 (0.0292) 1724
250 (0.0365) 1642
300 (0.0438) 1675
350 (0.0511) 1792
400 (0.0584) 1805
450 (0.0657) 1814
500 (0.0730) 1816

2.2. Linealidad electrodos grafito-zinc
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Figura 6-37.: Seleccién de los pares de electrodos (indicador-referencia) para conformar el
electrodo combinado. Evaluacion con grafito-zinc. Fuente: Autor.

En la Tabla 6-18 y gréafica de la Figura 6-37 se visualiza una diferencia de variacién mayor a la
encontrada en los electrodos grafito-grafito, puesto que el rango de variacién para las concentracio-
nes de 200 mg a 400 mg o 0.0292 mol/L a 0.584 mol/L varia de acuerdo a la linea de tendencia
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hasta 20 mV y entre las mismas muestras hasta 50 mV. Por otro lado, el coeficiente de correlacién
es de 0.8077, dato justificado con las varianzas de las muestras y mediciones dadas en la grafica.

Por lo anterior, se llegd a la conclusion de definir el par de electrodos grafito-grafito como electrodos
indicador y de referencia respectivamente, para constituir parte de la metodologia selectiva para
detectar lactosa en el lactosuero residual de la industria lactea y, asi el electrodo combinado que
hace parte del prototipo de biosensor en desarrollo. Es decir, el par de electrodos de referencia
seleccionados cuentan con un coeficiente de correlacién de 0.9224 y se considera que tal vez sus datos
poco linealizados se deben al manejo practico de los instrumentos y manejo de cifras significativas al
momento de las mediciones estequiométricas de los agentes hidrolizante (HC1) y oxidante (K Mny),
asi como del tiempo de reacciéon y toma de cada muestra. Dichos errores practicos fueron puestos
en practica de ahi en adelante, para la seleccién del cofactor y realizacion de la curva de calibracién
de los electrodos para la construccion de la etapa de instrumentacion.

6.2.2. Lineamientos de control de calidad analiticos para caracterizar
los electrodos grafito-grafito

A continuacion se procede a realizar el andlisis estadistico de la variacion de los datos arrojados
durante la caracterizacion del par de electrodos grafito-grafito, mediante el estudio por triplicado y
réplicas de las cantidades de lactosa a evaluar, logrando obtener tablas y curvas de calibracién en
Excel, que posteriormente fueron evaluadas por el método ANOVA, arrojando algunos datos de ma-
yor importancia, los cuales fueron analizados para la validacion de los electrodos que acompanaran
la transduccion del prototipo de laboratorio. Para el primer triplicado, aplicando el proceso para
agilizar la toma de mediciones por cada concentracién de lactosa y la metodologia explicada para
el triplicado anterior. Los resultados se presentan en la Tabla 6-19 y grafica de la Figura 6-38.

5.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato)
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Figura 6-38.: Evaluacion y calibraciéon de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 1. Fuente: Autor.
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Tabla 6-19.: Evaluacion y calibracién de la metodologia pa-
ra detectar selectivamente la lactosa, con elec-
trodos grafito-grafito y cofactor KMnQO, en
lactosa pura. Triplicado 1. Fuente: Autor.

Concentracién de | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg)(mol/L)

50 (0.0073) 92 78 66
100 (0.0146) 119 118 113
150 (0.0219) 126 130 97
200 (0.0292) 131 130 122
250 (0.0365) 208 194 208
300 (0.0438) 234 251 240
350 (0.0511) 335 331 331
400 (0.0584) 372 368 374
450 (0.0657) 418 418 416
500 (0.0730) 433 434 430

Para este caso, los rangos de potencial (mV') para las tres réplicas vario aproximadamente entre 65

mV y 435 mV, con un aumento de 100 mV cada 2 concentraciones de lactosa y en la Figura 6-38

se observa que el dato que mas se alejé con respecto a las mismas mediciones de las réplicas fue el

de 0.0219 mol/L o 150 mg respectivamente.

En las Figuras 6-39, 6-40 y 6-41 se ve la tabulaciéon de cada réplica tomada para el segundo

triplicado mediante gréaficas, con su respectivo coeficiente de correlacion.

Figura 6-39.:
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Evaluacion y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 1. Réplica 1. Fuente: Autor.
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Figura 6-40.: Evaluacién y calibraciéon de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnO, en lactosa pura.
Triplicado 1. Réplica 2. Fuente: Autor.
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Figura 6-41.: Evaluacién y calibracién de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 1. Réplica 3. Fuente: Autor.

Los coeficientes de correlacion en orden segin la ubicacién de las graficas fueron: 0.9515, 0.9021
y 0.8671, siendo la grafica el promedio de datos entre la primera y la tercera. Por otro lado, los
voltajes que mas cambiaron para las tres gréaficas fueron de 0.0292 mol/L (200 mg) a 0.0511 mol/L
(350 mg), con mayor diferencia el voltaje para 0.0365 (250 mg) como se corrobora en la gréfica
general de este triplicado (Figura 6-19).

Por ende, hasta el momento se puede concluir que el rango de potencial para concentraciones entre
50 mg y 500 mg es de 65 mV a 435 mV aproximadamente y que el dato con mayor variaciéon fue
de 200 mg y 400 mg para ambos triplicados, por lo cual, si se requirié de la construccién de una
etapa de instrumentacién sencilla, porque son pocos los valores no lineales y el rango de varianza
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con referente a la linealidad tedrica (50 mg).

Se continué con el segundo triplicado, aplicando el proceso para agilizar la toma de mediciones por
cada concentracién de lactosa y la metodologia explicada para el triplicado anterior. Los resultados
se presentaron en la Tabla 6-20 y grafica de la Figura 6-42.

Tabla 6-20.: Evaluacion y calibracién de la metodologia pa-
ra detectar selectivamente la lactosa, con elec-
trodos grafito-grafito y cofactor K MnO,4 en
lactosa pura. Triplicado 2. Fuente: Autor.

Concentracién de | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg)(mol /L)
50 (0.0073) 84 81 88
100 (0.0146) 148 128 138
150 (0.0219) 240 241 243
200 (0.0292) 258 265 247
250 (0.0365) 266 280 272
300 (0.0438) 327 329 326
350 (0.0511) 366 363 365
400 (0.0584) 362 371 392
450 (0.0657) 420 422 417
500 (0.0730) 448 440 435
6.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
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Figura 6-42.: Evaluacién y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 2. Fuente: Autor.
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Para este caso, los rangos de potencial (mV’) para las tres réplicas vario aproximadamente entre 65
mV y 435 mV, con un aumento de 100 mV cada 2 concentraciones de lactosa y en la Figura 6-42

se observa que el dato que mas se alejé con respecto a las mismas mediciones de las réplicas fue el
de 0.0219 mol/L o 150 mg respectivamente.

En las Figuras 6-43, 6-44 y 6-45 se ve la tabulacion de cada réplica tomada para el segundo
triplicado mediante graficas, con su respectivo coeficiente de correlacion.
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Figura 6-43.: Evaluacion y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 2. Réplica 1. Fuente: Autor.
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Figura 6-44.: Evaluacién y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 2. Réplica 2. Fuente: Autor.
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Figura 6-45.: Evaluacién y calibracién de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactror K MnQO, en lactosa pura.
Triplicado 2. Réplica 3. Fuente: Autor.

Los coeficientes de correlacién en orden segin la ubicacion de las graficas fueron: 0.9515, 0.9021 y
0.8671, siendo la segunda gréfica el promedio de datos entre la primera y la tercera. Por otro lado,
los voltajes que mas cambiaron para las tres graficas fueron de 0.0292 mol/L (200 mg) a 0.0511
mol/L (350 mg), con mayor diferencia el voltaje para 0.0365 (250 mg) como se corrobora en la
grafica general de dicho triplicado (Figura 6-20).

Por ende, hasta el momento se puede concluir que el rango de potencial para concentraciones entre
50 mgy 500 mg es de 65 mV a 435 mV aproximadamente y que el dato con mayor variacion es de 200
mg y 400 mg para ambos triplicados, por lo cual, si se requirié hacer una etapa de instrumentacién
sencilla, porque son pocos los valores no lineales y el rango de varianza con referente a la linealidad
tedrica (50 mg).

Para el tercer triplicado, se realizé la evaluacion de los rangos de concentraciéon de lactosa segin
relacion estequiométrica a partir del montaje adecuado de la metodologia. En la Tabla 6-21 y
Figura 6-46 se visualiza la tabulacion de los resultados dados en términos de voltaje para cada una
de las tres réplicas segtin sea la concentracion de lactosa.

En la Tabla 6-21, al comparar los voltajes dados entre cada columna de las réplicas se puede
ver una similitud directamente proporcional entre estos, los cuales se encuentran entre un rango
aproximado de 110 mV a 400 mV con aumento de 100 mV cada dos o tres concentraciones de
lactosa. Y en cuanto a la grafica de la Figura 6-38, se observa algunas variaciones de potencial
(mV) en las muestras de 0.0073 mol/L (50 mg), 0.0292 mol/L (200 mg), 0.0511 mol/L (350 mg),
0.0657 mol/L (450 mg) y 0.0730 mol/L (500 mg), cuya variacién maxima es 50 mV y minima es
5 mV aproximadamente.
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Tabla 6-21.: Fase 5. Evaluacién y calibracién de la meto-
dologia para detectar selectivamente la lac-
tosa, con electrodos grafito-grafito y cofactor
K MnO, en lactosa pura. Triplicado 3. Fuente:

Autor.
Concentracién de | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
lactosa (mV) (mV) (mV)
(mg)(mol /L)

50 (0.0073) 88 89 86
100 (0.0146) 167 183 187
150 (0.0219) 192 188 166
200 (0.0292) 209 191 193
250 (0.0365) 289 240 282
300 (0.0438) 316 313 319
350 (0.0511) 326 329 333
400 (0.0584) 366 373 407
450 (0.0657) 397 401 383
500 (0.0730) 433 429 436

7.1. Linealidad electrodos grafito-grafito
(permanganato)
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Figura 6-46.: Evaluacion y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa, con electrodos grafito-grafito y cofactor KMnO, en lactosa pura.
Triplicado 3. Fuente: Autor.

Esos mismos resultados se pueden analizar de manera detalla para cada uno de los replicados en
las tres figuras siguientes:
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Figura 6-47.: Evaluacién y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa presente en el lactosuero residual, con electrodos grafito-grafito y co-
factor K MnQO, en lactosa pura. Triplicado 3. Réplica 1. Fuente: Autor.
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Figura 6-48.: Evaluacién y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa presente en el lactosuero residual, con electrodos grafito-grafito y co-
factor K MnQO, en lactosa pura. Triplicado 3. Réplica 2. Fuente: Autor.
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Figura 6-49.: Evaluacién y calibracion de la metodologia para detectar selectivamente la
lactosa presente en el lactosuero residual, con electrodos grafito-grafito y co-
factor K MnQ, en lactosa pura. Triplicado 3. Réplica 3. Fuente: Autor.



6.2 Fase II. Caracterizacion del transductor 147

Por lo tanto, en las Figuras 6-47, 6-48 y 6-49 se puede leer respectivamente el coeficiente de
correlacién para cada réplica en el siguiente orden: 0.8966, 0.9021 y 0.9001; asi como la linealidad
entre los resultados arrojados por el multimetro y la linea de tendencia tedrica. De lo cual, se puede
ver que hay mayor variacion en la grafica de Figura 6-48 y menor variacién en la de la Figura
6-47; ademads, que los voltajes méas alejados son los mismos para las tres graficas, generando un
dato erréneo para estudio y solucién posterior de este, ya que al ser repetidos no se debe a un error

practico.

Sin embargo, en este caso se vio como impedimento el factor tiempo, ya que cada matriz de
lactosuero duraba aproximadamente 3 min en hidrolizar y eran en total 30 réplicas por preparar
y realizar mediciones. Para lo cual, se decidié agilizar el proceso de evaluacion de cada triplicado,
mediante la preparacién y cuantificacién de la matriz de lactosuero para los tres vasos de precipitado
con igual cantidad de lactosa e hidrolizaciéon de cada solucién, mientras pasaban los 3 min de la
hidrolizacién de los vasos de precipitado anteriores. Los lineamientos de control de calidad analiticos
se desarrollaron mediante triplicados y réplicas para la evaluacién del par de electrodos seleccionados
(grafito-grafito), como se pudo ver anteriormente. Continuo a esto, se realiz el anélisis estadistico
de los lineamientos para validar qué tan certera fue la eleccién de este electrodo combinado. Para
ello se utiliza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo, como se indica
en la Tabla 6-22.

Tabla 6-22.: ANOVA para la interaccién entre los triplicados. Analisis de varianza
de la interaccion por réplicas.

Origen Suma cua- | Grados Promedios | F P Valor criti-
variaciones | drados libertad cuadrados co F
Interaccion | 378.8667 4 94.7167 0.0063 | 0.9999 | 2.4844
Dentro de | 1208788.4 81 14923.3136
triplicados
Total 1245686 89

En la anterior tabla se puede observar que la interaccion entre triplicados arroja un valor F de
0.0063 y un valor critico para F de 2.4844, al relacionar estos dos datos estadisticos se puede
observar que el valor F es menor al valor critico, indicando que no se rechaza la hipétesis nula, esto
quiere decir, que las variables entre triplicados estdn relacionadas y sus medias son iguales, por lo
tanto, se dice que al momento de realizar las mediciones de lactosa con los electrodos seleccionados
se tiene un 95% de confiabilidad de que la media de los datos registrados serd la misma que si
se tomara la medicion con la misma muestra de lactosuero dias después. Lo que indica que los
electrodos se encuentran caracterizados y linealizados dentro del rango de deteccion dado por el
biosensor, asegurando al usuario mayor fiabilidad de los datos tomados y nivel de calidad del equipo
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(Engineering Zone, 2018).

Este analisis anterior se puede corroborar con el valor P, donde analiza si este es mayor a 0.05,
interpretando en este caso que 0.9999 es mayor a 0.05 y por ello, se aprueba la hipétesis nula, donde
se tiene una minima variacién de sus datos con un nivel de confiabilidad del 95 % (Engineering Zone,
2018).

De otra manera, a partir del analisis fisico-quimico y electroquimico se argumenta el comportamien-
to del grafito como material conductor con respecto a los demas electrodos evaluados. Razén por la
cual, se debe conocer que el grafito es un material natural que contiene numerosas imperfecciones
e impurezas, ademas estd compuesto por atomos de carbono formando una red hexagonal plana o
maés conocida como grafeno, un material puramente bidimensional que puede ser considerado como
el constituyente béasico de los materiales de carbono grafiticos (basados en la hibridacién spa), es
decir, cuando se produce esta hibridacién, cada dtomo de carbono se une a otros tres median-
te fuertes enlaces covalentes, caracteristica que hace parte de las propiedades eléctricas de estos
materiales; ademads que el grafito estd determinado por electrones ¢ deslocalizados, los cuales se
encuentran libres para moverse a lo largo del plano basal (direcciones paralelas al plano) pero no
en la direccién perpendicular, debido a la elevada separacién entre planos y ausencia de enlaces
quimicos en la direccién perpendicular al plano y, por lo tanto, las interacciones en esta direccién
son muy débiles (Solis, 2011).

Por lo tanto, se dice que el grafito a nivel de su estructura electrénica es un semimetal, con una
pequena densidad de estados en la parte superior del conjunto de niveles de energia de electrones
a la temperatura de cero absoluto, lo que lo hace un buen conductor eléctrico, gracias a la gran
cantidad de electrones ¢ deslocalizados que existen entre las ldminas (Solis, 2011).

El grafito sobresale con respecto a los demas electrodos evaluados puesto que sobresale por encima
de estos en cuanto a conductividad térmica superior a la de cualquier otro material como el cobre,
posee potente elasticidad y dureza, tiene una resistencia 200 veces superior a la del acero, genera
reacciones quimicas con otras sustancias originando compuestos de propiedades nuevas, es ligero,
flexible, se calienta menos al conducir los electrones y es mas eficiente que el silicio, ya que consume
menos electricidad, a la hora de realizar la misma funcién (Sudrez, 2010).

