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Resumen  

 

En este trabajo de tesis se presenta el diseño e implementación de un biosensor óptico para 

la medición o cuantificación  de la concentración de colesterol, contenida dentro de una 

muestra de suero humano. El sistema de medición está basado en propiedades ópticas 

debido a los cambios químicos que se producen por la interacción entre la concentración 

del colesterol presente en la muestra y el reactivo de colesterol enzimático (kit, Ref. 1011). 

Se presenta el diseño y construcción de un dispositivo electrónico capaz de traducir estas 

propiedades (por medio de la absorción) en variables físicas que pueden ser medibles e 

interpretadas para el usuario. La elaboración del biosensor se llevó a cabo inmovilizando la 

enzima de colesterol sobre la superficie de la fibra óptica plástica (con un diámetro de 600 

μm del núcleo y 630 μm de revestimiento, una apertura numérica de 0.50) por medio de dos 

métodos (Dip-coating e Immerse), aplicando la técnica de sol-gel, con el objetivo de 

determinar cuál es el método que muestra mejores resultados para el sensado de la 

concentración de colesterol (Ambos procesos de inmovilización se sometieron a análisis de 

morfología y propiedades de detección). Los resultados obtenidos en este proyecto 

muestran un intervalo lineal, idóneo para garantizar la fiabilidad de las mediciones 

obtenidas, con un rango de operación de 170 a 200 mg/dl (4.4-5.2 mM), el dispositivo tiene 

la ventaja de ser portátil para realizar análisis in situ en un tiempo muy corto (120s), simple, 

bajo costo, fácil de usar y alta sensibilidad (2.0629 %T/mM−1). Finalmente, el biosensor de 

colesterol se ha aplicado con éxito para determinar la concentración de colesterol en 

muestras de suero humano comparando con los resultados realizados en un laboratorio 

clínico, ofreciendo una alternativa de biosensado. Además, a esté dispositivo se le puede 

agregarse la habilidad de multi-análisis, realizando otros optrodos donde se inmovilizan 

diferentes enzimas de reconocimientos para distintas bioelementos de interés (glucosa, pH, 

etc).  
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1. Introducción 
 

1.1 Antecedentes  

 

El desequilibrio o alteración en la concentración de sustancias como por ejemplo la 

glucosa, el pH, el oxígeno, etc., dentro de seres humanos, animales o plantas, puede ser 

causa de algunas enfermedades. El primer paso para prevenirlas es realizar estudios 

médicos, los cuales proporcionen la cantidad de sustancia  que se  encuentra dentro de una 

determinada muestra. Estas sustancias se pueden encontrar en los alimentos, el medio 

ambiente o en el organismo mismo en cuestión [1, 2, 3]. 

 

Existen dispositivos capaces de medir elementos presentes dentro de la muestra a analizar. 

A estos dispositivos se les conoce como sensores, los cuales proporcionan la medición en 

magnitud de una o varias propiedades de la muestra, por medio de procesos químicos o 

físicos. Los sensores pueden medir parámetros físicos como distancia, presión, temperatura, 

humedad, intensidad lumínica, aceleración, inclinación, desplazamiento, fuerza, torsión, 

movimiento, etc., y químicos como el pH, glutamato, etc. [4, 5, 6, 7, 8, 9]; dentro de la 

gama de los sensores existen los sensores biológicos llamados biosensores, los cuales como 

su nombre lo indica, realiza la medición con la ayuda de un elemento biológico. 

 

El biosensor es un dispositivo analítico que incorpora un material biológico (por ejemplo: 

tejidos, microorganismos, organelas, receptores celulares, enzimas, anticuerpos, ácidos 

nucleicos, productos naturales, etc. [10, 11, 12, 13]), un material derivado biológicamente 

(por ejemplo: anticuerpos recombinantes, proteínas modificadas, aptámeros, etc. [12]) o un 

material biomimético (por ejemplo: receptores sintéticos, catalizadores biomiméticos, 

ligandos combinatorios, polímeros impresos, etc. [14]). Asociado o integrado a un sistema 

de transducción físico-químico (óptico, electroquímico, nano-mecánicos, piezoeléctrico o 

termométrico [14]). El cual traduce la interacción entre el analito (sustancia a medir) y el 

dispositivo analítico en una señal eléctrica medible para su cuantificación. Los biosensores 
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iniciaron su desarrollo y comercialización, fundamentalmente, alrededor de los años 60, 

orientados a aplicaciones clínicas y de impacto bioquímico. 

 

Al profesor Leland C. Clark Jr., se le puede atribuir el concepto de biosensor. Dado que en 

1962 Clark y Lyons, en su trabajo “titulado electrode system for continuous monitoring in 

cardiovascular surgery” [15], realizaron una medición rápida y precisa del pH, CO2 y O2 

de la sangre. Por medio de una enzima de glucosa oxidasa acoplada a un electrodo para 

oxígeno. Más adelante en base a su trabajo y en su deseo de ampliar la gama de analitos 

que podrían medirse en el cuerpo, Clark dio un discurso histórico en el simposio de la 

Academia de Ciencias de Nueva York, en el que describía cómo fabricar sensores 

electroquímicos. 

 

Lubbers y Opitz acuñaron el término optodo del griego camino óptico (οπτιχοσ οδοσ) en 

1975 para describir un sensor óptico con un indicador inmovilizado para medir CO2 o O2 

[16]. Ellos extendieron el concepto para hacer un biosensor óptico para alcohol 

inmovilizando alcohol oxidasa al final de la fibra óptica del sensor de oxígeno. Un mejor 

avance en las aplicaciones in vivo de biosensores de glucosa fue reportado por M. Shichiri 

quien describió el primer electrodo enzimático tipo aguja para implantación en 1982 [17].  

 

El impacto y la precisión analítica de los biosensores han conducido a un crecimiento 

vertiginoso de la investigación y desarrollo, en 1997, J. Wang  con los protocolos de 

detección de ADN, fabricó un sensor de monitoreo ambiental basado en interacción de 

ácido nucleico como traductores electroquímicos, para la determinación de microbios o 

virus patógenos [18]. En 2002, T. Lee, realizo un sensor óptico para determinar el pH, por 

medio a los cambios que sufre la potencia óptica, debido al pH presente en la muestra [19]. 

Para determinar la contaminación orgánica de las aguas residuales, en 2005, E. Vaiopoulou 

elaboro un sensor microbiano, el cual se basa en la medición de la concentración de CO2 en 

el gas residual producido durante la degradación del compuesto de carbono por actividades 

de respiración microbiana [20]. Por esa época. M. Alonso desarrollo un sensor 

amperométrico para determinar la glucosa utilizando un chip con microelectrodos para 
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medir la trasferencia de electrones causadas por la glucosa a través del electrodo con la 

ayuda de dos compuestos mediadores (ferrocianuro y el azul de meldola) [21]. 

 

H. Yang implemento en el 2007 un sensor de pH, mediante una película delgada de acetato 

de celulosa dopada con fluorescencia sensible a pH [22]. Wang en el 2008, realizó un 

biosensor de glucosa electroquímico [23], con el propósito de crear un dispositivo más 

fiable para el control de la diabetes. En 2010, E. Yoo realizó un estudio de la importancia 

de los biosensores de glucosa en la sangre, para su monitoreo y control en el manejo de la 

diabetes [24]. La concentración de alcohol en bebidas (whisky, vinos, etc.) lleva un estricto 

control, por lo que M. Morisawa en el 2012, realizo un sensor para determinar la 

concentración de una forma más rápida (1 min), mediante la intensidad de luz transmitida  

[25]. N. Atar (2015) por medio de un biosensor de impronta molecular de resonancia de 

plasmon superficial, pudo medir la citrinina (toxina) en arroz de levadura roja [26]. 

Biosensor de rejilla de período largo de fibra óptica anclado con nano partículas de cubierta 

de oro y núcleo de sílice, se realizó reciente mente en el 2016, por  L. Marqués, para 

calcular la concentración de estreptavidina (proteína purificada a partir de la bacteria  

streptomyces avidinii), mediante el cambio en el índice de refracción en sustancia acuosas 

[27]. 

 

Como se ha descrito brevemente, el diseño y desarrollo de biosensores es de gran interés 

por sus valiosas aplicaciones en distintas áreas, como en la industria, medio ambiente, 

ingeniería, medicina, etc. Aunque el campo de diagnóstico clínico es evidentemente, el más 

estudiado. Un ejemplo de este es el colesterol, debido a que es una sustancia adiposa que 

forma parte de las membranas celulares; cuando este aumenta las paredes de los vasos 

sanguíneos se estrechan aumentando su riesgo de ataque cardíaco y derrame cerebral [28, 

29, 30, 31, 32]. Por tal motivo, la presente tesis, está enfocada en el desarrollo y creación de 

un biosensor que permita determinar la concentración de colesterol presente en el suero 

humano. Ofreciendo ventajas sobre otros sensores en términos de portabilidad, simplicidad, 

durabilidad, bajo costo, especificidad, alta sensibilidad y medición en tiempo real. 
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1.2 Justificación  
 

En el área médica, debido al hecho de que los altos niveles de colesterol se asocia con un 

elevado riesgo de enfermedad cardiovascular, hipertensión arterial, derrame cerebral, 

cáncer de mama, cáncer de colon, cáncer de útero, impotencia, etc., la determinación de la 

concentración de colesterol en sangre del cuerpo humano es muy importante.  

 

Existen múltiples aparatos que miden la concentración de colesterol dentro del mercado con 

precios no muy accesibles a todo el público y la necesidad de poder acceder a ellos se ha 

masificado por el hecho de que cada vez aumenta el número de personas con colesterol 

alto. 

 

Se plantea crear y desarrollar un biosensor óptico para determinar el colesterol en suero 

humano o en alguna otra muestra, utilizando una técnica espectroscópica (transmitancia),  

con el objetivo de ofrecer un sistema más simple, fácil de utilizar, fiable, portable y lograr 

una optimización de recursos minimizando el costo para que pueda estar al alcance de todas 

las personas, y así ayudar a la sociedad en el cuidado de la salud. 
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1.3 Objetivos de la investigación 

 

1.3.1 Objetivo general  

 

Investigar, desarrollar técnicas y elementos para la creación de biosensores de fibra óptica 

plástica mediante la técnica sol-gel, que permitan cuantificar el colesterol presente en el 

suero de la sangre, logrando reducir costos, así como tener un sistema compacto 

reduciendo el tamaño obteniendo portabilidad y simple de usar, como una contribución a la 

solución de la prevención de desarrollo de problemas cardiovasculares.  

 

1.3.2 Objetivos particulares 

 

 Deposición por medio de dos métodos (Dip-coating e Immerse) 

 Análisis morfológicos y propiedades de sensado para ambos métodos 

 Caracterización del biosensor  

 Diseño y fabricación del sistema de alineado 

 Medición mediante dispositivos electrónicos 

 Optimización de la fabricación del biosensor 

 Realización de un dispositivo portátil 
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1.4 Aportaciones científicas y tecnológicas 

 

Con el desarrollo de este biosensor de colesterol, se pretende mejorar algunos aspectos 

importantes que un dispositivo de sensado debe de contener, como lo son: 

 

 Dispositivo multi-análisis 

 Reducir la cantidad de muestra que se requiere para realizar el análisis 

 Rango de operación amplio 

 Reducir costo de fabricación 

 Fiabilidad del sistema 

 Simple y compacto, reduciendo el tamaño, peso y volumen de los elementos, para tener 

un sistema portable. 
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1.5 Plan de trabajo 

 

El presente manuscrito se dividió en cinco capítulos, descritos a continuación: 

 

Capítulo 1.-  En este primer capítulo se explica de una manera breve y concisa, los 

objetivos de este proyecto, así como sus beneficios que traerían a la sociedad. 

Explicando las ventajas que tiene el desarrollo de este dispositivo de sensado, para 

garantizar la sustentabilidad del mismo. 

 

Capítulo 2.- Se expone la parte teórica del proyecto, realizando una descripción 

concreta acerca de los sensores y sus elementos, además de una descripción de cada 

uno de los elementos que conforman el diseño del biosensor. 

 

Capítulo 3.- Se presenta el proceso de elaboración de optrodos, por medio de los dos 

métodos de deposición de la enzima aplicando la técnica de inmovilización de sol-gel y 

las valoraciones realizadas para cada método, como el estudio de morfología, 

rugosidad superficial y caracterización de curvas. 

 

Capítulo 4.- Se muestra el diseño y desarrollo del biosensor óptico para determinar la 

concentración de colesterol, caracterizado con muestras sintéticas y evaluando con 

muestra biológicas (suero humano). 

 

Capítulo 5.- En este último capítulo se muestran las conclusiones generales obtenidas 

durante el desarrollo del proyecto.  
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2. Fundamentos teóricos 
 

En este proyecto es de vital importancia el entendimiento de los conceptos básicos de cada 

elemento que componen al biosensor,  para conocer sus alcances y aplicaciones. Para ello 

se realiza una descripción clara y breve de los sensores en general, enfatizando al biosensor, 

los elementos que lo componen y los aspectos que se requieren para llevar a cabo el 

desarrollo de este; adicionando los dispositivos de análisis para su valoración.  