De igual manera, es muy facil para maquinizar, resistente a los choques térmicos, tiene un coeficiente
bajo de expansion térmica (3 veces mayor que el cobre) que garantiza la estabilidad de la geometria
de electrodo durante el mecanizado con descarga eléctrica, no se funde, se transforma directamente
del estado sélido al estado gaseoso evitando el desgaste, su densidad es 5 veces méas baja que la del
cobre, lo que resulta en electrodos mas ligeros, proporciona una tasa més alta de eliminacion de
metal que el cobre pero con menos desgaste, tiene la caracteristica inica de que el desgaste tiende
a disminuir cuando la corriente aumenta (MERSEN, 2017).
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Conclusién Fase Il

Finalmente, en la Fase II como resultado de su desarrollo en totalidad, es decir, como resultado
de la caracterizacién del tipo de transductor que permita transformar la senal generada por la
reaccion quimica, en una senal eléctrica para poder cuantificar la lactosa, se evaluaron cuatro pares
de electrodos de los cuales se seleccioné el par grafito-grafito, ya que fue el que mejor viabilidad
y compatibilidad tuvo con la metodologia establecida para deteccion selectiva de lactosa, puesto
que su regresion lineal fue la mas cercana a 1 y su respuesta fue directamente proporcional a las
concentraciones de lactosa que fue sometido. Asi mismo, se realizé a los electrodos grafito-grafito su
calibracién y validacién por los lineamientos de control de calidad analiticos y el método estadistico
ANOVA, de los cuales se obtuvieron tablas, graficas y datos estadisticos arrojados por Excel, como
se pudo observar en las respectivas subfases de desarrollo del segundo objetivo.

6.3. Fase lll. Diseno e implementacion del prototipo de
laboratorio de biosensor

El cumplimiento del tercer objetivo especifico tiene seis subfases o tareas que se desarrollaron de
manera ordenada, obteniéndose resultado en las siguientes: 1. Levantamiento de requerimientos
segun la informacién dada por el usuario; 2. Disefio en ingenieria de la estructura del prototipo de
laboratorio; 3. Diseno en ingenieria de la etapa instrumental; 4. Montaje en protoboard y evaluacion
de la etapa de instrumentacién del prototipo de laboratorio de biosensor; 5. Montaje y programacion
del sistema de dosificacién del agente oxidante. Concluyendo con la construccion del prototipo de
laboratorio de biosensor, el montaje y programacién de la etapa instrumental y del sistema de
dosificacion, asi como la evaluacion del funcionamiento de dicha etapa.

6.3.1. Levantamiento de requerimientos

El método QFD fue evaluado de acuerdo a su proceso de desarrollo (explicado a detalle en la seccién
de metodologia 5.3.2), arrojando como resultado la ponderacién de los requerimientos técnicos y
del usuario, como el planteamiento de sus objetivos a cumplir. El desarrollo y los resultados del
método se encuentran en el Anexo B, ya que por la cantidad del contenido presente en el mismo
se requiere ubicarlo en un formato de hoja de mayor tamaio en Excel. Sin embargo, los resultados
obtenidos al final de la ejecuciéon del método fue la ponderaciéon de cada requerimiento técnico y
del usuario, necesarios para ser llevados a objetivos que debian ser cumplidos durante el diseno
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e implementaciéon del prototipo de laboratorio de acuerdo al nivel de importancia dado por la
ponderacién. Por lo tanto, a continuacién se encuentran los requerimientos ordenados de mayor a
menor importancia, separados por punto y coma (;), estos son:

La composicién quimica de los materiales de fabricacion no deben inhibir la reaccién quimica entre
el lactosuero residual y el electrodo combinado y, por ende, en la cantidad de energia eléctrica
liberada y captada por el par de electrodos; el producto debe ser portable puesto que la toma de
la muestra se debe realizar en una zona de la industria lactea inapropiada para proceder a realizar
metodologias rigurosas que requieran de espacio, tiempo (horas o dias) y comodidad, ademds, que
permite a la industria lactea hacer seguimiento de sus vertimientos en diferentes puntos y en un
tiempo de respuesta menor a 8 min; el producto debe ser compacto para impedir el deterioro de
los componentes electronicos presentes en la etapa de instrumentacién por filtraciéon de residuos de
lactosuero o compuestos quimicos en posibles uniones o malos sellamientos de las piezas; el rango de
deteccion de la concentracién de lactosa debe ser entre 0.0073 mol/L (50 mg) y 0.073 mol/L (500
mg); el potencial captado por los electrodos debe ser amplificado del orden de los mV" al orden de
los V', mediante una etapa de amplificacién y acondicionamiento; la etapa de instrumentacién, en
especial la conversion andloga-digital, conexién del circuito electrénico al software y programacién
del mismo para la interaccién con la pantalla de visualizacién de las concentraciones de lactosa debe
tener una plataforma didactica, inalambrica, alimentada por una fuente de voltaje de 5 V', de facil
comprension visual, manipulacién y mantenimiento por un usuario no conocedor de electrénica ni
quimica y sin tener capacitaciones sobre el tema; las etapas de reconocimiento e instrumentacién
deben estar integradas a nivel funcional y estructural, puesto que lo que se requiere es un equipo
unificado; la fuente de alimentacién del biosensor debe ser recargable y con voltajes de 5 V a 12 V;
la pantalla de visualizaciéon debe ir acoplada a la estructura del equipo, debe dar los resultados en
concentraciones de lactosa en mg y dar aviso si se sobre pasa con el limite de concentracién segin
la normativa colombiana (400 mg) y el porcentaje de confiabilidad del prototipo de biosensor dado
por el método estadistico ANOVA debe ser del 95 %.

Todos estos requerimientos se tuvieron en cuenta para calcular los objetivos que se cumplieron
durante el disenio y construccion de la estructura y etapa instrumental del prototipo, asegurando su
calidad, confiabilidad y funcionalidad. Los objetivos determinados y cumplidos fueron los siguientes:

= Construir la estructura del biosensor con un material impermeable y compacto para que no
inhiba el proceso quimico e inhiba de los componentes de la etapa de instrumentacion.

s Disenar un prototipo de laboratorio de biosensor que sea portable, comodo, con una meto-
dologia sencilla y con un tiempo de respuesta menor a 8 min.

= Desarrollar un biosensor con un rango de deteccién de la concentracion de lactosa entre 0.0073
mol/L (50 mg) y 0.073 mol/L (500 mg).
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= Desarrollar un sistema de acondicionamiento de la senal util que lleve del orden de los mV
al orden de los V.

= Desarrollar un sistema de procesamiento de la senal de salida del sistema de acondiciona-
miento mediante la programacién de una placa de desarrollo y un sistema de visualizacién
de la cantidad de lactosa, de manera didéctica.

» Disenar una estructura del biosensor donde las etapas de reconocimiento e instrumentacién
deben estar integradas a nivel funcional y estructural, puesto que lo que se requiere es un
equipo unificado.

= Desarrollar un prototipo de laboratorio de biosensor con un porcentaje de confiabilidad dado
por el método estadistico ANOVA del 95 %.

Llegando asi a concluir que los requerimientos técnicos y del usuario segin orden de importancia se
convirtieron en objetivos o metas alcanzadas para dar cumplimiento con en el diseno del prototipo
de biosensor en su totalidad y satisfacer las necesidades del usuario. Por ello, desde la ingenieria de
disenio se continuo con la elaboracion y seleccion de varias alternativas de solucion para el disenio
de la estructura funcional del prototipo de biosensor y los componentes que lo conforman mediante
matrices de decisién, para luego ser llevados a la ingenieria de detalle como se observa en las
siguientes subfases que conformaron el tercer objetivo especifico.

Luego de haber realizado y analizado el método QFD sobre el disefio que seria ideal y cumpliria con
las necesidades del cliente, se procedié a generar los bosquejos a mano de los disefios conceptuales
que podrian dar solucion a los resultados del método QFD.

6.3.2. Diseiio en ingenieria de la estructura del prototipo de
laboratorio

El diseno en ingenieria de la estructura del prototipo de laboratorio de biosensor se compone de
dos grandes resultados: en primer lugar de un diseno conceptual donde se seleccioné el diseno
de una estructura funcional para el prototipo que cumpliera con los requerimientos en ingenieria
planteados por la informacién dada por el usuario y, en segundo lugar de un disefio detallado a
partir del modelamiento y simulacién en CAD, lo que llevé a la obtencién de unos planos técnicos
y un video en vista explosionada del modelado de la estructura para realizar la construccién final
de un prototipo de laboratorio de biosensor como resultado de la tercera fase metodolégica.
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Diseno conceptual del prototipo de laboratorio

El desarrollo del diseno conceptual consistié en el planteamiento de varios disenios de la estructura
funcional del prototipo de biosensor mediante bosquejos dentro de los cuales se da a conocer a
nivel general las entradas, salidas y proceso interno de la estructura, como se explica en la caja gris
realizada para cada uno; partiendo de la necesidad de cumplir con los objetivos formulados de la
ponderacién dada para los requerimientos por el método QFD y del montaje inicial de la estructura
del electrodo combinado, nombrada en la seccién de la metodologia 5.3.1 (Dieter & Linda, 2013).

Por lo cual, se disenaron siete disenos conceptuales que daban cumplimiento a la mayoria de los
requerimientos técnicos y del cliente; teniendo presente que a medida que se iba realizando el
bosquejo y caja gris de un nuevo diseno conceptual, se tenia en cuenta que este cumpliera con la
mayor cantidad de requerimientos dados por el método QFD y que el diseno fuera acorde con el
alcance del objetivo general y los objetivos especificos del proyecto de grado, asi como también, que
el tiempo de construccién estuviera dentro de la duracién del semestre académico como estipula la
facultad.

Por otro lado, previamente a la presentacion de los resultados obtenidos, cabe mencionar que todos
los disenos propuestos parten de un estructura de forma geométrica rectangular, ya que con esta
se pretende: facilitar el agarre del producto por parte del usuario, que sea acorde a la estructura
del circuito electrénico como al sistema de dosificacién del agente oxidante, proporcione una base
lisa y firme para poder realizar las mediciones y no correr el riesgo de que los agentes quimicos
como la muestra de estudio se puedan regar, tener un recipiente de deposicién de la muestra de
lactosuero que se acople a la estructura del prototipo para su correcta medicion y brinde seguridad
al usuario y, permitir una facil armada y desarmada de la estructura por tener un sistema sencillo
de aseguramiento de sus piezas ya que lo facilita este tipo de geometria (Dieter & Linda, 2013).

Y es asi como se llega a obtener los siguientes disenios conceptuales, enumerados en orden de

creacion:
Disenio 1

El diseno 1 consta de una estructura fija tipo maletin con dos secciones separas, la primera de
ellas contiene la etapa de instrumentacién integrada con una pantalla LCD para la visualizacién
del valor de lactosa, conectada mediante un cable coaxial a la segunda seccién que contiene la
etapa de reconocimiento donde se encuentran el electrodo combinado, la medicién se hace por
fuera del dispositivo sacando la etapa de reconocimiento del maletin y depositandolos en un vaso
de precipitado con la muestra de lactosuero a analizar.
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Este diseno cumple con el requerimiento de ser compacto, portable, este ademas no inhibe la
reaccion quimica del lactosuero y con el electrodo de combinado, su tamano es moderado, su
electrodo se mantiene en todo momento seguro dentro del bolsillo del maletin a excepcién de cuando
es extraido para realizar la medicién, tiene un tiempo de respuesta acorde, su mantenimiento es
facil, debido a que se pude revisar cada etapa con la tranquilidad de no danar ningin componente,
con la unica falencia en la automatizacion del dispositivo y en la interaccién con el usuario debido
a que no contiene un menu de opciones (interfaz) que permita al usuario interactuar con él, ademds
que todo el proceso de manipulacién de los agentes quimicos debe ser manual por parte de del
usuario, teniendo que cambiarlos y prepararlos para cada medicién.

Cuantificacion

Lactosuero de lactosa

hidrolizado r
—

Electrodo Electrodo Etapa Lactosuera
referencia indicador instrumentacion hidrolizado
. ) L.
Disolucion - .
Disolucidn
Permanganato
Permanganato

Figura 6-50.: Disenio 1. Caja gris. Fuente: Autor.
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Figura 6-51.: Diseno 1. Diseno conceptual. Fuente: Autor.
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Diseno 2

Cuantificacién
Transductor de lactosa
por serigrafia

Lactosuero
hidrolizado

Enzima
inmaovilizada

Figura 6-52.: Diseno 2. Caja gris. Fuente: Autor.
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Figura 6-53.: Disenio 2. Diseno conceptual. Fuente: Autor.

El disenio 2 consta de una estructura similar a una USB, donde la etapa de reconocimiento va
integrada con la etapa de instrumentacion por medio de la inmovilizacién de enzimas como de la
aplicacién de la electrénica a escalas pequenas. En la superficie de esta estructura se dispone de un
orificio donde se depositan las gotas de lactosuero y se registra el valor de lactosa en el dispositivo
para posteriormente ser conectado a un computador y poder visualizar los datos obtenidos. Este
biosensor es similar a un glucémetro, con la diferencia que este usa materiales de alto impacto
ambiental por lo cual debe ser desechado, ademés que no se puede hacer un mantenimiento ya que
las fases estan integradas y se danan al entrar en contacto con cualquier liquido de limpieza o agua.
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Este prototipo cumple con los requerimientos de ser compacto, evitar la inhibicién de la reaccién
quimica del lactosuero y el electrodo, es portable gracias a su tamano reducido lo que permite
llevarlo de manera comoda y utilizarlo cuando se requiera de urgencia, ya sea en un bolsillo o en
la mano, su diseno permite guardarlo en un lugar seguro, este diseno es muy llamativo a excepcién
de que se requiere del uso de un dispositivo electronico para visualizar cada medicion, tiene un
tiempo de respuesta éptimo, carece de automatizacién ya que solo se usa una vez el dispositivo,
y la interaccién con el usuario es nula ya que en ningin momento éste puede reutilizarlo y tener

interaccion con el dispositivo.
Disenio 3

El diseno 3 consta de dos estructuras, la primera es un recipiente rectangular con tapa o etapa de
reconocimiento, compuesto por dos laminas de grafito como los electrodos y una lamina de vidrio
poroso que separa la estructura en dos como un puente salino; esta estructura en sus laterales cuen-
ta con orificios para el llenado con las soluciones requeridas como lo son: la muestra de lactosuero
con acido clorhidrico por el lado izquierdo (electrodo indicador) y la solucién de permanganato de
potasio en el lado derecho (electrodo de referencia). La tapa de este recipiente permite el acopla-
miento de los electrodos como del puente salino a esta facilitando su mantenimiento y limpieza, ya
que se tiene contacto directo con sus componentes.

La segunda estructura es una caja a donde llegan los cables provenientes de los electrodos de la
primera estructura, estos cables estdn conectados a las dos laminas de grafito y al puente salino.
En esta estructura se encuentra la etapa de instrumentacién del biosensor, ademas que cuenta con
un cable de conexién USB al computador para poder visualizar el valor de lactosa cuantificado.

El diseno no es compacto ya que esta compuesto por dos estructuras, ademdas en este caso hay
el riesgo que los materiales inhiban la reaccién debido a posibles filtraciones entre las laminas,
también se limita su funcién de ser portable ya que consta de dos partes que no se acoplan en una
sola por esta razon el diseno tampoco es simple, el dispositivo permite que el electrodo combinado
este seguro en todo momento, el tiempo de respuesta es el adecuado, ya que este depende del
grosor y caracteristicas de las laminas, finalizando con una interaccién y automatizacién reducida
debido a que no es inaldmbrico porque se tiene que llevar al computador la informacién para poder
ser visualizada, ademas que el usuario siempre tiene que llenar el dispositivo con las soluciones
requeridas para cada medicién con una jeringa de manera manual.
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Cuantificacion
de lactosa

Lactosuero
hidrolizado

. — Lactasuera
Disolucion hidrolizado

Permanganato

Electrodo Membrana Electrodo Etapa Conexion
referencia porosa indicador instrumentacion USE-PC

Disolucion
Permanganato

Figura 6-54.: Diseno 3. Caja gris. Fuente: Autor.
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Figura 6-55.: Disenio 3. Diseno conceptual. Fuente: Autor.

Diseno 4

El diseno 4 cuenta con dos recipientes cuadrados unidos por un cilindro de vidrio en cuyo interior
se tiene una solucién gelatinosa como puente salino para permitir la interaccién de iones dentro de
la reaccion quimica de esta etapa de reconocimiento, cada recipiente cuenta con un electrodo de
grafito acoplado a una tapa por donde se colocan las soluciones a usar (muestra de lactosuero con
acido clorhidrico y permanganato de potasio). Ademds de estos dos recipientes unidos, se hace el
uso de una caja que contiene toda la etapa de instrumentacion, es decir, en su interior cuanta con
el circuito electrénico y en su exterior con una pantalla LCD y dos potenciémetros como regulador
de luz de la pantalla y seleccionador del ment, a esta caja van conectados los electrodos mediante
cable coaxial generando el registro del valor de lactosa medido en el lactosuero.
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El producto con estas caracteristicas es medianamente compacto y portable, ya que estd dividido
en dos piezas de un tamano considerable, este cumple con la funcién de no inhibir la reaccién entre
el lactosuero y los electrodos debido a que cada electrodo esta debidamente separado. El arreglo de
dos cajas unidas dificulta el mantenimiento debido a que tienden a ser fragiles y romperse al tener
un contacto frecuente, el disefio permite ademéds de ser un poco llamativo proteger los electrodos
del ambiente y de que sufran rupturas por contacto, impacto o caidas. Al realizarse la reaccién
por el puente salino el tiempo de respuesta es mucho mayor; para finalizar con una interaccién de
componentes medianamente aceptable, un proceso de automatizacién nulo ya que en cada medicién
es necesario que el usuario llene el recipiente con las soluciones, la interaccién es aceptable puesto
que el equipo cuenta con un menu manejado a partir de un potenciémetro y visualizado por una
pantalla LCD.

Lactosuera Cuantificacion
hidrolizado de lactosa

Disolucion

. Lactaosuera

referencia indicador instrumentacion - .

Valor con. Disalucion
Permanganato Permanganato

Electralito gelifica

Figura 6-56.: Diseno 4. Caja gris. Fuente: Autor.

T
W

Figura 6-57.: Disefio 4. Diseno conceptual. Fuente: Autor.
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Diseno 5

Lactosuera Cuantificacion
hidrolizado de lactosa

Disolucion Electrodo Electrodo Etapa Lactosuero
Permanganato referencia indicador instrumentacién hidrolizado

Valor con. P
isolucion
Permanganato

Permanganato

Figura 6-58.: Diseno 5. Caja gris. Fuente: Autor.
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Figura 6-59.: Disenio 5. Diseno conceptual. Fuente: Autor.

El diseno 5 esta conformado por una estructura rectangular integra y sencilla, esta estructura
esta dividida en dos compartimientos. El primer compartimiento hace referencia a la etapa de
reconocimiento biolégico, donde se encuentra seccionada en dos partes iguales, una para la ubicacién
de cada electrodo de grafito (electrodo de referencia, electrodo indicador) y en una tercera parte de
manera horizontal inferior donde se es colocado el lactosuero a estudiar. Para el caso del electrodo
de referencia la pared lateral tiene dos orificios para permitir el llenado y extraccién de la solucién
del agente oxidante de manera manual por medio de una jeringa.

El segundo compartimiento es la etapa de instrumentacion, en la cual se tiene el circuito electrénico,
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pantalla LCD y teclado. Esta etapa esta conectada con la primera por medio de dos cables que
atraviesan la pared del medio por unos agujeros, con la finalidad de unir la senal captada por el
electrodo combinado y llevarla a una senal eléctrica y visual para el usuario en términos de mg.

Este diseno se encuentra calificado con respecto a los demés disenos en un término medio, porque
satisface los requerimientos en cuanto a facilidad del mantenimiento y calibracién, ubicacién segura
del electrodo combinado, diseno llamativo del producto hacia el usuario y un tiempo de respuesta
menor a 8 min y presenta inconvenientes al momento de decir que es una estructura automatizable
con respecto a la no manipulacién del agente oxidante por parte del usuario.

Diseno 6
Lactasuera Cuantificacion
hidrolizado de lactosa
Permanganato Dosificacidn Agitacion Electrodos Etapa Lactosuero
automatizada disolucion combinados instrumentacion hidrolizado
Valor con. Disolucion
Permanganato

Permanganato

Figura 6-60.: Diseno 6. Caja gris. Fuente: Autor.
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Figura 6-61.: Diseno 6. Diseno conceptual. Fuente: Autor.
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El disefio 6 es similar al diseno 5, porque es una estructura rectangular integra que cuenta con
un compartimiento para cada etapa del biosensor, pero con la diferencia de que en este caso la
etapa de reconocimiento cuenta con un sistema de dosificacién del agua y permanganato de potasio
concentrado al electrodo de referencia, en donde se encuentra un motor encargado de realizar la
agitacion de este para obtener una solucién del agente quimico de manera homogénea, el resto de
la descripcién de esta etapa es la composicion del electrodo combinado por dos recipientes en vidrio
ubicados en una pieza rectangular con dos orificios para su deposicion, cada recipiente contiene el
electrodo de grafito, el cual sobresale de este para poder tener contacto con la muestra de lactosuero
hidrolizada previamente de manera manual por el usuario, que es colocada y acondicionada a esta
etapa por medio de un recipiente removible. Cabe aclarar que la solucién del agente oxidante
Unicamente es usada una vez por medicién y debe ser desechada.

La etapa de instrumentacion, cuenta con un circuito electrénico, una pantalla LCD y un teclado
como medio de interacciéon del usuario con el biosensor, por medio de la programacién de estos
componentes. En donde el usuario puede interactuar y decidir la funciéon que desea que realice el
equipo, ya sea dosificar o la lectura de lactosa en la muestra.

Los requerimientos que satisface este diseno son: un producto inalambrico y portable, puesto que no
requiere de un equipo electronico de més para la lectura del resultado o su fuente de alimentacién,
un lugar adecuado para ubicar el electrodo combinado, ya que se encuentra dentro de la misma
estructura y sus extremos que sobresalen son protegidos por el recipiente removible a esta y un
diseno llamativo al usuario. Sin embargo sus dos requerimientos no alcanzados son: el tamafno y
simplicidad del producto, como el tiempo de respuesta, esto se debe a que el sistema de dosificacién
exige complejidad y lleva un tiempo de més al ser un sistema que requiere de la respuesta de dos
jeringas y de la agitacion de la reaccién por parte de un motor hasta que esta se vea totalmente
homogénea.

Diseno 7

Cuantificacion
Lactosuero de lactosa
) . —
hidrolizado ’
Dosificacion Electrodos Etapa Lactosuero
. — automatizada combinados instrumentacion hidrolizado
Disolucidn - -
Permanganato Disolucian
Permanganato

Figura 6-62.: Diseno 7. Caja gris. Fuente: Autor.
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Figura 6-63.: Diseno 7. Disenio conceptual, cara externa. Fuente: Autor.
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Figura 6-64.: Diseno 7. Diseno conceptual, cara interna. Fuente: Autor.
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En el diseno 7 vemos un prototipo compuesto por una estructura integra donde el recipiente que
contiene la lactosa es removible, se hace la separacién de cada parte del biosensor por paredes
que permiten tener la etapa de reconocimiento biolégico, etapa de instrumentacién y de fuente de
alimentacién separadas, lo que hace que cada una trabaje tanto individualmente como en conjunto
optimizando el funcionamiento del prototipo de laboratorio de biosensor, ademas este diseno cuenta
con una etapa de dosificacién automatica del agente oxidante permanganato de potasio activada
cada vez que se realice una medicién donde se deposita esta solucion al electrodo de referencia,
el dispositivo cuenta con un soporte para los tubos que también es removible en caso de decidir
limpiarlo o reemplazar algin componente del electrodo combinado por otro.

La etapa de instrumentacion cuenta con una pantalla LCD, y un potenciémetro rotatorio que
permite la interaccion del usuario con el biosensor mediante un meni de seleccién de algunas
actividades como: dosificacién y lectura de la lactosa presente en el lactosuero.

Los requerimientos cumplidos con este disefio son: el producto es compacto lo que permite evitar
el deterioro de las piezas y componentes que lo conforman, en este caso los materiales en ningin
momento inhiben la reaccién desarrollada en cada medicién, este diseno al tener una sola estructura
integra y tener una fuente de voltaje inalambrica es portable y de facil manejo, el prototipo cuenta
con tapas removibles por medio de tornillos lo que facilita su mantenimiento y limpieza ademas
de mantener a cada instante los electrodos seguros de rupturas. El diseno del este biosensor lo
hace llamativo ya que ofrece una respuesta rapida, una facil integracién de los componentes y es
amigable con el usuario brindando una experiencia cémoda y satisfactoria con el servicio que le
ofrece.

Cabe mencionar, que este disefio es més eficiente con respecto al diseno 6, ya que su tiempo de
respuesta se encuentra dentro de los 8 min deseados, porque cuenta con el sistema de dosificacién
el sistema de visualizacion e interaccion con el usuario y, el sistema de alimentacién inalambrico,
todos ellos de manera sintetizada, compacta y especifica a la satisfaccion de la necesidad del usuario,
sin tener que extenderse a sistemas complejos que no son necesarios para este tipo de biosensor y
mucho menos aptos para el usuario al que va dirigido.

Luego de la ejecucién de los bosquejos y cajas grises de cada diseno planteado, posteriormente,
en una matriz de decisién se seleccioné el diseno de la estructura funcional que fue llevado a la
ingenieria de detalle. Esta matriz se fundamentd en la evaluacién de cada disefio con respecto al
cumplimiento de los objetivos calculados a partir de la importancia de los requerimientos técnicos
y del cliente dados por el método de calidad QFD (Tabla 6-23). En la tabla 6-23 se observa
la matriz de decision realizada para evaluar cada disefio conceptual propuesto con respecto a los
requerimientos de mayor ponderacion y orden de importancia por cumplir, donde el peso total con
mayor sumatoria es el que definié qué diseno sera llevado a construccién (Dieter & Linda, 2013).
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Tabla 6-23.: Matriz de ponderacion para la seleccién del diseno conceptual que mejor
cumpla con los requerimientos estipulados por el método QFD. Fuente:

Autor.
Requerimientos Peso relativo (RC | D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7
/ RF)
El producto debe ser compacto | 6.2 /0 5 4 2 2 3 4 )

para impedir el deterioro de los
componentes electronicos

Los materiales no deben inhibir | 6.2 / 0 5 3 2 2 3 4 5
la reaccion entre el lactosuero y

el electrodo

El producto debe ser portable 6.2/0 5 5 3 3 3 5 5
Menor tamafio y simplicidad del | 0 / 5.5 4 ) 2 2 3 1 4
producto

La estructura del prototipo debe | 6.2 / 0 5 1 5 3 4 4 5

facilitar el mantenimiento y cali-
bracién de cada etapa

El electrodo combinado debe | 6.2 /0 5 3 4 3 4 5 5
guardarse en un lugar seguro, pa-

ra prevenir roturas o riegos

El disefio del producto debe ser | 5.6 / 7.0 4 5 3 3 4 5 5
llamativo para el usuario
Tiempo de respuesta de reaccién | 0 / 5.5 4 5 3 3 4 2 5

quimica, componentes electréni-
cos y programacién menor a 8

min

Integracién y automatizacién de | 6.2 / 0 2 4 2 2 3 4 5
la etapa de reconocimiento e ins-

trumentacion

Peso Total 39 |1 35|26 | 23| 31| 34 | 44

Siendo asi, en la Tabla 6-23 se tomaron nueve requerimientos de los cuales todos excepto uno son
cumplidos por el diseno siete que fue el escogido con puntuaciéon mayor a los demés disenos, el dnico
requerimiento no cumplido del todo es el de menor tamano y simplicidad del producto, ya que en
este caso lo pasa el diseno dos, pero cabe decir que el diseno dos una vez es realizado su bosquejo es
desclasificado, ya que su método de construccién requiere de laboratorios e implementos que estan
por fuera del alcance del proyecto de grado, lo que sigue haciendo ver al disenio siete como el mejor.



164 6 Resultados y Discusion

Por otro lado, los disenos tres y cuatro obtuvieron una puntuaciéon de 26 y 23 debido a que son
disenos basados en la funcionalidad de una pila galvanica tradicional con puente salino y por ende
con materiales delicados y poco confiables, asi como su manera de transporte e integracién de las
etapas en una sola estructura no lo cumplen con lo requerido. Mientras que, los disenos cinco y
seis obtuvieron mayor puntuacion que el diseno tres y cuatro puesto que estos si tienen las etapas
integradas pero sus sistemas de mantenimiento, calibracién y automatizacion no son confiables o
no cuentan con esto por tener gran parte de la etapa de reconocimiento manual y de practica por
el usuario; el disefio seis cuenta con sistema de dosificacién automatico del cofactor y del agua para
preparar la solucion de este dentro del tubo del electrodo de referencia, sin embargo su sistema
es més complejo para el usuario por temas de mantenimiento, portabilidad, tamafio, agitacién
constante de la soluciéon y que no se veia en la necesidad de hacerlo ya que la solucién a preparar
dentro del tubo es minima y el reactivo concentrado no puede estar en estado de almacenamiento
por mucho tiempo dentro de una estructura cerrada, segtin condiciones de seguridad.

El diseno siete, cuenta con la integracion de las etapas de reconocimiento e instrumentacion, con un
sistema de dosificacién de la solucién del permanganato de potasio (preparada en menor cantidad,
mas sencilla, facil de mantenimiento y calibracién por parte del usuario) al electrodo de referencia
y reduccién del tiempo de respuesta por el equipo en general menor a 8 min, dando una puntuacién
final de 44 y siendo el seleccionado.

En la Figura 6-63 se ve el diseno conceptual seleccionado en vistas: frontal, lateral, superior y
posterior, donde la vista frontal es la cara de la etapa de reconocimiento dividida en dos secciones:
superior-ubicacién de los electrodos y sistema de dosificacién e inferior-recipiente que contiene 20
mL de la muestra de lactosuero residual ya hidrolizado por el agente acido clorhidrico mediante
una dosificacién manual. El recipiente es observado en vistas lateral y superior con su respectivo
sistema de aseguramiento. Y en la vista posterior, se observa la etapa de instrumentacién también
seccionada en dos partes: superior-ubicacién de la fuente de alimentacién inaldmbrica e inferior-
acoplamiento del circuito electrénico impreso con su respectiva pantalla LCD 16x2 y potencidometro
como seleccionador del mend.

Y en la Figura 6-64 se visualiza la estructura interna del diseno conceptual seleccionado, es decir,
las mismas vistas de la anterior figura, pero sin las tapas que protegen del exterior todo el sistema
de funcionamiento del prototipo de biosensor. Motivo por el cual, se parte de la vista superior,
con dos cortes: en primer lugar, el corte A-A1l donde se ve la etapa de reconocimiento conformada
por el electrodo combinado y el sistema de dosificacion automatico de la solucion del cofactor
permanganato de potasio; y en segundo lugar el corte B-B1 donde se observa la seccién de la fuente
de alimentacion inalambrica y la seccién del circuito electrénico impreso. De igual manera, cada
uno de los bosquejos y vistas del mismo cuentan con la explicacién de sus componentes y materiales
que inicialmente se plantearon como solucién complementaria al disefio conceptual y con los cuales
se partié a realizar las matrices de ponderacion de sus elementos.
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Por otro lado, la Figura 6-62 es la caja gris del disefio seleccionado para llevarlo al detalle, donde se
visualiza el sistema de una caja gris cuya entrada son la muestra de lactosuero residual previamente
hidrolizado por la concentracién estequiométrica de acido clorhidrico (127.95 mg) y la solucién del
agente oxidante permanganato de potasio (554.67 mg), para que dentro de la estructura se inicie
el proceso de dosificacion automatica de 1 mL de la solucién del cofactor mediante un sistema de
deslizamiento del émbolo de una jeringa de 5 mL en un pinén de un motor paso a paso programado
al tubo de vidrio del electrodo de referencia.

Luego el electrodo combinado entra en contacto con la reaccién quimica de la muestra de lactosuero
residual hasta que se estabiliza el proceso de cuantificacién de lactosa; la diferencia de potencial
es captada por los electrodos y llevada mediante cable coaxial de la etapa de reconocimiento a la
etapa de instrumentacién donde se encuentra un circuito amplificador que consta de un amplificador
operacional y un acoplamiento de la senal por una placa de desarrollo de Arduino en plataforma
Nano programada y alimentada inalambricamente para expresar el resultado en una pantalla LCD
16x2 ; resultado de la cuantificacién de la lactosa considerado como salida, junto con el residuo de
la dosificacion de la solucion del cofactor en el electrodo de referencia y la muestra de lactosuero
residual ya evaluada. El equipo es limpiado y acoplado para ser puesto en marcha con una siguiente
muestra de lactosuero.

Después de seleccionado el disefio conceptual con su respectiva caja gris que explica cémo esta
seccionado la estructura del biosensor y como es el funcionamiento de cada seccién y en conjunto,
se realizo la busqueda de tres posibles alternativas para cada componente que permitieran el cum-
plimiento de los requerimientos técnicos, funcionales y de calidad, ademéds del funcionamiento de las
etapas del biosensor, las cuales se evaluaron mediante una matriz de decisién, donde la alternativa
de solucién con mayor calificacién fue la escogida (Dieter & Linda, 2013).