 

2.1 Sensor 

 

Un sensor es un dispositivo capaz de detectar cambios físicos o químicos, llamados 

variables de instrumentación como por ejemplo la intensidad de la luz, temperatura, 

presión, magnetismo, humedad, aceleración, torsión, etc. Este debe ser capaz, por sus 

propias características o propiedades, de transformar esa magnitud en una señal física 

medible para que pueda ser interpretada. Por ejemplo una resistencia eléctrica para 

determinar voltaje, un termopar para temperatura, un fototransistor para intensidad de la 

luz, etc. En conclusión un sensor es un dispositivo que traduce un fenómeno físico o 

químico en una señal física medible [33, 34]. 

 

2.1.1 Características de los sensores 

 

Un buen sensor debe de tomar en consideración los aspectos tecnológicos para su 

realización, ya que, con estas características o parámetros, se puede evaluar o juzgar, que 

tan bueno puede ser el sensor desarrollado. Los aspectos a tomar en cuenta son los 

siguientes: 

 

Función de transferencia.- Esta función muestra la relación entre la variable física de 

entrada y la señal eléctrica de salida. Usualmente representada por medio de una gráfica 

que muestra esta relación [35].  
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Sensibilidad.- Es la razón de cambio entre la señal medible de salida y la señal física 

medida. Delimitada por la pendiente de la curva característica y la precisión del sistema de 

medida. Una alta sensibilidad sería si un pequeño cambio físico genera un gran cambio en 

la señal medible [5]. 

 

Rango dinámico.- Es el conjunto de todos los valores posibles que la relación entre la 

entrada física y la señal de salida puede producir, es decir, es la colección de todas las 

salidas posibles de la señal eléctrica [5]. 

 

Alcance (Span).- Es la diferencia algebraica entre los valores superiores e inferiores del 

campo de medida del instrumento, para la señal física de salida [5]. 

 

Repetibilidad.- Es la capacidad del instrumento de medir repetidamente valores idénticos 

de la señal física de salida a un mismo cambio físico de entrada en las mismas condiciones 

y en el mismo sentido de variación, recorriendo todo el campo y en un corto tiempo [24, 5]. 

 

Reproducibilidad.- Es la variación entre las mediciones hechas, cuando miden el mismo 

cambio físico en diferentes tiempos, bajo condiciones de medición que cambian [5]. 

 

Precisión.- Se refiere a qué tan cerca están las mediciones entre ellas (grado de 

concordancia) obtenidas en  mediciones repetidas  de  una  misma  muestra,  o  de muestras 

similares,  bajo  condiciones  específicas.  Estas  condiciones se denominan condiciones de 

repetibilidad o de reproducibilidad; la presión es mayor si los datos están más cercanos a la 

señal física (real) y se expresa numéricamente mediante medidas de dispersión tales como 

la desviación típica, la varianza, el coeficiente  de  variación  bajo  las  condiciones  

especificadas o como la Desviación Estándar Relativa (RSD) [24, 5]. 

 

Exactitud.- Es el margen de error en porcentaje entre la señal física obtenida (valor 

práctico) y la señal física ideal (valor teórico). Así pues, una medición es más exacta cuanto 

más pequeño es el error de medida [24, 5].  
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Ruido.- Es una señal aleatoria añadida a la señal eléctrica de salida, ocasionada por diversas 

causas. Este ruido debe ser minimizado de tal forma, que se pueda depreciar para llevar a 

cabo la medición correcta [24, 5].  

 

Histéresis.- Algunos sensores no entregan el mismo valor de medición cuando la señal 

física varía de forma ascendente o descendente. La diferencia que existe entre estas 

mediciones, en términos del valor medido, se le conoce como error de histéresis [5], este 

error se muestra en la Figura 1. 

 

 
Figura 1. Error de histéresis. 

 

Resolución.- Es la mínima fluctuación del cambio físico de entrada capaz de producir una 

señal física de salida perceptible en el instrumento [5]. 

 

Estabilidad.- Es la capacidad de un instrumento para mantener su comportamiento durante 

su vida útil y de almacenamiento especificadas [5]. 

 

Vida útil.- Tiempo mínimo especificado durante el cual se aplican las características de 

servicio continuo e intermitente del instrumento sin que presente cambios en su 

comportamiento [36].  
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Selectividad.- Es la capacidad de discriminar entre sustancias diferentes, es decir, responder 

exclusivamente a la sustancia que se desea analizar. Sin embargo, en algunas ocasiones se 

aceptan métodos con una pobre especificidad cuando el propósito del análisis es captar 

compuestos similares dentro de un grupo [36]. 

 

Tiempo de respuesta.- Es el tiempo que tarda el instrumento en cambiar su valor de la señal 

medible de salida cuando ocurre un cambio en la señal física de entrada [36]. 

 

Tiempo de recuperación. Es el tiempo mínimo que transcurre antes de que el sensor pueda 

realizar la siguiente muestra, este no debe ser superior a unos minutos [36]. 

 

Linealidad.- Es la capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales, ya 

sea directamente o por medio de una transformación matemática bien definida, a la variable 

física a medir, en un intervalo dado [24, 5]. 

 

Los límites de validación.- Son parámetros de la curva característica, para describir la más 

pequeña concentración de un analito que puede medirse de forma fiable mediante un 

procedimiento analítico [37]. 

 

2.1.2 Clasificación de sensores 

 

Los sensores se pueden clasificar de acuerdo a cuatro aspectos, el primero es según en 

función de su aplicación para determinar ciertos analitos, la siguiente es su principio, es 

decir, la medida bajo el que opera el transductor, el tercero es de acuerdo al despliegue del 

resultado de la medición y el último aspecto es de acuerdo a la energía que requiere para su 

funcionamiento. Para comprender mejor esta clasificación, se presentan en la Tabla 1 

algunos tipos de sensores de acuerdo al aspecto considerado.  
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Tabla 1. Clasificación de sensores [4]. 

Clasificación Sensores 

Aplicación Mecánica (área, volumen, fuerza, presión, etc.), térmica (temperatura, 

calor específico, etc.), eléctrica (voltaje, corriente, frecuencia, etc.), 

magnética (intensidad del campo, permeabilidad, densidad de flujo, 

etc.), radiante (intensidad, fase, transmitancia, reflectancia, etc.) y 

química (concentración, pH, composición, etc.). 

Principio Físico (resistivo, inductivo, termoeléctrico, piezoeléctrico, etc.), 

biológico (transformación bioquímica o física, espectroscopia, etc.) y 

químico (transformación química, procesos electroquímicos, etc.). 

Salida Análoga (la salida varía de forma continua) o digital (la salida varía en 

pasos discretos). 

Energía Activo (requiere la alimentación de una fuente de poder) o pasivo 

(produce su propia energía o utiliza la energía del fenómeno que está 

siendo medido). 

 

2.1.3 Campos de aplicación 

 

Los sensores debido a su aporte científico se han diseñado y desarrollado en casi todos los 

campos de la ciencia, como lo son la agricultura, automotriz, ingeniería civil, comercio, 

energía, seguridad, salud, telecomunicaciones, fabricación, en el espacio, etc. 

 

Algunos ejemplos de estas aplicaciones se pueden encontrar en la literatura, como el 

reportado por J. Gu et al [38], en el cual  por medio de un micro sensor de movimiento, 

puede hacer que un implante ocular, además de verse estéticamente bien, realice el mismo 

movimiento natural, con el que se mueve el otro ojo. En otro trabajo, I. Karubey [39], 

monitorea contaminantes de agua y aire, para el control de agua potable. Otra aplicación de 

sensores en el medio ambiente es la detección de gases peligrosos y toxicidad biología 

presentada en los trabajos de X. Huang [40] y C. Chai [41]. En la industria alimenticia 

existe una variedad de publicaciones acerca de sensores, en el trabajo de D. Melloy [42], 

muestran  un amplio panorama de los sensores utilizados para el análisis de comida como 
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su calidad, su proceso de producción, por medio del análisis de glucosa, fructuosa, lactosa, 

etc. En cuanto al área médica, el trabajo de A. Garinei [43], propuso una matriz de sensor 

capacitivo, con el propósito de medir la distribución de la presión en una membrana de una 

bomba para aplicaciones biomédica, P. Hilditch [44], determino los niveles de glucosa a 

través de la interacción de la glucosa oxidasa con ferroceno y la concentración de α-milasa 

para el diagnóstico de la pancreatitis aguda y crónica. Otro sensor de glucosa fue realizado 

por  C. Henry [45], en el cual presenta el implante de un sensor de glucosa que mide el 

peróxido de hidrógeno producido por la oxidación de la glucosa. 

 

Aunque en la actualidad, existen sensores de todo tipo para las diferentes áreas de 

aplicación, los biosensores se están convirtiendo en una herramienta imprescindible debido 

a sus aplicaciones de diagnóstico médico. 

 

2.2 Biosensor 
 

Como se mencionó anteriormente el biosensor consta de dos elementos, la detección 

biológica y un sistema de transducción Físico-Químico (Ver Figura 2). Es decir, es un 

dispositivo de análisis capaz de determinar la concentración de analito que se encuentra 

dentro de una muestra.  

 
Figura 2. Elementos del sensado de un biosensor [46]. 
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En principio, se puede diseñar un biosensor para cualquier tipo de compuesto que sea capaz 

de interaccionar específicamente con un sistema biológico. Generalmente, el biosensor 

contiene una molécula biológica inmovilizada próxima a un transductor que, en contacto 

con el analito, transformará la señal química producida en una señal eléctrica o de otro tipo 

(óptica, calorimétrica, acústica, etc.) [42, 47]. 

 

El principio de detección de un biosensor se basa en la interacción específica entre el 

compuesto o microorganismo de interés y el elemento de reconocimiento. Como resultado 

de esta unión se produce la variación de una o múltiples propiedades físico-químicas (pH, 

transferencia de electrones, de calor, cambio de potencial, de masa, variación de las 

propiedades ópticas, etc.) que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta 

del elemento de reconocimiento en una señal eléctrica indicativa de la presencia del analito 

sometido a estudio o proporcional a su concentración en la muestra. 

 

2.2.1 Clasificación de los biosensores 

 

Los biosensores  se pueden clasificar atendiendo las siguientes variables, por su tipo de 

interacción, el método utilizado para la detención, el elemento de reconocimiento del 

analito y por último el sistema de transducción [48]. 

 

2.2.1.1 Tipo de interacción 

 

Biocatalítica y bioafinidad, esta clasificación se realiza en función del elemento de 

reconocimiento y del sistema de sensado que da lugar a la señal que se manifiesta durante 

la unión del analito en el sitio de unión. 

 

Los sensores de interacción biocatalítica se basan en la utilización de catalizadores, que son 

elementos que favorecen una reacción química, en la cual a partir de uno o varios sustratos 

se forman uno o varios productos, los cuales crean propiedades medibles, son sistemas in-

situ, constituidos por organelas, células, tejidos, sistemas enzimáticos o multienzimáticos 

de origen animal o vegetal [49]. Por otro lado los sensores de bioafinidad incluyen 
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componentes biológicos, tales como anticuerpos, ácidos nucleicos, colorantes, receptores 

de membrana celular y otros. Estos presentan una gran ventaja en cuanto a sus aplicaciones 

para la detección de residuos de pesticidas, fármacos, virus, agentes microbianos y 

alérgenos en alimentos, se basan en la interacción del analito de interés con el elemento de 

reconocimiento, sin que exista transformación catalítica (no se produce modificación 

química alguna de cualquiera de los elementos que participan en la unión), sino que se 

produce una reacción de equilibrio en la que se forma un complejo analito-receptor [50]. 

 

2.2.1.2 Método de detección 

 

El método de detección puede ser de modo directo o modo indirecto, en el primer caso se 

refiere cuando en la interacción del analito y el elemento de reconocimiento se produce una 

reacción química (proceso termodinámico en el cual una o más sustancias se transforman, 

cambiando su estructura molecular y sus enlaces, en otras sustancias llamadas productos, 

como el óxido de hierro producida al reaccionar el oxígeno del aire con el hierro) y el 

segundo método el modo indirecto es cuando en la interacción obtenemos únicamente un 

compuesto (sustancias pura formadas por 2 o más elementos, como H20, CO2, NaCl, etc.).  

 

2.2.1.3 Elemento de reconocimiento 

 

El elemento de reconocimiento es un evento de vital importancia en el desarrollo de 

biosensores; ya que es el elemento que interactúa con el analito, para llevar a cabo su 

identificación., se vale de células, tejidos, péptidos, enzimas, receptores, anticuerpos, ácido 

nucleicos, carbohidratos, polímeros de impresión molecular (PIM), aptámeros, etc. [51, 52, 

53, 20]. Añadiendo a estos mejoras como la incorporación de nanomateriales que puedan 

incrementar el rendimiento de los sensores y mejorar sus características, tales como la 

selectividad, estabilidad y efectividad.  

 

 

 



DICIS                                                             Universidad de Guanajuato 

 

                                                                                   16 
 

2.2.1.4 Sistema de transducción  

 

El sistema de transducción o transductor es el elemento que convierte las variaciones de las 

propiedades físicas o químicas (producidas por la interacción entre el elemento de 

reconocimiento y el analito en función de la concentración del analito) en una magnitud 

física que puede ser medible, amplificada, almacenada y registrada. La señal generada por 

el transductor en algunos casos no puede ser interpretada directamente y es necesaria la 

utilización de un software para su procesamiento. 