Diseino detallado del prototipo de laboratorio

Los resultados para el diseno detallado del prototipo de laboratorio de biosensor parte del mode-
lado, la simulacién y los planos técnicos del diseno conceptual seleccionado teniendo en cuenta las
dimensiones y distribucién de los componentes seleccionados por matrices de decisiéon (Los resulta-
dos de la seleccion de los componentes hace parte de la metodologia Fase III, disefio detallado del
prototipo de laboratorio); y la construccién de este disefio presente en CAD a impresién 3D.

Construccién del diseno escogido en el software SolidWorks 2018

El bosquejo del diseno de la estructura del prototipo de laboratorio seleccionado en el diseno
conceptual fue llevado a detalle en la presente subfase, para lo cual el bosquejo fue modelado y
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simulado en el software SolidWorks 2018 para Windows, teniendo en cuenta las dimensiones de
cada pieza, el espacio de ubicaciéon de cada componente y los sistemas de aseguramiento de las
piezas a la estructura de partida.

Para ello se plasmé el bosquejo en el CAD con ayuda de las herramientas que este ofrece y de
acuerdo a las mediciones dadas inicialmente por el diseno conceptual, sin embargo, para asegurar
dichas medidas y los sistemas de aseguramiento, se decide realizar el primer modelo en madera
MDF, para lo que se utilizo6 MDF de 10 mm y de 5 mm, ademas, de puntillas de 1”sin cabeza y
tornillos de 1/2 ¢abeza plana estrella. De igual forma,a la estructura inicial construida en MDF del
prototipo de biosensor se iba acondicionando los componentes de las etapas de reconocimiento e
instrumentacién, con el objetivo de mirar el espacio y lugar adecuado de la ubicacién de estos.

(a) Etapa de reconoci- (b) Etapa de instru-
miento con recipiente mentacion, visualiza-
de la muestra de lacto- cién interna.

suero.

Figura 6-65.: Construccién en madera MDF del modelado inicial del disefio. Fuente: Autor.

Durante la construccién del modelo inicial del prototipo de biosensor se realizaron cambios en las
mediciones en cuanto a lo largo y ancho, porque anteriormente tenfa unos limites dimensionales por
encima de lo debido, perdiendo espacio y material. Asi mismo, se realizaron cambios en el sistema
de acoplamiento del recipiente de la muestra y de la ubicacién de la fuente de alimentacién.

La etapa de reconocimiento cuenta con un electrodo combinado grafito-grafito (permanece vigente
el diseno inicial tomado de la bisqueda bibliografica) (Figura (a) 6-65), un sistema de dosificacién
automatico por medio del movimiento programado del pinén del motor paso a paso y del émbolo de
una jeringa con 5 mL de la solucion del cofactor al electrodo de referencia y un recipiente donde se
agrega la muestra de lactosuero a evaluar con un sistema de aseguramiento a presiéon mediante unas
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pestanas verticales que encajan del recipiente a la estructura de partida o esqueleto del prototipo
de biosensor (Figura (a) 6-65).

La etapa de instrumentacién esta dividida en dos secciones, la parte de la fuente de alimentacién
y la de la instalacién del motor paso a paso al circuito electrénico impreso (Figura (b) 6-65).

(a) Etapa de re- (b) Etapa de instru-
conocimiento, mentaciéon, visualiza-
visualizacién externa. cién externa.

Figura 6-66.: Diseno detallado en SolidWorks 2018 para Windows. Fuente: Autor.

&
&
(a) Etapa de reconocimiento, vi- (b) Etapa de instrumentacién, visuali-
sualizacién interna. zacién interna.

Figura 6-67.: Diseno detallado en SolidWorks 2018 para Windows. Fuente: Autor.
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Este modelo en madera MDF llevo a realizar cambios en el modelo del disefio detallado en el
software SolidWorks 2018, dando mayor seguridad de que la impresién 3D serd la mejor y de que
no habran cambios y mediciones erréneas en cuanto al desperdicio de material y acoplamiento de
los componentes, quedando el diseno detallado definitivo del prototipo de laboratorio de biosensor
para su parte exterior e interior (Figura 6-66) (Figura 6-67).

Para su mejor visualizacién se anex6 el video (Ver Anexo G) del ensamble y desensamble del
prototipo de laboratorio de biosensor, para verificar que todas sus piezas estuvieran posicionadas
correctamente a la estructura de partida y que sus sistemas de aseguramiento fueran los adecuados,
por lo que luego de realizada la simulacién y extraidos los planos técnicos de cada una de las piezas
del prototipo de laboratorio realizadas en SolidWorks. En la Figura 6-68 se observa uno de los
planos técnicos obtenidos, mostrado como comprobante de este resultado, los demas planos pueden
ser visualizados en el Anexo F.

Una vez finalizado todo el proceso de disenio detallado se decidié llevar a impresién 3D la estructura
del biosensor, estos resultados de construccién se explicardn a continuacion.

I I
.
| |E N° DE N° DE I _
g 1 [ | EEvedo e CANTDAD =~ MATERIAL
23 Recipiente 1 Plastico PLA
Removible
1 ] Fecha | Autor:
! ! | 15/04/20 Jufieth Carolina Montes EL BOSQUE

(- Recipiente
Removible

Escala Unidad  N°Plano Mombre Proyecto

1:1 mm 8 Desarrolic protofino biosensor

Figura 6-68.: Plano técnico, recipiente removible. Disenio detallado en SolidWorks 2018.
Fuente: Autor.

Construccion del prototipo de laboratorio de biosensor

La impresién 3D de la estructura del prototipo del biosensor consté de 9 piezas en total: 1 estructura
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de partida, 1 recipiente de la muestra, 3 divisiones (base electrodos, base divisién de la seccién de la
fuente de alimentacién y base de la etapa de instrumentacién), 3 tapas (etapa de reconocimiento,
circuito electrénico impreso y fuente de alimentacién) y abrazadera que acopla la jeringa a la
estructura de partida.

La impresién salié exitosa, sus piezas y sistemas de acoplamiento cumplieron con las mediciones y
funciones requeridas al momento de seleccionarlos en las matrices de decisién del Anexo E, por lo
que se acondicionaron a cada una de las etapas de la estructura final del prototipo de biosensor,
para dar continuacién con el desarrollo y finalizacién de la etapa instrumental.

(a) Etapa de reconoci- (b) Etapa de instru-
miento, visualizacién in- mentacién, visualiza-
terna. cién externa.

Figura 6-69.: Prototipo de laboratorio. Diseno detallado construido por impresién 3D.
Fuente: Autor.

6.3.3. Diseiio en ingenieria de la etapa instrumental

El disefio en ingenieria de la etapa de instrumentacion se fundamenté en dos grandes partes, la
primera fue el acondicionamiento de la senal donde el resultado es la simulacién en el software
Proteus y el montaje del sistema de amplificacién completo en protoboard y, la segunda fue el
procesamiento de la senal que arrojé como resultado el diagrama de flujo de un pseudo-cédigo donde
se da a entender el paso a paso de como se realizé la programacion del sistema de amplificacién
para la adquisicion de la senal y su conversion o regresion lineal en términos de unidades métricas.
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Acondicionamiento de la senal util

En primer lugar se realizé la seleccién y acoplamiento de cada uno de los componentes electréni-
cos mediante una matriz de decisién y Proteus Professional 8. La seleccién de los componentes
electronicos se realizé bajo el método de la matriz de decision, en donde se evalud tres alternativas
de solucion con una calificacion de 1 a 5 si cumplia 0 no con los requerimientos en ingenieria dados
en el anteproyecto. Siendo asi como se seleccioné en el siguiente orden los componentes: amplifica-
dor operacional LM741, bateria de 9 V', potenciémetro rotatorio, placa de desarrollo Arduino Nano,
sistema de visualizacién por pantalla LCD 16x2 y placa de montaje en protoboard. En el Anexo
E se encuentra al detalle cada una de las matrices de decisién con sus respectivas alternativas de
solucién y requerimientos a cumplir, como también en el disefio en ingenieria de la Fase III de la
metodologia.

En segundo lugar, se realiz6 la simulacién del montaje del sistema de amplificacién en Proteus,
donde se iba colocando cada uno de estos componentes a medida que se iban seleccionando segin
el orden de importancia a nivel funcional; para finalmente tener la simulacién completa.
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Figura 6-70.: Montaje etapa de instrumentacion completa del prototipo de laboratorio de
biosensor final en el software Proteus 8 Professional, formato ISIS. Fuente:
Autor.
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Al momento de seleccionar el sistema de amplificacién en primera instancia se idealizé un ampli-
ficador operacional inversor, el cual no funcioné porque trabaja con la amplificacién de senales
senoidales y al momento de medir la entrada y salida del circuito con multimetro, estos datos
no eran concordes con los obtenidos en la pantalla de andlisis, teniendo presente que los datos
de importancia eran los dados por el multimetro, en donde no se evidenciaba ningin cambio de
unidades. Por lo tanto, se seleccion6 el amplificador operacional no inversor, puesto que el tema
de las ganancias y valores de resistencias a utilizar es similar pero con la diferencia de que dicha
senal no se va a encontrar invertida ni desfasada al momento de ser amplificada, al igual que sus
potenciales de entrada y salida medidos para los valores del rango de estudio por el multimetro son
proporcionales a los célculos realizados y lo visualizado por la pantalla de analisis.

Todo lo anterior, posiblemente se debe a que la senal que se desea acondicionar previamente ha
sido caracterizada y linealizada de manera préactica en laboratorio de acuerdo a relaciones este-
quiométricas, por lo que lo Unico que se requiere es que la senal sea amplificada en términos de
unidades pero que permanezca igual en términos de linealizacion, para mejorar la filtracion de ruido
y hacerla méas lineal al momento de programarla. Es por ello que la sefial debe ingresar igual al
amplificador sin verse interferida por corrientes externas y ser tratada para operar con su ganancia.

El sistema de amplificacion fue un amplificador operacional no inversor con una ganancia de 10 y
sus potenciales amplifican del orden de los mV a los V. Por otro lado, sus resistencias adecuadas
eran de 1 y 9 K, pero esta iltima al no ser comercial fue sustituida por dos resistencias en serie
de 2.2 KQ y 6.8 K2, varando el resultado de salida en unidades decimales.

La simulacién fue terminada y corroborada de acuerdo a los valores medidos con multimetro, luego
fue llevada a protoboard teniendo como guia dicha simulacién y teniendo la certeza de que el circuito
se encuentra correctamente conectado.

El montaje realizado en fisico tuvo que ser montado en protoboard, cuando lo esperado era en
una placa para circuito impreso PCB, como lo senalaba la matriz de decisién (Ver Anexo E).
Sin embargo, por percances presentados en cuanto a la adquisicion del material para impresién
del circuito, se opté por la segunda alternativa de solucién con mayor ponderacién, siendo la
protoboard la que se selecciond. Y por ser la segunda alternativa, cuenta con algunas desventajas
como: conexién inestable e insegura de los componentes, fallas continuas en la visualizacién del
resultado e interaccién del operario con la interfaz, presentaciéon poco ordenada (cableado de més,
confuso y poco ordenado). instrumental.
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(a) Etapa de instrumentacién sola. (b) Acoplado a la etapa de
instrumentacién del prototi-
po de laboratorio final

Figura 6-71.: Montaje en protoboard del sistema de amplificacién de la senal 1til. Fuente:
Autor.

Razén por la cual, a continuacién se planteé el diseno del sistema de amplificacién pero en circuito
impreso en PCB, realizado en formato ARES mediante el software Proteus, para posteriormente

su impresién y acoplamiento.
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(a) PCB en Proteus 8, formato ARES. (b) PCB lista para ser llevada a impresién.

a

Figura 6-72.: Montaje etapa de instrumentacién completa en el software Proteus 8 Profes-
sional, formato ARES. Fuente: Autor.
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Procesamiento de la senal util

Una vez se selecciond, simulé y monté en protoboard el sistema de amplificacién, se realizo la
programacién en el software de Arduino para procesar la senal proveniente del circuito electrénico
en términos de potencial V' a mg de lactosa y, asi mismo, permitir al usuario interactuar con el
biosensor mediante una interfaz presentada en un sistema de visualizacién-pantalla LCD 16x2. Por
ende, se cred el cédigo en Arduino realizando de manera general: inicializacién de variables, llamado
de librerias, inicializaciones de pines, lectura, mapeo, funcién condicional switch y dentro de cada
caso las respectivas funciones que realizara el meni (mensaje de bienvenida, dosificacién y lectura).

Este cédigo es convertido en formato .HEX y llevado a simulacién en el software Proteus, con el
objetivo de verificar que el circuito electrénico como el cédigo programado en Arduino ejecutaran
las funciones deseadas y al llevarlos a la protoboard tuvieran un funcionamiento vélido.

En las Figuras 6-73 y 6-74 se puede comprobar el correcto funcionamiento del circuito electrénico
como de la programacién al momento de integrar lo que se consideré como la etapa de instrumen-
tacién del prototipo de laboratorio.
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Figura 6-73.: Simulacién de la visualizacién del menu para interaccién del biosensor con el
usuario, software Proteus Professional 2018, formato ISIS. Fuente: Autor.
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(a) Mensaje de Bienvenida. (b) Mensaje de lectura de lactosa.

Figura 6-74.: Visualizacién del ment para interacciéon del biosensor con el usuario. Montaje
en Protoboard de la etapa de instrumentacion. Fuente: Autor.

En las Figuras 6-73 y (a) 6-74 se puede observar el funcionamiento del sistema de amplificacién
junto con la programacién en el software de Arduino del mentu que es visualizado en la pantalla
LCD; en este caso se visualiza el anuncio de inicio del biosensor.

Mientras que en la Figura (b) 6-74, se encuentra el resultado arrojado de la cuantificacién de lactosa
en términos de mg cuando en el menu se escoge la opcién lectura de la muestra de lactosuero. En
este caso, la cuantificaciéon mostrada por la pantalla LCD es el resultado de rotar el potenciémetro
como simulador de la muestra del vertimiento. Cabe aclarar que al rotar el potenciémetro no son
los mismos potenciales de entrada y por ello son diferentes los resultados.

La programacion e interfaz con el usuario cumple con los requerimientos en ingenieria planteados
desde un principio, sin embargo, para un futuro el sistema puede contar con una interfaz gréafica
y un teclado para mejor interaccién y menor contacto del operario con los componentes quimicos
y electronicos que componen el funcionamiento interno del biosensor. De igual manera, se puede
enriquecer el contenido del mend con més opciones como historial, lectura de la muestra segin el
tipo de lactosuero, calibracién del biosensor y otros mas.

6.3.4. Montaje y evaluaciéon de la etapa de instrumentacion

En esta subseccién se trabajo el montaje en protoboard de la etapa de instrumentaciéon y la eva-
luacién del prototipo de laboratorio de biosensor. Como resultado de esto, se obtuvo el montaje
completo de la etapa de instrumentacién y el acoplamiento de las dos etapas en conjunto a la
estructura del prototipo de laboratorio de biosensor, donde es evaluada la etapa de instrumenta-
cion y simulado el funcionamiento de la etapa de reconocimiento por medio de un potenciémetro
rotatorio, ya que no se cuentan con los agentes quimicos y tampoco con la muestra de lactosuero
para hacer la evaluacién completa del biosensor.
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Montaje de la etapa de instrumentacion

Habiendo simulado en el software Proteus y adelantado el montaje del sistema de amplificacién
en protoboard, como su programacion, se realizé el montaje y adecuacion completa de la etapa de
instrumentacién en la estructura impresa del prototipo de laboratorio.

Figura 6-75.: Prototipo de laboratorio de biosensor final, cara frontal etapa de instrumen-
tacion en Protoboard de la etapa de instrumentacion implementado en lac-
tosuero residual. Fuente: Autor.

En la Figura 6-75 se tiene la construcciéon final del prototipo de laboratorio con sus etapas inte-
gradas, en la cara frontal se ve la etapa de instrumentacién seccionada por dos compartimientos,
de superior a inferior se tiene la seccién para la bateria y la seccién del sistema de amplificacion.
Ademsds, en la tapa de esta ultima seccién cuenta con tres potencidmetros y un pulsador, de iz-
quierda a derecha se encuentra: el potenciémetro que enciende la pantalla y regula la intensidad
de luz, el potenciémetro seleccionador del ment y el potenciémetro simulador de la muestra de
lactosuero. Finalmente, en la parte inferior se cuenta con un pulsador que se encarga de encender
el sistema de dosificacién para llevar a cabo el sistema de dosificacion.

Las Figuras 6-76, 6-77 y 6-78, son la evidencia del funcionamiento en conjunto de la etapa instru-
mental, donde se encuentra acoplado el sistema de amplificacién con la estructura del prototipo, en
ellas se puede observar las tres opciones que tiene el mentd, como son: mensaje de ingreso (Figura
6-76), dosificacién (Figura 6-77) y lectura (Figura 6-78) y las cuales son direccionadas por los
tres potencidémetros y el pulsador que se observan en estas Figuras.
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Figura 6-76.: Visualizacién primera opcién del meni mediante la pantalla LCD ubicada en
la etapa instrumental del prototipo de laboratorio. Fuente: Autor.

Figura 6-77.: Visualizacién segunda opcién del ment mediante la pantalla LCD ubicada en
la etapa instrumental del prototipo de laboratorio. Fuente: Autor.



6.3 Fase III. Diseno e implementacién del prototipo de laboratorio de biosensor 177

Figura 6-78.: Visualizacién tercera opciéon del ment mediante la pantalla LCD ubicada en
la etapa instrumental del prototipo de laboratorio. Fuente: Autor.

Teniendo el prototipo de laboratorio de biosensor construido en su totalidad se puede confirmar
la importancia de realizar un disefio en ingenieria desde la busqueda bibliografica de informacion,
levantamiento de requerimientos, diseno conceptual, realizacién de matrices de decisién, diseno
detallado hasta la construccion y acoplamiento del prototipo; debido a que con todo esto una vez
se realiza cada uno de estos procesos de manera rigurosa y no se requiere de corregir o volver a
realizar todo desde un comienzo, ya que se va progresando de manera segura y razonable, bajo
unos criterios y métodos sélidos.

Evaluacion de la etapa de instrumentacion

La etapa de instrumentacién es evaluada a partir del funcionamiento del sistema de amplificacién
y de la programacién en conjunto cuando los electrodos combinados entran en contacto con la
muestra de campo del lactosuero residual. Pero como no se tiene al alcance la muestra y tampoco
los agentes quimicos, se decide simular la etapa de reconocimiento mediante un potenciémetro
rotatorio.

La evaluacion de la etapa consistié en tomar los rangos de estudio o los rangos limite de potencial
medidos por el biosensor y proporcionarlos al sistema de amplificacion a través de la rotacién del
potenciémetro, visualizando en un tiempo de retraso de 3 seg maximo el resultado de la cantidad
de lactosa presente en la supuesta muestra, como se observa en la Figura 6-79.
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(a) Lectura lactosa sin alarma. (b) Lectura lactosa con alarma.

Figura 6-79.: Prototipo de biosensor para la cuantificacién de lactosa. Diseno detallado
construido por impresién 3D. Fuente: Autor.

Los resultados arrojados por la pantalla LCD 16x2 son ubicados en una tabla y representados
graficamente en Excel. Los rangos de potencial evaluados son 100 mV, 200 mV, 300 mV, 400
mV y 500 mV, y los resultados en términos de cantidad de lactosa proporcionados por la etapa
instrumental del prototipo de laboratorio son los siguientes:

Evaluacién de la etapa instrumental del prototipo
de laboratorio de biosensor

y =0,0003x- 0,0261
R?=0,9832

—@&— Linealizacion biosensor

--------- Lineal (Linealizacion
biosensor)

100 200 300 400 500
Potencial (mV)

Concentracion de lactosa (mol/L)

Figura 6-80.: Evaluacién de la etapa de instrumentacién a partir de la simulacién del lac-
tosuero residual mediante la rotacién de un potenciémetro.
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Tabla 6-24.: Evaluacién de la etapa de instrumenta-
ciéon a partir de la simulacion del lacto-
suero residual mediante la rotacion de un
potenciometro. Fuente: Autor.

Potencial (mV) | Concentracién de lactosa (mg)(mol/L)
100 20.59 (0.0030)
200 152.98 (0.0223)
300 285.37 (0.0417)
400 550.14 (0.0800)
500 682.53 (0.1000)

En la Tabla 6-24 se puede observar los potenciales que se sometieron a evaluacion dentro del rango
limite del biosensor, el cual es de 100 mV a 600 mV y las cantidades de lactosa resultantes en
términos de mg, asi como su concentracién de lactosa en mol/L. Estos datos fueron corroborados
con el desarrollo de la ecuacién de regresién lineal escrita en la programacioén, encontrdndose dos
datos por fuera de la linealizacién, estos datos son la concentracién de lactosa para 400 mV y 500
mV, ya que con la medicién del biosensor dieron 0.0800 mol/L y 0.1000 mol/L y los datos correctos
eran 0.0619 mol/L y 0.0803 mol/L.

Esto se puede observar de mejor manera con la grafica lineal de la Figura 6-80, en donde se evidencia
la varianza de los datos con respecto a la linea de tendencia y se corrobora con el coeficiente de
correlacién el cual es de 0.9832.

El error con respecto a las mediciones por fuera de la linealizaciéon posiblemente se debe a la cali-
bracién del potenciémetro, ya que esto mismo ocurrié cuando se simulé el sistema de amplificacién
en Proteus, por lo cual se recomienda revisar la calibracién de este componente o usar un po-
tenciémetro trimmer con mayor posibilidad de calibraciéon y posicionamiento en resultados menos
variantes. Y asi es como se llega a validar que la etapa de instrumentacion del biosensor cuenta con
un porcentaje de confiabilidad del 98.3 %, cumpliendo con uno de los objetivos planteados a partir
de la matriz QFD, por lo que este disefio, montaje y construccion de la etapa de instrumentacién
aprueba la evaluacién para su uso en el prototipo de laboratorio.



180 6 Resultados y Discusion

6.3.5. Montaje y programacion del sistema de dosificacion de la
solucion del agente oxidante

El sistema de dosificacién de la solucién del cofactor al electrodo de referencia de acuerdo a las
matrices de decisién presentes en el Anexo E esta conformado por los siguientes componentes: un
motor paso a paso con un pindén en su eje, una jeringa de 5 mL con aguja y en su émbolo con una
correa de distribucion de impresora, como se observa en la siguiente figura:

En la Figura 6-82 se encuentra el prototipo de laboratorio de biosensor final en vista isométrica,
donde la parte frontal pertenece a la etapa de reconocimiento, la cual se observa dividida en dos
compartimientos: superior e inferior. El superior es donde se encuentra el sistema de dosificacién
y el electrodo combinado, y el inferior es el recipiente donde se agrega y prepara la soluciéon del
lactosuero a estudiar, el cual estd asegurado a la estructura principal del prototipo de laboratorio.

Mientras que en la Figura 6-81 se observa que el sistema de dosificacién ingresa al electrodo de
referencia por medio de una aguja, la cual permite el llenado del electrodo de 1 mL de la solucién
del agente oxidante cada vez que se requiera medir una muestra de lactosuero residual. Para ello,
el sistema debié contar con una caracterizacién del motor paso a paso donde por cada 1024 pasos
el émbolo recorre 10 mm y por ende, desocupa de la jeringa 1 mL de la solucién. Ademas, de que
el prototipo de laboratorio de biosensor cuenta con un menu manejado por tres potencidmetros y
un pulsador donde se debe seleccionar la opcién prender equipo, dosificar, ejecutar y luego realizar
lectura de la muestra; la programacién de este sistema se encuentra unido al diagrama de flujo de
la etapa de instrumentaciéon que se explicd en la subfase 6.3.3 de la seccion de resultados.

Figura 6-81.: Sistema de dosificacién automatico, etapa de reconocimiento, prototipo de
laboratorio de biosensor, visualizacién interna.Fuente: Autor.
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Figura 6-82.: Sistema de dosificacion automatico, etapa de reconocimiento, prototipo de
laboratorio de biosensor, visualizacion externa.

Sin embargo, el sistema inicamente cuenta con el sistema de dosificacién y no de eliminacién del
residuo liquido de manera automatica, para este caso se debe manualmente retirar el tapén de
silicén de la parte inferior del tubo del electrodo de referencia y dejar caer el residuo de la solucién
en el recipiente de la muestra.

Conclusion Fase Il

La tercera fase o tercer objetivo especifico llega a su terminacién con la evaluacién de los reque-
rimientos en ingenieria mediante el método QFD, la realizacién de matrices de decisiéon para la
seleccién de los componentes, bosquejos y cajas grises de los disenios conceptuales propuestos para
la construccion de la estructura del prototipo de laboratorio; modelado, planos técnicos y video
de la vista explosionada de la estructura llevada a detalle, asi como también la construccién por
impresién 3D y acoplamiento de esta junto con los componentes de la etapa de reconocimiento y
etapa instrumental. Al igual se obtuvo de este objetivo la programacién y pseudocddigo (diagrama
de flujo) de la etapa instrumental y del sistema de dosificacién; finalizando con la evaluacién de
la etapa de instrumentacién una vez se tiene el prototipo de laboratorio final. Por lo que se sugie-
re ir al Anexo I y visualizar el video de funcionamiento del prototipo final disenado, construido,
programado e implementado.
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6.4. Fase IV. Formulaciéon de un protocolo de evaluacion
del funcionamiento del biosensor

6.4.1. Introduccion del protocolo a formular

Se considera el protocolo de evaluacién del funcionamiento del prototipo de biosensor como el con-
junto de actividades que describan cémo realizar las mediciones, qué mediciones se esperarian y
como adquirir la informacion de la respuesta de las etapas integradas del biosensor, todo con la
finalidad de evaluar el desempeno del equipo; siendo este una tecnologia que le apuesta a la innova-
cién con biosensores electroquimicos, puesto que en la actualidad no se cuentan con biosensores que
cuantifiquen lactosa en aguas residuales y con esta evaluacion se puede dar paso al mejoramiento
del biosensor para su comercializacién. Es por lo mismo que dicho protocolo debe seguirse paso
a paso y es necesario realizar la unificacién de criterios para implementar un sistema practico de
evaluacién de desempenio de este.

Para llevar al desarrollo del protocolo, se requiere de establecer informacién que debe ser tenida
en cuenta como: pruebas de validacién, estado de los componentes del equipo y recomendaciones.
Ademsds, las pruebas que se plantean fueron disenadas exclusivamente para la evaluacién de este
prototipo y no pueden ser aplicadas para ningin otro tipo de biosensor, puesto que son realizadas
de acuerdo a su diseno de construccion.

Por lo tanto, las pruebas propuestas surgen de la agrupacion de los requerimientos en ingenieria
y funciones para cada etapa del biosensor, ademas de tener en cuenta: variables de medida del
equipo, intervalos de medida y de trabajo, nimero de valores a medir y ntimero de repeticiones.

Una vez es implementado el protocolo y se desarrolladas las pruebas en conjunto y para cada
etapa del biosensor, se debe analizar los resultados y generar un reporte cuantitativo y cualitativo
sobre el estado y desempenio de este para generar finalmente un reporte que permita conocer los
resultados obtenidos y saber si estos estdn acorde o no a lo deseado, es decir si presentan un error
y poder entender como solucionarlo. El reporte final se debe realizar en Excel, teniendo como guia
los resultados con los que se fabricé el prototipo de laboratorio los formatos de inventario también
se encuentran alli (Ver Anexo H).
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6.4.2. Validacion de la etapa de reconocimiento biolégico

El protocolo para la validacién de la etapa de reconocimiento a nivel general se explica a continua-
cién en el diagrama de flujo de la Figura 6-83, donde se da a conocer el orden del proceso a llevar
a cabo.

INICIO

Identificar componentes

quimicos y elementos que
hagan parte del electrodo Cambiax
combinado
l No

Analisis de los componentes £ Estan en buen
quimicos y elementos estado?

Si
Realizar pruebas Leer e instruir acerca Realizar montaje
medié’iones Yie— de los lineamientos [«—  etapade
de calidad reconocimiento

Informe final

Si
“

Figura 6-83.: Diagrama de flujo, protocolo de validacion de la etapa de reconocimiento

;La etapa de
reconocimiento se
eneyentra linealizada?

biologico. Fuente: Autor.

Inventario de los componentes

En primer lugar, se debe realizar el diligenciamiento del formato indicado en la Figura 6-84, el cual
contiene la lista de los componentes necesarios, sus cantidades, sus especificaciones y observaciones.
Con la finalidad de corroborar el estado de los componentes que serdn sometidos a validacién (Ver
Anexo H).
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Inventario y andlisis de los componentes de la etapa de reconocimiento
Componente Cantidad requerida Cantidad real Especificaciones Observaciones
Muesira de lactosusro 20ml Refricerada a4"°C
Vaso de precipitado 2ud Volumen de 50 mlL
Tubo de vidrio electrodo 2ud Limpio y desinfectado
Electrodo grafito 2ud S5in fisuras
Tapones de silicin Aud Asemaren sellamiento completo
Amua de la llave 2mL Incolora e inodora
Permanganato de potasio 1iml Fedha vencimiento no alcanzada
Acido clorhidrico imL Fecha vencimiento no alcanzada

Figura 6-84.: Formato inventario de los componentes de reconocimiento biolégico. Fuente:
Autor.

Plan de pruebas funcionales para validacion

La evaluacion de la etapa de reconocimiento, parte de tres triplicados durante tres dias, donde
cada triplicado esta compuesto por tres réplicas de la muestra de lactosuero residual con una
concentracion incégnita de lactosa.

El montaje consiste en: tomar 20 mL del lactosuero campesino y agregarle 5.32 mg de &cido
clorhidrico en un vaso de precipitado de 50 mL, disolverlo con una espéatula cuchara y dejarlo
actuar por 3 min. Al mismo tiempo, en otro vaso de precipitado de 50 mL se adicionan 20 mL de
agua de la llave con 23.07 mg del agente oxidante permanganato de potasio, se diluye y se agrega
1 mL de esta solucién al tubo de vidrio del electrodo de referencia, se sella con la tapa en silicén
y se coloca el electrodo combinado (grafito-grafito) en la solucién de lactosuero preparado. Luego,
con el multimetro se mide los voltajes dados por la oxidacién de la solucién en milivoltios.

El procedimiento mencionado se repitié para las cantidades de los agentes quimicos dadas por la
tabla estequiométrica realizada en la seccién 5.1.2. (Ver Tabla 5-1). Los valores arrojados durante
el estudio de lineamiento de control de calidad analitico deben ser ubicados en tablas y graficas
en Excel segin el dia de la medicién de cada triplicado, y con estas se debe realizar el andlisis
estadistico ANOVA.

En el formato de evaluacién de la etapa de reconocimiento se ubican los datos pedidos por el
analisis estadistico, se comparan con los datos de referencia e interpreta los resultados de acuerdo
al cumplimiento o no de los requerimientos en ingenieria para la etapa (Ver Anexo H).
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6.4.3. Validacion de la etapa de instrumentacion

Para realizar la validacién de la etapa de instrumentacién, se seccioné esta en dos partes, en la eva-
luacion del electrodo combinado o transductor y en la evaluacion del sistema de acondicionamiento
y procesamiento de la senial 1itil. Ambas etapas parten de dos procesos bédsicos como son: inventario
de los componentes y plan de pruebas para validar cada parte de esta etapa. Sin embargo, el proceso
interno de validacién difiere para cada caso.

Validacion del funcionamiento del transductor

La validacion del transductor o més conocido como electrodo combinado consiste en la identificacién
y andlisis de los componentes del electrodo mediante un formato, en caso de que no estén en
buen estado se deben cambiar y en caso de que si lo estén se proseguir con el plan de pruebas
funcionales basados en lineamientos de control de calidad. El resultado es analizado mediante el
método estadistico ANOVA y con sus datos se diligencia el formato de evaluacién final.

INICIO
Identificar componentes del
electrodo combinado ‘—mﬁ

l No

Analisis los componentes del i Estan en buen

electrodo combinado estado?
T
Pl BRistEe Leer e instruir acerca Realizar montaje
medigones Yie—1 de los lineamientos [€— del electrodo
de calidad combinado

Informe final

Si
Ty

Figura 6-85.: Diagrama de flujo, protocolo de validacion del electrodo combinado acoplado

+El electrodo combinads
e.encuentra linealizade?

al transductor. Fuente: Autor.
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Inventario de los componentes

Para este caso, se utiliza el mismo formato de inventario que para la etapa de reconocimiento,
puesto que los componentes a evaluar son los mismos pero con variabilidad de la parte de estudio
como de la seccién (Ver Anexo H).