 

Existen varios tipos de transductores, los más comunes son los mecánicos, los 

electroquímicos, los ópticos, los piezoeléctricos y los térmicos [54, 55, 56, 4]. Dependiendo 

de la naturaleza de la interacción que se origina entre el elemento de reconocimiento y el 

analito se puede utilizar un tipo de transductor u otro, ver la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Descripción de transductores [57]. 

Transductores Descripción 

Mecánico Transforma los efectos mecánicos o acústicos. 

Electroquímico Transforma en una señal eléctrica la interacción química entre el 
analito y el electrodo. 

Óptico Transforma los cambios producidos en una señal óptica por la 
interacción de un analito con el receptor. 

Piezoeléctrico 
Transforma un cambio de masa que se da sobre el electrodo 
modificado con materiales con propiedades piezoeléctricas (generan 
un voltaje cuando se deforman). 

Térmico Son capaces de medir el cambio de calor sobre la superficie del 
electrodo. 

 

2.2.2. Aplicaciones de biosensores 

 

Algunas de las aplicaciones de los biosensores en alimentos es la detección de residuos de 

antibióticos β-lactámicos en productos lácteos, la determinación del tiempo de corte del 

coágulo de la leche en la fabricación de queso de cabra,  el monitoreo de la fermentación 

maloláctica, determinante de las características de acidez en vinos [58, 59]. En el área 

médica se han desarrollado biosensores capaces de medir el pH, oxigeno, fructuosa, 
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glucosa, zinc, entre otros [12, 60]. Dentro de la rama de los biosensores, los biosensores 

ópticos, han cobrado gran auge debido a los avances científicos en láseres y fibras ópticas 

de bajo costo, por tal motivo son poderosas alternativas a las técnicas analíticas 

convencionales. 

 

2.2.3 Biosensores de fibra óptica 

 

Los biosensores de fibra óptica son biosensores ópticos basados en técnicas 

espectroscópicas, interferométricas o refractométricas aprovechando las propiedades de 

guiado de la luz, estos biosensores tienen aplicaciones potenciales y de gran ayuda en 

diversas áreas como, en el medio ambiente, vigilancia, seguridad alimentaria, desarrollo de 

medicamentos, médicos y diagnóstico [61, 62]. Debido a simplicidad, durabilidad, 

resistencia en medios agresivos, inmunidad a interferencias electromagnéticas, bajo costo, 

las pequeñas dimensiones físicas, su facilidad para la detección del analito, portabilidad, el 

potencial multi-analítico e interfaz con funciones electrónicas.  

 

Esta particular clase de biosensores se caracteriza por tener una fase sensible, donde se 

inmoviliza un indicador, cuyas propiedades ópticas se cambian en función de la 

concentración de analito presente en la muestra. La señal óptica es guiada a través de una 

fibra óptica hasta un detector, para posteriormente amplificarla y procesarla para su 

interpretación. Los biosensores de fibra óptica son más conocidos dentro de la comunidad 

científica como optrodos (la unión entre las palabras: óptico-electrodo) que optodos [63], 

aunque lingüísticamente incorrecto ya que estos sensores no analizan una señal eléctrica 

como los electrodos, sino óptica.  

 

Ventaja de los optrodos 

 No requieren señal de referencia 

 Posibilidad de aumentar la distancia analito-sensor para su monitoreo 

 Análisis multiparamétrico 

 Terminales sensibles fácilmente intercambiables 

 Utilización de fibras ópticas flexibles y de gran resistencia.  
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Desventaja 

 Interferencia de la luz externa.  

 Lavado o fotodegradación de los indicadores. 

 Tiempos de respuesta, en ocasiones, elevados. 

 Irreversibilidad.  

 Dependencia de la concentración de analito.  

 Interferencias o limitaciones introducidas por la fibra óptica.  

 Dependencia del método de la optoelectrónica del equipo.  

2.3 Instrumentación 

 

La instrumentación es de vital importancia, ya que se combinan distintas ramas, con el 

propósito de analizar, diseñar y automatizar el proceso de manufactura, en este caso el 

biosensor. Para la fabricación del biosensor a desarrollar se consideran cinco aspectos, los 

cuales son:  

 Mecánico (estructura) 

 Electrónico (captura, procesamiento, interfaz, sensado) 

 Óptico (guía de onda, fibra óptica) 

 Químico (proceso de inmovilización, técnica sol-gel ) 

 Caracterización (instrumentos de análisis) 

 

2.3.1 Mecánica 

 

Por la parte de la mecánica, ésta proporciona la elaboración de la estructura del instrumento 

de sensado, la cual nos dan soporte interno y protección externa a otras partes del equipo. 

 

2.3.1.1 Estructura 

 

El instrumento debe poder operar en condiciones muy adversas, características del trabajo 

diario de campo. El diseño le permite resistir el polvo, vibraciones que pudiera recibir 

durante su traslado y tener la capacidad de ser portátil. Para cumplir con la característica de 

ser portable, se tiene que tomar en cuenta que las dimensiones del dispositivo como el peso 
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y volumen deben de ser los mínimos posibles. Además la construcción del instrumento de 

medición debe de conocer las localizaciones de todas las conexiones mecánicas, eléctricas, 

electrónicas, de fluidos, etc., para realizar la distribución de estas de una manera adecuada, 

incluyendo cualquier agujero de montaje. 

  

2.3.2 Electrónica 

 

Los dispositivos electrónicos aportan la parte de la instrumentación, como lo son la fuente 

de luz, el detector, el acondicionamiento de la señal para la amplificación y lo más 

importante la interfaz con el usuario para su manejo [64, 65]. 

 

2.3.2.1 Fuente de luz  

 

Las fuentes de luz son herramientas esenciales en aplicaciones ópticas, de acuerdo a la 

aplicación estas fuentes se caracterizan por su eficacia, consumo, potencia, facilidad de 

manipulación y transporte, entre otras. La elección de la fuente luminosa depende 

fundamentalmente de las propiedades espectroscópicas del analito (en métodos directos) o 

del indicador situado en el terminal sensible (métodos indirectos) y del costo y tamaño del 

dispositivo final [66]. Las fuentes de luz más utilizadas en la fabricación de sensores de 

fibra óptica son: 

 

Las lámparas incandescentes. Generan la radiación electromagnética por efecto Joule, la 

corriente eléctrica es conducida a través de un filamento calentado hasta la incandescencia. 

Son fuentes de baja intensidad, por lo que se utilizan en medidas de absorbancia o 

reflectancia [67]. 