Inventario y andlisis de los componentes del electrodo combinado

Componente Cantidad requerida Cantidad real Especificaciones Observaciones
Muesira de lactosa Tabla estequiométrica Refriserada a4°C
Vaso de precipitado 2ud Volumen de 50 mL
Tubo de vidrio electrodo 2ud Limpio y desinfectado
Electrodo grafito 2ud 5in fisuras
Tapones de silicin Aud Asemaren sellamiento completo
Apua de la llave 2ml Incolora e inodora
Parmanganato de potasio 1mL Fadha vencimiento no alcanzada
Acido clorhidrico 1mL Fecha vencimiernto no alcanzada

Figura 6-86.: Formato inventario de los componentes que conforman el transductor. Fuente:
Autor.

Plan de pruebas funcionales para validar el funcionamiento del transductor

Se lleva a cabo la caracterizacion del transductor (grafito-grafito) que permite transformar la senal

generada por la reaccién quimica, en una senial eléctrica para poder cuantificar la lactosa.

Razoén por la cual, se realiza un anélisis estadistico, partiendo de lineamientos de control de calidad
analiticos en el orden cientifico y experimental, como lo es con la obtencién, procesamiento y andlisis
de datos en milivoltios a partir de dos lineamientos principales: triplicados y réplicas.

Por ello, el procedimiento para llevar a cabo el andlisis estadistico, consiste en realizar tres tripli-
cados o tres tomas de mediciones en diferentes dias, donde cada triplicado se fundamenta en la
toma de mediciones consecutivas o réplicas para la misma concentracién de lactosa en tres vasos
de precipitado de 50 mL y, usando el montaje inicial del electrodo combinado se miden los valores

en términos de voltaje con la implementacion instrumental del multimetro (ver Figura 5-8).

Cada muestra para la toma de datos y su posterior andlisis estadistico fue montada de acuerdo a
la relacién estequiométrica de los componentes quimicos ya establecidos para cada concentracién
de lactosa (de 50 mg a 500 mg) (ver Tabla 5-1).

Por ende, el montaje se ejecuta de la siguiente manera: se toman 20 mL de agua de la llave con
50 mg de lactosa pesados por una balanza digital, y adicionados a un vaso de precipitado de 50
mL; a continuacion se agrega 5.32 mg de acido clorhidrico, se disuelve con una espatula cuchara
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y se deja actuar por 3 min. Mientras tanto, en otro vaso de precipitado de 50 mL se adicionaron
20 mL de agua de la llave con 23.07 mg del agente oxidante permanganato de potasio, se diluye
y se agrega 1 mL de esta solucién al tubo de vidrio del electrodo de referencia, se sella y coloca
el electrodo combinado (grafito-grafito) en la solucién de lactosa preparada. Posteriormente, se
miden los voltajes dados por la oxidacién de la glucosa con ayuda del multimetro, registrando los
respectivos valores en milivoltios.

Luego de haber registrado las mediciones dadas por el multimetro, se realiza en Excel tablas y curvas
de calibracién para cada triplicado,y sus datos son puestos en un formato de evaluacion donde se
analiza la varianza entre los valores de voltaje obtenidos por las mediciones de los electrodos en
presencia de reacciones quimicas, mediante regresién lineal (Ver Anexo H).

Validacion del acondicionamiento y procesamiento de la senal util

A continuacién se indican los diagramas de flujo a seguir para corroborar el funcionamiento del
sistema de amplificacion y de programacion de la senal de salida, con el objetivo de permitir la
interaccién del usuario con respecto a las diferentes opciones presentadas en un mend y mejor
linealizacién de los datos adquiridos después de acoplar dicho sistema.

INICIO
Identificar componemes -

‘|' No

Andlisis de los componentes ¢ Estan en buen
electronicos estado?

Revisar

Realizar pruebas v Leer e instruir acerca conexiones e
mediciones del plan de validacion integracion del

circuito

Informe final

Si
e

Figura 6-87.: Diagrama de flujo, protocolo de validacién del sistema de acondicionamiento

¢ El sistema de
acondicionamiento se
cyentra linealizado™

de la senal 1til. Fuente: Autor.
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INICIO
Identificar variables y funciones —
dentro de la programacion Modifica

l p No

Analisis de la Iogica de
programacion

Comparar los Escoger y ejecutar
resuftados dados | | cadaunadelas
con el rango de opciones dadas por el
aceptacion men(

Informe final

Si
gy

Figura 6-88.: Diagrama de flujo, protocolo de validacion del sistema de procesamiento de

3 programacion cumpie
a( las especificaciongs?

la senal util. Fuente: Autor.

Inventario de los componentes

Inventario y andlisis de los componentes para el acondicionamiento de la sefal atil
Componente Cantidad requerida Cantidad real Especificaciones Observaciones
[t ] 1 Estado comuosidn
LML 1 Comprobar el paso de coeriente
Resistencia 220 ohm 2 Permita el uncionamiento de LD y pulsador
Resistencia 1 Kolhim 1 Cumpla con &l AQ no inversor
Resistencia 10 Kohm 1 Cumpla con el AQ no iInversor
Pulsador 1 Tenga contacho comecto al oprimir
Potencidmetro 10 Kohm 3 Incolora e inodora
Pamtalla LOD 16X2 1 Fedha vencimiento no alcanzada
Armduing Nano 1 Fedha vencimiento no alcanzada

Figura 6-89.: Formato inventario de los componentes que conforman el sistema de amplifi-
cacién de la etapa de instrumentacion. Fuente: Autor.
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Inventario y andlisis de los componentes para el procesamiento de la seiial atil
Componente Cantidad requerida Cantidad real Especificaciones Observaciones
Software Arduino 1 Actualizado y con librerias requeridas
PCH 1 Estado cormositn
LML 1 Comprobar el paso de corriente
Resistencia 220 ohm 1 Parmita el funcionamiento de LOD y pulsador
Resistencia 1 Kohm 1 Cumpla con el ADno inversor
Resistencia 10 Kohm 1 Cumpla con &l AQ no inversor
Pulsador 1 Tenga contacto comecto al oprimir
Potencidmetro 10 Kohm 3 Incolora e inodora
Paritalla LOD 16%2 1 Fedha vencimiento no alcanzada
Arduino Nano 1 Fedha vencimiento no alcanzada

Figura 6-90.: Formato inventario de los componentes que conforman el sistema de acondi-
cionamiento de la etapa de instrumentacion. Fuente: Autor.

Para llevar a cabo el plan de validaciéon de la etapa de instrumentacion, en primer lugar se debe
realizar la verificacién de los componentes, sus cantidades, cumplimiento de las especificaciones y
observaciones de los componentes electrénicos y del orden y funciones de programacién del biosen-
sor. Diagrama que para esta parte del biosensor es de suma importancia, ya que se debe contar y
estar seguros de que estos componentes estén completos en cantidad, instalados adecuadamente y
funcionando sin interrupciones (Ver Anexo H).

Plan de pruebas funcionales para validacion

El procedimiento para la cuantificacién de lactosa directamente del lactosuero residual de la in-
dustria ldctea (simulado con potenciémetro rotatorio) consiste en tomar el montaje realizado en
protoboard, proporcionarle una fuente de alimentacién con una bateria de 9 V', prender la pantalla
LCD, elegir la opcién del menti a ejecutar y seleccionarlo. Esa opcién empezara su curso y el po-
tenciémetro vareador de potencial debia ser rotado segun rango de estudio de la lactosa (100 mV a
600 mV), pasando dicho potencial por el sistema amplificacién no inversor y llegando a la placa de
desarrollo Arduino Nano donde internamente es convertido a concentracién de lactosa (mol/L) y
luego a cantidad de lactosa (mg), siendo finalmente llevado a visualizacién por medio de la pantalla
LCD 16x2.

Los datos visualizados deben ser registrados en una tabla y representados en una grafica de potencial
en funcién de concentracion de lactosa en Excel, ademas de ser comparados con los datos guia que
se tienen en este formato de validacién (Ver Anexo H).
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6.4.4. Evaluacion de las etapas en conjunto

Para dar por culminado el desarrollo del prototipo de biosensor detector de lactosa y la puesta en
funcionamiento del mismo, se debe someter a diversas muestras de lactosuero residual de diferentes
industrias lacteas, ya que es un proyecto de grado en modalidad producto.

Previo a la evaluacién integra de las dos etapas que conforman el prototipo de biosensor que
cuantifica lactosa, se debe realizar la ficha técnica para dos tipos de lactosuero residual (como son
los residuos generados luego de la produccién de queso campesino y queso doble crema), a partir
de la medicién de algunos pardmetros fisicoquimicos como lo son: temperatura (°C'), pH y acidez
(°D), a través de un potenciémetro y una titulacion.

La titulacién para determinar los grados Dornic del respectivo lactosuero residual, consiste en
tomar 10 mL de la muestra de lactosuero en un vaso de precipitado de 50 mL y evaluarla con
hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracién de 0,1 N contenido en una bureta y en presencia
de fenolftaleina como indicador por medio de una pipeta de Pasteur. Una vez la coloracién de
la solucion resultante tiene viraje a rosa palido se multiplica por 10 los mililitros utilizados de
hidréxido de sodio, obteniendo asi los grados Dornic de acido lactico presentes en la muestra.

Razén por la cual, se debe ir a la industria lactea y tomar las muestras de lactosuero residual,
teniendo en cuenta que se debe llevar una botella plastica estéril de 250 mL y la recoleccion de
la muestra debe realizarse dentro de esta misma agua con ayuda de unos guantes de nitrilo, un
tapabocas, un gorro y una bata. Una vez se toma la muestra de ambos tipos de lactosuero residual
en la botella, estas deben ser llevadas a almacenamiento en un refrigerador portatil con temperatura
aproximada 4 °C' durante un periodo maximo de tres dias antes de que alcancen una fermentacién
mayor y su acidez afecte las mediciones realizadas, dando potenciales (mV') fuera del rango de
deteccion por del prototipo de biosensor. Como guia, a continuacién se presenta la ficha técnica
para queso campesino y doble crema:

Tabla 6-25.: Ficha técnica lactosuero residual queso
campesino. Fuente: Autor.

Temperatura (°C) | pH (adimensional) | Acidez (°D)
28.6 5.42 17
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Tabla 6-26.: Ficha técnica lactosuero residual queso
doble crema. Fuente: Autor.

Temperatura (°C') | pH (adimensional) | Acidez (°D)
29.1 6.75 19

De acuerdo a las fichas técnicas de los lactosueros residuales provenientes del queso campesino
(Tabla 6-25) y doble crema (Tabla 6-26), se observa que para llevar a cabo la produccién de queso
doble crema, sus componentes deben estar sometidos a mayor temperatura que con respecto al
queso campesino y, asi mismo, se puede observar en su acidez que el queso campesino contiene
menos acido lactico que el doble crema, lo que influye de manera directamente proporcional la
medicién de la concentracién de lactosa por el prototipo de biosensor, ya que si su acidez es alta, su
fermentacion serd mas rapida y, por ende el valor de lactosa serd mayor y cercano o igual al limite
permisible de lactosa en los vertimientos de las industrias lacteas (400 mg de lactosa).

Por otro lado, teniendo las muestras de lactosuero residual refrigeradas, se procede a realizar el
montaje para evaluar el funcionamiento integro de las etapas de reconocimiento e instrumentacién.
Para lo cual, primero se debe finalizar la construccién de la etapa de instrumentacién al 100 %
(circuito electrénico disenado en ARES, impreso, soldado y programado). Para ello, se guarda el
archivo del circuito electrénico en formato ARES por medio del software Proteus 8 Professional, en
donde se edita y modifica algunos caminos de corriente que conectan entre si los componentes del
circuito electrénico, teniendo en cuenta la pautas para impresién casera de circuitos electrénicos.

Después de tener la etapa de instrumentacién diseniada, impresa, soldada y programada; esta debe
ser acoplada a la estructura de la etapa de instrumentacion, con la finalidad de poder adquirir
la senal electroquimica, amplificarla y llevarla de andloga a digital para poder ser visualizada en
términos de concentracién de lactosa pura (mol/L).

Posteriormente, se procedid a realizar las pruebas de validacién del prototipo de biosensor detector
de lactosa en el lactosuero residual de una industria lactea del municipio de Sopé. Para lo cual: en
primer lugar se realizé la preparaciéon de la muestra de lactosuero a evaluar, colocandose 20 mL
del mismo en el recipiente destinado a las muestras del biosensor, 127,95 mg del agente oxidante
acido clorhidrico, agitdndose y dejdndose actuar por 5 min (tiempo de estabilizacién de la reaccién
quimica); en segundo lugar el prototipo de biosensor es encendido y en la opcién ment se activa
la dosificacién automatica de la solucién del cofactor (554,67 mg) al electrodo de referencia (1
mL) y se continta con la opcién lectura de la muestra; en tercer lugar se acopla el recipiente a la
estructura de la etapa de reconocimiento, en donde el electrodo combinado se sumerge en la muestra
e interacciona oxidando la solucién incégnita de lactosuero y permitiendo que los electrodos grafito-
grafito capten la diferencia de potencial generado por electrones libres; en cuarto lugar, se visualiza
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en la pantalla LCD la concentracién de lactosa detectada en la muestra de lactosuero por medio de
las etapas de reconocimiento e instrumentacién y; en ultimo lugar se retira el recipiente destinado
para las muestras con la solucién del lactosuero evaluado, se retira la tapa inferior del electrodo
de referencia dejando que el reactivo pase al recipiente para ser depositado en un envase destinado
para los desechos quimicos. Una vez utilizado el biosensor, es limpiado y dejado en su lugar cada
una de las partes que lo componen. Cabe aclarar que el biosensor es alimentado por una bateria
de 9 V, de manera inaldmbrica y recargable.

Finalmente, a continuacion se dejan planteadas las ecuaciones para la evaluacién de sensibilidad,
especificidad, exactitud y precisién del biosensor.

La férmula exactitud es la siguiente:

VP+VN
Ezactitud = 6-1
T VPY FPYFN v VN A
La férmula precisién es la siguiente:
VP
P o — _ 6-2
recision = ;o (6-2)

Para determinar la sensibilidad y especificidad del prototipo de laboratorio de biosensor se fabrica
una matriz donde se resumiran los valores de pruebas de resultado positivo y negativo relacionados
con mediciones verdaderas y falsas obteniendo lo siguiente:

Medicion Medicion
verdadera falsa
Prueba 5 d
Positiva
Prueba
. C d
Negativa

Figura 6-91.: Matriz sensibilidad y especificidad. Fuente: Autor.

Donde a es el valor de pruebas que dieron resultado positivo siendo una medicién verdadera, b es una
prueba positiva siendo una medicién falsa, ¢ es una prueba negativa siendo una medicién verdadera
y por ultimo d siendo una prueba negativa con una medicién falsa. La férmula sensibilidad es la
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siguiente:
Sensibilidad = — 6-3
enszzza—a+c (6-3)
La féormula especificidad es la siguiente:
Especi ficidad = 4 (6-4)
b T b+d

En este caso la sensibilidad del estudio es su capacidad para detectar mediciones verdaderas, mien-
tras que la especificidad es su capacidad de detectar mediciones falsas arrojadas por el biosensor,
este valor se da en porcentaje.

Conclusion Fase IV

El resultado final del cuarto y dltimo objetivo especifico del presente proyecto de grado son la ficha
técnica del lactosuero residual de la industria lactea, la formulacién del protocolo o plan de pruebas
a seguir para evaluar el funcionamiento del prototipo y el manual de usuario de este, para ver el
manual se debe dirigir al Anexo J.



7. Conclusiones

s La metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el lactosuero residual
fue establecida luego de una detallada busqueda bibliografica, evaluacién y seleccion de los
agentes hidrolizante y oxidante, asi como de su validacién en lactosuero residual de la industria
lactea, de donde se obtuvo dos diagramas metodolégicos, cuyo orden de ejecucion debe ser
de acuerdo al tipo de reaccién quimica a ejecutar sobre 20 mL de la muestra de lactosuero
residual, es decir, primero se realiza el paso a paso del diagrama metodolégico para la reaccién
quimica de hidrélisis del disacarido lactosa en glucosa y galactosa, y segundo la ejecucién del
diagrama metodoldgico a seguir para la reaccién quimica de oxidacién del monosacarido
glucosa a acido glucoénico.