 

Las lámparas de descarga. En este tipo de fuente luminosa la lámpara se llena de un gas 

neutro, generalmente deuterio, mercurio o xenon. Una descarga eléctrica ioniza y excita el 

gas, cuya emisión origina una radiación característica. Tradicionalmente, en medidas de 

fotoluminiscencia se emplean las lámparas de xenon, que generan un espectro continuo en 

el intervalo 250-3000 nm [68].  
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El LASER (light amplification by stimulated emission of radiation) ha sido ampliamente 

utilizado en instrumentación analítica debido a la elevada intensidad (W), naturaleza 

coherente (están en fase temporal y espacial), ondas colimadas (viajan en la misma 

dirección en forma paralela: diámetro del haz constante) y son monocromáticas (estrecho 

ancho de banda; una sola longitud de onda). Las principales limitaciones que presentan 

estos dispositivos son su elevado costo y emisión de luz típicamente por encima de 600 nm. 

Sin embargo, recientemente se han desarrollado novedosos láseres azules y verdes de 

menor costo con los que probablemente aumentará, en un futuro próximo, la aplicación de 

estas fuentes de luz en el campo de los sensores ópticos [69].  

 

El diodo emisor de luz (light-emitting diode, LED) es un componente optoelectrónico, que 

a diferencia del láser su intensidad es menor (mW), no es coherente, ni colimada, pero si 

monocromática aunque su ancho de banda es diez veces mayor [70]. Debido a que el LED 

es la fuente de luz a utilizar, se da una descripción más amplia de cómo funciona. El LED 

trabaja emitiendo una luz cuando un electrón libera energía al descender a un nivel de 

energía más bajo, esta cantidad específica de energía se convierte en un fotón o en luz de 

cierto color (longitud de onda), ver Figura 3.  

 

 
 

Figura 3. Absorción y emisión de luz. 
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Un ejemplo es el LED rojo, el cual trabaja a una longitud de onda de cercana a los 633nm y 

no se ve afectado su funcionamiento a temperatura ambiente, según las curvas 

características presentadas en la Figura 4a y 4b, Intensidad luminosa (Iv) vs Longitud de 

onda (λ) y Corriente (I) vs Temperatura (T), respectivamente.  

 

  
Figura 4. Curvas características: a) λ vs Iv y b) T vs I [71].  

 

Los LEDs presentan ventajas sobre las fuentes de luz incandescente y fluorescente, tales 

como: bajo consumo de energía, mayor tiempo de vida, tamaño reducido, resistencia a las 

vibraciones, reducida emisión de calor, no crean campos magnéticos altos como la 

tecnología de inducción magnética, reducen ruidos en las líneas eléctricas, no les afecta el 

encendido intermitente y, en la mayoría de los colores cuentan con un alto nivel de 

fiabilidad y duración. Con respecto al laser, es más barato, de menor tamaño y potencia 

óptica, la cual es ideal para no dañar el elemento biológico (enzima) del biosensor. Debido 

a todas estas ventajas que ofrecen con respecto a las demás fuentes de luz, se convierte en 

idóneas fuentes de luz para el desarrollo del biosensor. Una vez seleccionada la fuente de 

luz, es necesario utilizar dispositivos electrónicos capaces de detectar  y convertir esta señal 

física en otra señal medible. 
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2.3.2.2 Transductor óptico 

 

El transductor óptico convierte las variaciones de intensidad de la luz (debido a la 

interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito) en una magnitud medible, 

para ser cuantificada.  Este debe tener un amplio intervalo de longitudes de onda, una 

elevada sensibilidad, buena relación señal/ruido, una respuesta constante, tiempo de 

respuesta rápido, entre otras características, a continuación se describen algunos. 

 

Los detectores de fotoconductividad.- Son los detectores utilizados más para el infrarrojo 

cercano (NIR). Están constituidos por semiconductores cuyas resistencias disminuyen 

cuando absorben luz en esa zona del espectro, aunque su intervalo útil de medida puede 

ampliarse con enfriamiento. Estos semiconductores cristalinos están constituidos por 

sulfuros, seleniuros o telúricos de metales como plomo, cadmio, galio e indio, depositados 

sobre unas placas de vidrio o cuarzo que constituyen la célula de medida, cerrada 

herméticamente a vacío [72].  

 

El fotodiodo.- Es un diodo cuyo funcionamiento se realiza por vía óptica, consiste en 

uniones tipo p-n polarizadas inversamente y montadas sobre un chip de silicio. La 

polarización inversa genera una capa de agotamiento que reduce casi a cero la conductancia 

de la unión. Al incidir la luz sobre el circuito integrado se generan huecos y electrones en 

dicha capa, dando lugar a una corriente eléctrica, proporcional a la potencia de la radiación 

electromagnética. Estos detectores, tienen menor sensibilidad pero trabajan en un rango de  

entre 190 nm  a 1100  nm [73]. 

 

La fotorresistencia o resistencia dependiente de la luz (light-dependent resistor, LDR).- Es 

un componente electrónico cuya resistencia cambia con respecto a la intensidad de luz 

incidente. Consiste en una célula de sulfuro de cadmio, altamente estable, encapsulada con 

una resina epoxi transparente, resistente a la humedad. Cuando la LDR no está expuesta a 

radiaciones luminosas los electrones están firmemente unidos en los átomos que la 

conforman pero cuando sobre ella inciden radiaciones luminosas esta energía libera 

electrones con lo cual el material se hace más conductor, y de esta manera disminuye su 
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resistencia. La respuesta espectral es similar a la del ojo humano. Su nivel de resistencia 

aumenta cuando el nivel de luz disminuye [74, 75].  

 

Las aplicaciones más comunes son el control de contraste en televisores y monitores, 

control automático de la iluminación en habitaciones, controles industriales, interruptores, 

etc. Con un rango de sensibilidad de 10 a 100 lux,  la cual se puede calcular de acuerdo a la 

curva característica de la Figura 5, con la  ecuación 2.1. 

 𝑺 = 𝐥𝐨𝐠 𝑹𝟒𝟎−𝐥𝐨𝐠 𝑹𝟏𝟎𝟎𝟎𝐥𝐨𝐠 𝑬𝟏𝟎𝟎−𝐥𝐨𝐠 𝑬𝟏𝟎                                                      [2.1] 

 

Donde R100, R10 son las resistencias a 100 y 10 lux respectivamente, y E100, E10 las 

iluminancias de 100 y 10 lux respectivamente. 

 
Figura 5. Curva características de la fotorresistencia, luminancia vs resistencia [76]. 

 

Una vez vistos los tipos de detectores, considerando que se va a trabajar en la región 

visible, se requiere una buena sensibilidad, el sistema sea portable y lo menos robusto 

posible, se optó por trabajar con la fotorresistencia para el desarrollo del biosensor.  
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Para el proceso de acondicionamiento, la señal obtenida de la interacción analito/enzima 

para su interpretación, se convierte a voltaje por medio del puente de Wheatstone y para la 

obtención de un nivel adecuado de la señal, es necesario amplificarla utilizando un 

amplificador instrumental. 

  

2.3.2.3 Puente de Wheatstone  

 

El puente de Wheatstone es un instrumento de gran precisión que puede operar tanto en 

corriente alterna como continúa, este instrumento puede medir resistencias óhmicas e 

impedancias como bobinas y condensadores [5]. Para determinar el valor de una resistencia 

eléctrica bastaría con colocar entre sus extremos un diferencial de potencia y medir la 

intensidad que pasa por ella, aplicando la ley de Ohm. Esta herramienta permite realizar 

mediciones con una precisión de resistencia con décimas de Ohms.  En la Figura 6 se puede 

ver el esquemático de un puente de Wheatstone, el cual consiste de cuatro ramas resistivas, 

una fuente de alimentación y un detector de corriente como el galvanómetro. 

 

 
Figura 6. Puente de Wheatstone. 

 

Para realizar el análisis del circuito, se consideran que todas las ramas están formadas por 

elementos resistivos (R1, R2, R3, R4 y R5) y las corrientes circulantes (I1, I2e I3) como se 

indican en la Figura 7.  

 



DICIS                                                             Universidad de Guanajuato 

 

                                                                                   25 
 

 
Figura 7. Diagrama para análisis de puente de Wheatstone. 

 

Aplicando las dos leyes de Kirchhoff simultáneamente, se obtienen las siguientes 

expresiones: 𝑉 − 𝑅1(𝐼1 − 𝐼2) − 𝑅3(𝐼1 − 𝐼3) = 0                                   [2.2] 𝑅2𝐼2 + 𝑅5(𝐼2 − 𝐼3) + 𝑅1(𝐼2 − 𝐼1) = 0                                 [2.3] 𝑅4𝐼3 + 𝑅3(𝐼3 − 𝐼1) + 𝑅5(𝐼3 − 𝐼2) = 0                                 [2.4] 

 

Resolviendo para las corrientes I2 e I3, utilizando la regla de Cramer, tenemos que: 

 𝐼2 = 𝑉⌊𝑅1(𝑅3+𝑅4+𝑅5)+𝑅3𝑅5⌋∆                                             [2.5] 𝐼3 = 𝑉⌊𝑅3(𝑅2+𝑅5+𝑅1)+𝑅1𝑅5⌋∆                                             [2.6] 

Dado que el puente debe de estar en equilibrio, la corriente que circula por la resistencia R5 

debe ser nula, para lograr esto I2 tiene que ser igual a I3. Por lo tanto igualando y 

reduciendo algebraicamente, las ecuaciones anteriores de I2 y I3. Encontramos que:  

 𝑉⌊𝑅1(𝑅3+𝑅4+𝑅5)+𝑅3𝑅5⌋∆ = 𝑉⌊𝑅3(𝑅2+𝑅5+𝑅1)+𝑅1𝑅5⌋∆                              [2.7] 𝑅1(𝑅3 + 𝑅4 + 𝑅5) + 𝑅3𝑅5 = 𝑅3(𝑅2 + 𝑅5 + 𝑅1) + 𝑅1𝑅5                  [2.8] 𝑅1𝑅4 = 𝑅2𝑅3                                                    [2.9] 𝑅1𝑅2 = 𝑅3𝑅4                                                         [2.10] 

 

Como se puede observar, independientemente de la tensión aplicada, la relación que existe 

entre las resistencias no cambia. Si las resistencias de las ramas del puente cumplen la 
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proporción indicada en la última ecuación, se dice que el puente está en equilibrio, es decir,  

los potenciales en los puntos B y C son iguales. Si alguna de las resistencias cambia de 

valor (fotorresistencia), los potenciales se verán afectados, interpretando este cambio  de 

resistencia proporcional a la diferencia de voltajes entre el punto B y C.  

 

2.3.2.4 Amplificador de instrumentación 

 

El amplificador operacional (A.O.) es un dispositivo electrónico capaz de aumentar señales 

muy débiles. Este dispositivo tiene dos entradas y una salida. La salida es la diferencia de 

las dos entradas multiplicada por un factor G llamado ganancia. Inicialmente los 

amplificadores operacionales se empleaban para operaciones matemáticas (suma, resta, 

multiplicación, división, integración, derivación, etc.) en calculadoras analógicas, de ahí su 

nombre. Los amplificadores operacionales son circuitos integrados de gran aceptación por 

su diversidad, alto rendimiento y buen nivel de desempeño. Las características de un 

amplificador operacional ideal son: 

 

 La ganancia en lazo abierto debe ser muy alta, idealmente infinito. 

 Su impedancia de entrada debe ser alta, idealmente infinita. 

 Su impedancia de salida debe ser baja (idealmente cero). 

 

De estas características se desprenden dos reglas de suma importancia dentro del análisis de 

circuitos con amplificadores operacionales. Como primera regla, un amplificador 

retroalimentado el voltaje de entrada diferencial es igual a cero y como segunda regla, la 

corriente de entrada del amplificador operacional ideal es igual a cero. 

 

Con base en estas dos reglas se puede examinar las diferentes configuraciones de 

amplificadores operacionales, que se encuentran dentro de dispositivos electrónicos 

avanzados. Uno de estos es el amplificador de instrumentación, el cual su uso es común 

principalmente para amplificar señales diferenciales muy pequeñas en muchos procesos 

industriales, medición y aplicaciones médicas. 
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Un amplificador de instrumentación es un amplificador diferencial creado a partir de 

amplificadores operacionales, cuya ganancia puede establecerse de forma muy precisa y 

que ha sido optimizado para que opere de acuerdo a sus propias especificaciones aún en un 

entorno hostil. Está diseñado para tener una alta impedancia de entrada y una alta razón de 

rechazo al modo común. La operación que realiza es la resta de sus dos entradas 

multiplicada por un factor. La configuración más utilizada como amplificador de 

instrumentación, está constituida por tres amplificadores operacionales y se suele dividir en 

dos etapas principales: Etapa pre-amplificación y Etapa diferencial (ver Figura 8). 

 

 
Figura 8. Diagrama interno de un amplificador de instrumentación. 