Durante el proceso de establecimiento de la metodologia se selecciond los agentes quimicos
encargados de llevar a cabo cada reaccién quimica: el acido clorhidrico como agente hidroli-
zante y el permanganato de potasio como agente oxidante con un rango de deteccién de 260
mV y 595 mV de lactosa y un coeficiente de correlaciéon de 0.9435. Se recomienda trabajar en
la estequiometria de los agentes quimicos con la finalidad de reducir la cantidad de reactivos
implementados o establecer un método de inmovilizacion enzimatica, para hacer del producto
algo mas eficiente a la hora de competir con biosensores electroquimicos en el mercado.

= La caracterizacién del tipo de transductor que permita transformar la sefial generada por
la reaccidon quimica, en una senal eléctrica para poder cuantificar la lactosa se realizd con
la evaluacion y selecciéon de varios pares de electrodos a partir de la metodologia selectiva
establecida, de los cuales se seleccioné el par grafito-grafito, ya que fue el que mejor compa-
tibilidad tuvo con la metodologia, porque tuvo un coeficiente de correlacion fue de 0.9224,
un rango de deteccion de 178 mV a 501 mV y una respuesta directamente proporcional a
las concentraciones de lactosa que fue sometido. El material de los electrodos actualmente es
aplicado en la tecnologia por ser un excelente conductor eléctrico, flexible pese a su dureza, de
bajo costo, con estabilidad a la temperatura; razén por la cual su aplicacién en el prototipo
de laboratorio de biosensor, conduce a este a apostarle a la investigaciéon y construccién de
biosensores electroquimicos de tercera generacion.

s El diseno e implementacién del prototipo de laboratorio de biosensor para la cuantificacién
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de lactosa en el lactosuero residual fue construido con robustez, ya que partié de los reque-
rimientos del operario que fueron catalogados en técnicos, funcionales y de calidad para ser
cumplidos a lo largo del disefio en ingenieria de la estructura del prototipo, de lo cual se
obtuvo por impresiéon 3D una estructura portatil rectangular con cuatro compartimientos
para permitir el funcionamiento integro y automatizado en su mayoria de las dos etapas del
biosensor, pero con un mantenimiento independiente de cada una para impedir el contacto
y deterioro de los componentes electronicos con los quimicos; lo que evita que el operario
de produccién deba monitorear de manera insegura los vertimientos por métodos analiticos
tradicionales.

Por otro lado, la etapa instrumental constituida por el sistema de acondicionamiento y pro-
cesamiento de la senal 1til, parte del diseno electrénico de un sistema de amplificaciéon ope-
racional no inversor, alimentado con una bateria de 9 V' y visualizada la medicién resultante
por medio de una pantalla LCD de 16x2 y la interaccién del operario con una interfaz dindmi-
ca bésica. Se obtuvo un circuito electrénico inestable al ser realizado sobre una protoboard
y cableado con jumpers, sin embargo, presenta los resultados esperados por el operario sin
afectar sus requerimientos de mayor ponderacion, con un rango de variacién de 20 mg a 600
myg de lactosa con un coeficiente de correlacién de 0.9800. Por lo que, esta etapa del biosensor
se puede mejorar en cuanto a la reduccion del sistema de acondicionamiento en un circuito
impreso (PCB), con conexiones soldadas y mejora de la interfaz que relaciona el biosensor
con el usuario y el sistema.

La implementacién de un sistema de dosificacién del agente oxidante permite al operario
tener menor contacto con el manejo de reactivos quimicos y hace del biosensor un equipo
completo que optimiza el trabajo y tiempo del operario en su labor de monitorizacién; esto
se obtuvo por medio del movimiento perpendicular de un émbolo de una jeringa de 5 mL al
rozar con el pinén de un motor paso a paso, el cual fue caracterizado de acuerdo a la relacion
de sus pasos por mililitro de dosificacion, pero al tener un torque de desplazamiento de 0.34
kg por c¢m, no es capaz de dosificar la cantidad precisa del agente oxidante, por lo que se
sugiere un motor con mayor torque de desplazamiento.

El protocolo formulado para llevar a cabo la evaluacién del funcionamiento del biosensor, fue
construido con base en la metodologia selectiva establecida y los procedimientos desarrollados
a lo largo del proyecto, con el fin de comparar valores especificos de mediciones obtenidas por
medio de lineamientos de control de calidad analiticos y el método estadistico ANOVA de cada
una de las etapas del biosensor, asi como, evaluar dichas etapas en conjunto con muestras de
lactosuero residual y verificar el funcionamiento completo del mismo, asegurando el resultado
final de un producto listo para ser implementado por el operario y que posteriormente para sus
mejoras con el protocolo formulado se pueda replicar los procedimientos las veces necesarias e
identificar nuevos cambios en el prototipo de laboratorio en diferentes tiempos de su evolucién.



8.

Recomendaciones

A parte del equipo y manual del usuario como producto, al usuario se le debe entregar un
kit de elementos para su funcionamiento y calibracion a nivel quimico y electrénico.

Buscar un diseno de recipientes en los cuales se le pueda entregar al operario 100 mL de
cada agente quimico y que sin necesidad de estar en riesgo por contacto con este, se pueda
dosificar la cantidad deseada de manera sencilla y segura.

Mejorar el diseno del electrodo combinado, buscando reducir sus dimensiones, haciéndolo
mas llamativo y de facil manejo al usuario.

Realizar el redisefio ingenieril de la estructura del prototipo de laboratorio que parta de
unos lineamientos mas robustos en cuanto a forma, ergonomia y accesibilidad a componentes

internos.

Al momento de realizar la impresién 3D el material debe estar totalmente compacto para
evitar la filtracién de sustancias liquidas cuando este entre en contacto con ellas y asi mismo
prevenir el dano de los componentes internos del prototipo.

Se recomienda reducir el circuito electrénico con el uso de un microcontrolador que de igual
manera que Arduino, sea de manejo ficil, didactico y entendimiento por parte del operario
de produccién de la industria lactea.

Teniendo en cuenta que el circuito electrénico no se llevé a montaje en PCB sino en proto-
board, se recomienda que el siguiente paso a seguir en caso de darle continuidad al proyecto
sea su impresion y acoplamiento en la etapa de instrumentacién del prototipo de laboratorio.

Se recomienda buscar un método de conexién segura entre los componentes electrénicos que
se encuentran en la tapa de la estructura y el circuito impreso montado en la PCB.

La fuente de alimentacién del prototipo de laboratorio debe ser de mejor calidad, ya que la
bateria recargable de 9 V' debe alimentar toda la etapa instrumental del biosensor y satisfacer
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la mayor cantidad de mediciones posibles en diferentes momentos.

El sistema de dosificacién requiere del disefio de un sistema de acoplamiento firme y seguro de
este a la estructura del prototipo de laboratorio, de tal manera que no le permita al émbolo
desviarse y perder contacto con el pinén del motor, dosificando cantidades inadecuadas del
agente oxidante.

El motor paso a paso debe ser un motor con mayor velocidad y fuerza de arrastre al momento
de girar y desplazar el émbolo en el interior de la jeringa en el menor tiempo de respuesta
posible.

A parte de mejorar el sistema de dosificacion como se mencionaba, se sugiere realizar un
sistema automatizado que permita eliminar la solucién del agente oxidante una vez es usado.

Buscar un método de procesamiento de los desechos quimicos obtenidos al final de la medicién
por el biosensor, de manera que no vayan a contaminar el ecosistema y afectar la salud de
los entes vivos.

El ment para este tipo de biosensor no requiere de muchas opciones, sin embargo se puede
mejorar la interfaz, por ejemplo de manera gréfica y con un teclado, o donde la informacion
sea mandada a un documento, el cual luego se abra desde un computador o un celular y se
pueda analizar posteriormente sin necesidad de estar en la zona de estudio.



A. Anexo: Levantamiento de
Requerimientos.

Se realizo el levantamiento de requerimientos con el objetivo de desarrollar el prototipo de laborato-
rio de un biosensor para cuantificacién de lactosa presente en el lactosuero residual. Por lo tanto, en
el anexo se encuentra la tabla de requerimientos con las tareas, requerimientos y entregables segin
sea el tipo de requerimiento (técnico, calidad y funcional) y objetivo especifico trabajado. Todo
con el fin de llevar las demandas del usuario a la calidad del disenio y construccién del prototipo de
biosensor. (Archivo adjunto PDF: A.Anexo.).



Levantamiento de Requerimientos, con el objetivo de desarrollar el prototipo de un
biosensor para cuantificacion de lactosa presente en el lactosuero residual, seguin
objetivos especificos del Proyecto de Grado.

Se realiza el levantamiento de requerimientos para cada uno de los objetivos especificos. El
cual, consiste en una tabla con tres tipos de requerimientos: técnicos, calidad y
funcionalidad debidamente; de los cuales se desglosa una serie de tareas o actividades que
dependen de unos requerimientos que algunas veces pueden tener o no entregable:

Tabla 1. Fase I (Establecer una metodologia para detectar selectivamente la lactosa
presente en el lactosuero residual):

Tipo de Tarea Requerimiento Entregable
Requerimiento
Definir Variables Tabla datos
concentracio | quimicas: de las
nes de -Cantidad muestra | concentracion
materiales de lactosuero. es
para realizar | -Cantidad de
y comprobar | enzimas.
metodologia. | -Cantidad de
Técnico reactivos.
Obtener los | Patrones Curvas
rangos comerciales para | patron.
patrén, para | hidrélisis,
hidrdlisis, oxidacion y
oxidaciony | electrodo libre.
electrodo
libre.
Realizar un Paquete Analisis
ANOVA estadistico para el | estadisticoy
Calidad entre el analisis de los diferencia
método datos. significativa
seleccionad entre los
oyel métodos
método evaluados.
estandarizad
0.
Métodos -Hidrdlisis de
para lactosa.




detectar -Oxidacion de Esquematico

lactosa a glucosa. dela

partir de -Electrodo libre. metodologia.
reacciones

quimicas.

Funcional Métodos -Hidrdlisis de un Datos
estandarizad | disacarido. corroboracion
0s que -Ensayo de tubo. efectiva del
realicen el -Oxidacion desarrollo del
mismo estequiométrica. método.
proceso que | -Celda con
los electrodo de

propuestos. | referencia.

Deteccion Registro de datos | -Montaje de la
de lactosa tomados del metodologia.
por proceso de -Curva de
reacciones oxidacion en linealizacién o
quimicas. escala del tiempo. | de tendencia
dela
reaccion.

En la Tabla 1, se destaca la definicion y establecimiento de las cantidades de concentracion
del lactosuero, enzimas y reactivos, como de los métodos a ejecutar de acuerdo a los
resultados deseados y reacciones quimicas esperadas. Requerimientos de los cuales se
obtiene entregables en forma de tablas de datos, calculos estequiométricos y montaje, para
asi, llegar a la generacion de la curva de linealizacion como resultado final de la fase y
comprobacion de la buena ejecucion de la misma.

Tabla 2. Fase Il (Caracterizar el tipo de transductor que permita transformar la senal
generada por la reacciéon quimica, en una senal eléctrica para poder cuantificar la
lactosa):

Tipo de Tarea Requerimiento Entregable
Requerimiento

Definir tipo de | -Electrodo Electrodos
electrodo a electroquimico.
trabajar, de -Material

acuerdo a las electrodo.
enzimas




implementadas

Seleccionar -Cables de Montaje etapa
elementos conexion. de
Técnico electrénicos a | -Protoboard instrumentaci
utilizar en la -Amplificadores | 6n
etapa de instrumentales.
acondicionami | -Resistencias.
ento de la
sefal.
Procesar la -Tarjeta Lenguaje
sefal eléctrica | (Arduino Nano). | programa
para poder leer | -Software
concentracione | (Arduino).
s de lactosa, a
partir de
voltajes y,
luego poderlos
visualizarlos.
Determinar Método Analisis
distancia y estadistico estadistico y
distorsion de (ANOVA). diferencia
los datos significativa
Calidad obtenidos del de los datos
electrodo a registrados.
comparacion
de los dados
por la reaccion
quimica.
Calcular y Variables Plano etapa
disefar etapa | técnicas: de
de -Voltaje. instrumentaci
instrumentacié | -Limites y on.
nsies rangos del
necesario. proceso

quimico.




Analisis y Registro de -Curva de
Funcional acondicionami | datos tomados caracterizacio

ento de la del proceso, n de los

sefal eléctrica, | antes y después | electrodos

para lograr una | de la etapa de antes de

correlacion con | instrumentacion. | acondicionar.

el proceso -Curva de

quimico. caracterizacio
n luego de la
etapa de
instrumentaci
on.

Cuantificacion | -Lecturay Grafica de la

de la lactosa procesamiento concentracién

luego de la de la senal. de lactosa.

fase de -Software

caracterizacion | (Arduino).

de la senal

eléctrica.

De acuerdo a la tabla anterior, se puede observar que para cumplir la fase Il, se debe
realizar algunas tareas de calcular y analizar la sefial eléctrica adquirida por los electrodos
antes y después de la etapa de instrumentacion, teniendo en cuenta, el material de los
electrodos, los elementos de instrumentacion, las variables técnicas y el uso de un software
para leer y procesar la sefial, logrando planos de la etapa, curvas de caracterizacion vy, lo
requerido por el usuario, la grafica de concentracién de lactosa.

Tabla 3. Fase lll (Evaluar el funcionamiento del biosensor basado en la cuantificacion
de lactosa presente en el lactosuero residual de los vertimientos de la industria lactea
en el municipio de Sopd):

Tipo de Tarea Requerimiento Entregable
Requerimiento

Conseguir -Industria lactea, | Muestras
agua residual | Sopo agua residual.
de la industria | (Cundinamarca).
lactea. -Desecho luego

de la produccién

de lacteos.

-Ubicado antes
de ser procesado
o vertido.




Evaluar la -DQO Ficha técnica
calidad del -DBO del estado del
agua residual [ -Sdlidos Totales | agua.
Técnico sin procesar. | -Carbohidratos
Definir Variables Tabla datos
concentracion | técnicas: de las
de la muestra | -Mediciones variables y
de lactosuero | fisicas concentracion
-Mediciones
quimicas.
-Cantidad
lactosuero.
Encontrar Método Analisis
invarianza y estadistico estadistico y
error (ANOVA). diferencia
porcentual significativa
con relacion entre los
del dato métodos
Calidad requerido y el evaluados.
obtenido.
Conocer los Normativa de
limites vertimientos
permisibles (Resolucion 631
de vertidos de | de 2015)
industria
lactea.
Analisis de la | -Lecturay Grafica de la
cuantificacion | procesamiento de | concentracion
de lactosa la sefial. de lactosa,
presente en el | -Software evaluada en
Funcionales lactosuero, (Arduino). el lactosuero
corroboracion | -Limites segun de la industria
de la legislacion. lactea.
viabilidad y -Limites segun
eficiencia del | caracterizacion

producto.

biosensor.




En la Tabla 3, se pretende evaluar las dos fases anteriores, mediante una prueba real del
lactosuero de la industria lactea, siempre y cuando, se tenga en cuenta los conceptos que
aseguran la calidad del vertimiento y del biosensor al momento de comparar sus limites y
rangos de concentraciones con los permisibles por la legislacion colombiana y los datos
estadisticos entre lo requerido y lo obtenido. Los entregables, son tablas de datos, calculos
y grafica de la concentracion del lactosuero estudiado.

Tabla 4. Fase IV (Realizar el disefo de detalle del prototipo de biosensor para la
cuantificacion de lactosa en el lactosuero residual que se encuentra en los
vertimientos de la industria lactea del municipio de Sopd):

Tipo de Tarea Requerimiento | Entregable
Requerimiento

Seleccionar -Cantidad -Esquematico
elementos lactosuero. metodologia
electronicos a -Cantidad completa.
utilizar para la enzimas. -Montaje
reduccion de -PCB fases del
las fases. -Amplificadores | biosensor.

instrumentales.
-Resistencias.

Realizar plano | -Medidas Plano técnico
técnico de la reales. dela
estructura del -Bosquejo. estructura del
biosensor. -Software CAD | biosensor.
(Fusion 360 o
Solid Work).
Técnico ) .
Elegir qué -lmpresion en
maquina se 3D.
implementara -Cortadora
para realizar el | laser.
corte de la
estructura.
Escoger -Ligero. Estructura en
materiales para | -Compacto. fisico del
realizar la -Impermeable. | biosensor.
fabricacion y -Textura lisa.
ensamble de la | -Materiales de
estructura. ensamble




Evaluar el
menor grado de
afectacion e
intervencion del

-Propiedades
del material.

-Software CAD

Simulacion
resistencia y
comportamien
to del

introducido a su
estructura.

Calidad material de la (Fusion 360 o material.
estructura en SolidWorks).
los resultados
del biosensor.
Garantizar el -Muestra de Producto
funcionamiento | lactosuero. biosensor

Funcionales del biosensor -Estructura para

luego se ser acoplada al cuantificacion
simplificado e usuario. de lactosa

En la Tabla 4 de la fase IV, se indica que, para poder llegar a la obtencion de un
esquematico en la metodologia, plano técnico de la estructura, simulacién de las
propiedades de su material cuando es sometido a cargas externas y producto final, se
requiere tener en cuenta las cantidades y parametros que debe tener la reduccién de las
fases, como también, la estructura, medidas, distribucién del area y, software a utilizar.
Todo lo anteriormente mencionado, permite la obtencién del disefio de detalle de un

biosensor para la cuantificacion de lactosa del lactosuero.




B. Anexo: QFD para el desarrollo del
prototipo de laboratorio de biosensor.

La evaluacién de los requerimientos técnicos y del cliente se realizé por medio del método de
despliegue de la funcién calidad (QFD), donde se obtuvo como resultado una sumatoria para cada
requerimiento que indica el orden de mayor importancia a menor importancia y, asi mismo, permitio
calcular los objetivos necesarios para llegar a cada uno de ellos durante el desarrollo de ingenieria
de la fase III. (Documento adjunto en Excel: B.Anexo.).



C. Anexo: Tablas y graficas,
estandarizacion de la metodologia
selectiva para detectar lactosa.

Para llegar a establecer una metodologia para detectar selectivamente la lactosa presente en el lac-
tosuero residual se establecio el agente hidrolizante y oxidante, se evalud las curvas de linealizacién
resultantes de las mediciones a partir de lineamientos de control de calidad analiticos y analizados
mediante el método estadistico ANOVA. (Documento adjunto en Excel: C.Anexo.).



D. Anexo: Tablas y graficas,
caracterizacion del par de electrodos
que permite transformar la senal
quimica en eléctrica.

Para llegar a caracterizar el transductor (electrodo indicador: grafito, electrodo referencia: grafito)
que permita transformar la senal generada por la reaccion quimica, en una senal eléctrica para
poder cuantificar la lactosa, en el orden de los milivoltios, se evalué las curvas de linealizacién
resultantes de las mediciones a partir de lineamientos de control de calidad analiticos y analizados
mediante el método estadistico ANOVA. (Documento adjunto en Excel: D.Anexo.).



E. Anexo: Matriz de decision para la
seleccion de cada uno de los
componentes del prototipo
laboratorio de biosensor.

Una vez se tuvo el disefio conceptual y se iba a llevar a detalle, se realizé la lista de los componentes
funcionales que se utilizarian para cumplir con los requerimientos en ingenieria. Ademés, para darle
tranquilidad al usuario respecto al funcionamiento y uso del biosensor, se escogen tres posibles
alternativas de solucién para cada componente y por medio de una matriz de decisién se evalud
las opciones para cada componente; el componente de mayor sumatoria fue el seleccionado para
conformar el prototipo de laboratorio de biosensor. (Documento adjunto en PDF: E.Anexo.).



removible

Objetivo 3 Componente Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
Método de
construccion Impresién 3D Corte laser Corte manual
(estructura)
Material
construccion PLA ABS Acrilico
(estructura)
Jeringa ImL 5mL 10 mL
Diseio estructura . .
Sistema Pifion, correa
desplazamiento Poleas Pifiones de
de jeringa desplazamiento
Sistema de
. . Cloruro de
aseguramiento Tornillos . Super bonder
metileno
(estructura)
Tornillo 3/8" 1/2" 5/8"
Placa montaje
o PCB Baquela Protoboard
circuito
Placa de desarrollo Arduino PIC 18F4550 PIC 16F84
Fuente de . . Fuente de
. ., Bateria Pila .
alimentacién Voltaje
.~ Motor Paso a paso Servomotor DC
Disefno etapa .
] Método
instrumental . L,
visualizacién LCD PC Celular
resultados
Regulador menu Potenciémetro Potencidmetro
. o . . Pulsador
de visualizacién rotatorio trimmer
Amplificador
. LM741 LM386 LM324
operacional
CRITERIOS Alternativas de solucién Método de construccion (estructura)
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucion 3
Estructura robusta para
impedir el deterioro de
los componentes 4 4 2
electronicos
La estructura del
prototipo debe estar 5 3 2
integrada
El recipiente de la
muestra debe ser 5 4 3




Facil adaptacion del
sistema de

aseguramiento en la 4 3 3
estructura (tapas-
recipiente)
PESO TOTAL 18 14 10
CRITERIOS Alternativas de solucién Material construccion (estructura)
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
El material debe ser
resistente a las 5 3 4
condiciones ambientales
El material no debe
inhibir el funcionamiento 5 5 5
del biosensor
El material debe ser
econdémico 2 3 5
El material debe ser
biodegradable y 5 1 1
reutilizable
PESO TOTAL 17 12 15
CRITERIOS Alternativas de solucion Jeringa
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
Capacidad de
almacenamiento del 1 5 3
cofactor 6ptima
La longitud debe ser
proporcional a la
dimension de la 4 > 2
estructura
El émbolo debe tener
facil movilidad > > 4
La jeringa debe ser
liviana 5 4 3
PESO TOTAL 15 19 12
CRITERIOS Alternativas de solucion Sistema desplazamiento de jeringa
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
Facil acoplamiento entre
los elementos 3 2 >
Debe tener un
desplazamiento
perpendicular al eje del 4 2 >
motor
Facil acondicionamiento
al motor y al émbolo de 4 4 5
la jeringa
Menor tamario y
simplicidad 2 3 4




Facil mantenimiento del
sistema 2 3 4
PESO TOTAL 15 14 23
CRITERIOS Alternativas de solucion Sistema de aseguramiento (estructura)
Requerimientos Solucion 1 Solucion 2 Solucion 3
El aseguramiento de las 5 4 3
partes debe ser seguro
El sistema debe ser 5 1 1
sencillo y de facil limpieza
El sistema debe ser
desarmado en un tiempo 5 1 1
minimo a 10 min
El sistema debe estar 4 2 2
acoplado a la estructura
Se requiere que el
sistema sea compatible
con el material de 3 5 3
construccion
El sistema de
aseguramiento debe dar 3 5 5
buena presentacion al
equipo
PESO TOTAL 25 18 15
CRITERIOS Alternativas de solucion Tornillo
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
El tornillo debe ser
cabeza plana estrella 5 5 5
El tornillo debe tener
punta fina 5 5 5
Debe tener diametro
menor a 5 mm 5 5 5
Debe tener longitud entre
15y 25 mm 1 5 2
No se debe aflojar ni
obstruir el sistema de 1 4 2
aseguramiento
PESO TOTAL 17 24 19
CRITERIOS Alternativas de solucién Placa montaje circuito
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
El circuito debe tener
una conexion segura 5 4 2




El circuito debe ocupar
un espacio minimo 4 2 1
Se requiere de una placa
conductora e inhividora 4 3 2
de interferencias
Debe facilitar el
mantenimiento y 5 4 3
calibracion
PESO TOTAL 18 13 8
CRITERIOS Alternativas de solucion Fuente de alimentacion
Requerimientos Solucidn 1 Solucion 2 Soluciéon 3
El voltaje de
alimentacién debe ser de 5 3 5
9V
La fuente de
alimentacién debe ser 5 3 1
inalambrica
Menor tamario y facil
manipulacion 4 3 1
La fuente de
alimentacion debe ser 5 2 1
recargable
PESO TOTAL 19 11 8
CRITERIOS Alternativas de solucion Motor
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
El voltaje de operacion 5 5 3
debe ser menora 9V
Peso mayora4g 5 5 4
Debe tener una
velocidad angular 4 3 5
nominal 1.6 RPM
Debe ser programable 5 5 1
PESO TOTAL 19 18 13
CRITERIOS Alternativas de solucion Sistema visualizacion resultados
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
El resultado debe verse 5 4 3
de manera inmediata
El resultado debe ser de
facil interpretacion por el 4 2 3
operario
El producto debe ser
portable > 1 3
Menor tamano
4 4 1 2

simplicidad del producto

PESO TOTAL 18 8 11




CRITERIOS Alternativas de solucién Placa de desarrollo
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
Se requiere un voltaje de 5 1 1
entrada de 9 V aprox
Requiere de un PWM de
8 bits 5 5 5
Necesita de menos de
14 pines digitales 4 1 5
Memoria flash de aprox.
32 KB 5 5 4
Frecuencia de 16 MHz 5 3
La estructura del
prototipo debe facilitar el
mantenimieno y 5 3 3
calibracion de cada etapa
PESO TOTAL 29 18 21
CRITERIOS Alternativas de solucidon Regulador menu de visualizacién
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
El regulador debe ser de 5 4 1
facil mantenimiento
Se requiere de la
seleccion sencilla de un 5 1 4
menu
El regulador debe tener
durabilidad 5 4 1
El regulador debe tener
un tamafio 6ptimo segun
el sistema de 4 2 2
visualizacion
El regulador debe
controlar la luz del 5 4 1
sistema de visualizacion
PESO TOTAL 24 15 9
CRITERIOS Alternativas de solucion Amplificador operacional
Requerimientos Solucién 1 Solucion 2 Solucién 3
Requiere un voltaje de
suministro de maximo 5 5 5
de 22V
Requiere de un voltaje
de entrada maximo de 5 5 5
15V
Debe tener un voltaje
offset para una
resistencia de 10 K Ohm 5 1 5
deta6mV
El amplificador debe 5 1 1
tener maximo 4 pines
PESO TOTAL 20 12 16




F. Anexo: Planos técnicos de la
estructura funcional del prototipo de
laboratorio, luego de su diseno
detallado en el software SolidWorks

2018.

Luego de realizar el modelado y construccién del disenio detallado en el software SolidWorks 2018,
se extrajo los planos técnicos del prototipo de laboratorio de biosensor en conjunto como de cada
una de las piezas que lo conforman, para ser llevado a impresién 3D. (Archivo adjunto PDF:
F.Anexo.).



N.° DE

ELEMENTO N.° DE PIEZA CANTIDAD
1 Base bateria 1
2 Base electrodo 1
3 Estructura bdsica 1
4 Mina grafito 2
5 Tapa silicon 2
6 Tapon silicon 2
7 Tapa circuito 1
8 Tapa bateria 1
9 Tubo electrodo 2
10 Recipiente 1

removible
11 Step Motor (28BYJ-48) 1
12 Abrazadera jeringa 1
13 Jeringa SmL 1
14 Tornillo estrella 1/2" 7
15 Pindn motor paso 1
16 Correa distribuciéon 1
17 Tapa electrodo 1
18 Base estructura 1

Fecha Autor: UNIVERSIDAD

15/04/20 Julieth Carolina Montes EL BOSQUE

Vista explosionada, etapa de reconocimiento biolégico

Escala Unidad N° Plano Nombre Proyecto:

1:2 mm 2 Desarrollo prototipo biosensor



N2 DE N°DEPIEZA  |CANTIDAD
ELEMENTO
1 Base estructura 1
2 Base bateria 1
3 Estructura base 1
4 Mina grafito 2
5 Placa circuito 1
6 Tapa silicon 2
7 Tapdn silicodn 2
8 Tapa circuito 1
9 Tapa bateria 1
10 Tubo electrodo 2
n Recipiente 1
removible
12 Step Motor (28BYJ-48) 1
13 Abrazadera jeringa 1
14 Jeringa 5 mL 1
15 Pantalla LCD 1
16 Pordtador de Bateria 1
17 Placa de desarrollo 1
18 Bateria 9V 1
19 Potenciometro PCI 10K 3
20 Ec/)g]illo de estrella 17
21 Pindn motor paso 1
22 Correa distribucion 1
23 Tapa electrodo 1
24 Base estructura 1
25 LED 1
26 Switch encender 1
27 Pulsador 1

Fecha Autor: {1 1% UNIVERSIDAD

15/04/20 Julieth Carolina Montes EL BOSQUE

Vista explosionada, etapa de instrumentacion

Escala Unidad N° Plano Nombre Proyecto:

1:2 mm 1 Desarrollo prototipo biosensor
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5,

N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD MATERIAL
4 Bstructura 1 Pldstico PLA
base
Fecha  Autor: [13 UNIVERSIDAD
15/04/20 Julieth Carolina Montes EL BOSQUE
Estructura
base
Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:2 mm 3 Desarrollo prototipo biosensor



26,00

13,00

|
o }
S \
35,00
111,00 )
S |
= N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD MATERIAL
Base ! Plastico PLA
electrodos
Fecha = Autor: ¥ UNIVERSIDAD
15/04/20 Julieth Carolina Montes ¢ ELBOSQUE
Base
Electrodos
Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:1 mm 6 Desarrollo prototipo biosensor



15,00

120,00

55,00

&

85,00

-4

‘20,0

-4

205,

N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD MATERIAL
Tapa ! Plastico PLA
electrodos
Fecha  Autor: UNIVERSIDAD
15/04/20 Julieth Carolina Montes EL BOSQUE
Tapa
Electrodos
Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:2 mm 7 Desarrollo prototipo biosensor
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31,00
21,00
9,00

80,00

55,00
45,00

20,00

30,00

10,00

N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD MATERIAL
23 Recipiente 1 Pldstico PLA
Removible

Fecha  Autor: UNIVERSIDAD

15/04/20 Julieth Carolina Montes EL BOSQUE
Recipiente
Removible

Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:1 mm 8 Desarrollo prototipo biosensor



.00, 2,00

2,301

&

@1

@ 3,30

120,00

250,00

71,00

230,00

4500 _|26,00

N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD MATERIAL
3 Estructura I Pléstico PLA
base
Fecha  Autor: [13 UNIVERSIDAD
15/04/20 Julieth Carolina Montes EL BOSQUE
Estructura
base
Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:2 mm 3 Desarrollo prototipo biosensor



45,00

120,00

120,00

N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD | MATERIAL
24 Base estructura 1 Pl&stico PLA

Fecha = Autor: UNIVERSIDAD

15/04/20 Julieth Carolina Montes : ELBOSQUE
Base
Estructura
Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:1 mm 5 Desarrollo prototipo biosensor



40,00

111,00

N° DE N° DE
ELEMENTO PIEZA CANTIDAD | MATERIAL
1 Base bateria 1 Plastico PLA

Fecha = Autor: UNIVERSIDAD

15/04/20 Julieth Carolina Montes : ELBOSQUE
Base Bateria
Escala Unidad  N° Plano Nombre Proyecto:

1:1 mm 9 Desarrollo prototipo biosensor



G. Anexo: Simulacion o video de la vista
explosionada del prototipo de
laboratorio de biosensor, SolidWorks

2018.

En el disenio detallado luego de realizar el modelado y construccion del mismo en el software
SolidWorks 2018, se cre6é un video que contiene la vista explosionada de cada una de las piezas del
prototipo, como guia al usuario para ensamblar y desamblar el producto. (Archivo adjunto MP4:
G.Anexo.).



H. Anexo: Formatos propuestos en el
protocolo para la evaluacion del
funcionamiento del prototipo de
laboratorio de biosensor de manera
integra

El cuarto objetivo especifico consiste en formular un protocolo de evaluacion del funcionamiento
de biosensor basado en la cuantificacién de lactosa, por lo que se consider6 el uso de formatos de
evaluacién para que el usuario pueda comparar los resultados obtenidos con respecto a medidas
estandares y asi mismo pueda analizar si los resultados son correctos o no con respecto al funciona-
miento 6ptimo del biosensor; permitiendo que el usuario lo pueda realizar las veces que considere
necesario. (Archivo adjunto Excel: H.Anexo.).



|l. Anexo: Video funcionamiento paso a
paso del prototipo de laboratorio de
biosensor de lactosa

Como resultado general del proyecto de grado, se realizé el video que muestra el funcionamien-
to en conjunto de las etapas del prototipo de biosensor, como guia al usuario para su correcto
funcionamiento y como evidencia de la finalizacién del presente proyecto. (Archivo adjunto MP4:

I.Anexo.).



J. Anexo: Manual del usuario.

Como parte de los resultados del objetivo cuatro y del producto final se creé un Manual de Usuario,
el cual da a conocer los componentes y funcionalidad del prototipo de laboratorio de biosensor,
ademas del plan de pruebas de validacién y evaluaciéon, mostrando cada paso a seguir para la
correcta medicién de lactosa presente en el lactosuero a estudiar, finalizando con la limpieza y

puesta en marcha para el mejoramiento del equipo si asi desea el lector. (Archivo adjunto PDF:
J.Anexo.).
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