 

La primera etapa es de pre-amplificación, esta aumenta la impedancia de entrada del 

conjunto y gracias a su configuración no-inversora, iguala la impedancia del circuito a la 

del A.O. Analizando esta parte del circuito y suponiendo que los amplificadores 

operacionales son ideales, se obtienen las siguientes expresiones:    

 𝐼1 = 𝑉1−𝑉𝑎𝑅1                                                              [2.11] 𝐼2 = 𝑉2−𝑉1𝑅𝐺                                                              [2.12] 𝐼3 = 𝑉𝑏−𝑉2𝑅1                                                              [2.13]
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Donde I1 es la corriente generada entre V1 (señal de entrada) y Va (voltaje de salida del 

primer amplificador), I2 es la corriente generada entre V2 (señal de referencia) y V1; e I3 es 

la corriente entre Vb (voltaje de salida del segundo amplificador) y V2. Aplicando tanto las 

reglas de los amplificadores operacionales, como las leyes de Kirchhoff para las corrientes, 

se tiene que: 𝐼1 = 𝐼2 = 𝐼3                                                            [2.14] 

De manera que: 𝑉1−𝑉𝑎𝑅1 = 𝑉2−𝑉1𝑅𝐺 = 𝑉𝑏−𝑉2𝑅1                                                     [2.15] 

 

Resolviendo la ecuación para Va y Vb en función de V1 y V2, además de restar ambas 

expresiones, se obtiene: 𝑉𝑏 − 𝑉𝑎 = (𝑉2 − 𝑉1) (1 + 2𝑅1𝑅𝐺 )                                          [2.16] 

 

Observar que el paréntesis representa la ganancia diferencial de la etapa pre-amplificadora, 

y que, variando la resistencia de ganancia RG, se puede variar la ganancia. La segunda etapa 

es un circuito diferencial, aplicando las leyes de Kirchoff para su análisis, se obtienen las 

expresiones de las siguientes corrientes: 𝐼4 = 𝑉𝑎−𝑉𝑑𝑅2                                                            [2.17] 𝐼5 = 𝑉𝑑−𝑉𝑜𝑢𝑡𝑅3                                                         [2.18] 𝐼6 = 𝑉𝑏−𝑉𝑑𝑅2                                                            [2.19] 𝐼7 = 𝑉𝑑−0𝑅3                                                              [2.20] 

 

Donde Vd es el voltaje de entrada del tercer amplificador y Vout el voltaje de salida del 

amplificador instrumental. Aplicando tanto las reglas de los amplificadores operacionales, 

como las leyes de Kirchoff para las corrientes, se tiene que: 𝐼4 = 𝐼5                                                          [2.21] 𝐼6 = 𝐼7                                                          [2.22] 
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De manera que dichas ecuaciones se pueden escribir de la siguiente forma: 𝑉𝑎−𝑉𝑑𝑅2 = 𝑉𝑑−𝑉𝑜𝑢𝑡𝑅3                                                    [2.23] 𝑉𝑏−𝑉𝑑𝑅2 = 𝑉𝑑−0𝑅3                                                        [2.24] 

 

Se despeja Vout de la primera expresión y Vd de la segunda, sustituyendo en la primera.  

 𝑉𝑜𝑢𝑡 = 𝑅3𝑅2 (𝑉𝑏 − 𝑉𝑎)                                                 [2.25] 

Por último, se sustituye la expresión (Vb-Va) conseguida en la etapa pre-amplificadora en la 

ecuación anterior: 𝑉𝑜𝑢𝑡 = 𝑅3𝑅2 (𝑉2 − 𝑉1) (1 + 2𝑅1𝑅𝐺 )                                         [2.26] 

 

Observar que con RG se puede ajustar la ganancia. Aun así, hay que tener en cuenta que el 

ajuste no es lineal, ya que RG está en el denominador. 

 

Por otra parte, ante las exigencias de medida que imponen los sensores, estos circuitos 

deben cumplir los siguientes requisitos generales: 

 

 Ganancia: seleccionable, estable y lineal. 

 Entrada diferencial: con una alta razón de rechazo al modo común. 

 Error despreciable debido a las corrientes y tensiones de offset. 

 Impedancia de entrada alta. 

 Impedancia de salida baja. 

 

Dadas estas características, estos dispositivos se emplean en aparatos que trabajan con 

señales muy débiles, tales como equipos médicos (por ejemplo, el electrocardiógrafo), 

además, se utilizan para minimizar el error de medida, como parte de circuitos para 

proporcionar alimentación a corriente constante, en fuentes de alimentación, adquisición de 

datos y por supuesto para acondicionar la señal de salida de un puente de Wheatstone. 
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2.3.2.5 Procesamiento e interfaz 

 

La mayoría de los instrumentos biomédicos son dispositivos electrónicos y por lo tanto 

deben tener algún tipo de señal eléctrica como entrada. En otros casos, se utilizará un 

transductor para convertir un estímulo o parámetro físico no eléctrico, tal como fuerza, 

presión, temperatura, etc. a una señal eléctrica analógica proporcional al valor o magnitud 

del parámetro o estímulo original. Para procesar estas señales analógicas por medios 

digitales es necesario convertirlas a un formato digital es decir,  utilizar un convertidor 

analógico digital (analog-to-digital converter, ADC). 

 

Un convertidor ADC es un dispositivo electrónico capaz de convertir una señal analógica, 

ya sea de tensión o corriente, en una señal digital mediante un cuantificador y 

codificándose en muchos casos en un código binario en particular. Donde cada valor 

numérico binario hace corresponder a un solo valor de tensión o corriente. En la 

cuantificación de la señal se produce pérdida de la información que no puede ser 

recuperada en el proceso inverso, es decir, en la conversión de señal digital a analógica y 

esto es debido a que se truncan los valores entre niveles de cuantificación, mientras mayor 

cantidad de bits mayor resolución y por lo tanto menor información pérdida. Para evitar las 

pérdidas se requiere aumenta la resolución del convertidor. Ya que la resolución es el 

número de bits a utilizar para convertir una señal análoga a una digital, por ejemplo si se 

tiene un convertidor con una resolución de 3 bits, tenemos 23=8 divisiones, si se requiere 

mejorar la resolución se utilizará un convertidor análogo a digital de 16 bits, donde los 16 

bits significarán 216=65536 divisiones. 

 

La resolución y el rango de medición del dispositivo determinan cual es el cambio mínimo 

detectable en la señal de entrada. El error de incertidumbre se define como el cambio 

mínimo detectable, este se puede calcular con la ecuación 1.27. Entre más pequeño sea el 

error de incertidumbre, más exactas son las medidas tomadas. 

 𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 = 𝑅𝑎𝑛𝑔𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜2𝑟𝑒𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛                                        [2.27] 
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Para realizar la interfaz entre este y el usuario una vez obtenida la digitalización del 

instrumento de medición es necesario, se requiere de una pantalla. La pantalla de cristal 

líquido (liquid crystal display, LCD) es una pantalla delgada y plana formada por un 

número de píxeles en color o monocromos colocados delante de una fuente de luz o 

reflectora, que muestran información o datos de manera muy clara. A menudo se utilizan en 

dispositivos electrónicos de pilas, ya que utiliza cantidades muy pequeñas de energía 

eléctrica, como los celulares u ordenadores palm (interfaz gráfica de pantalla táctil), GPS 

(sistema de posicionamiento global), y en muchos otros aparatos electrónicos como los 

electrodomésticos o pequeños dispositivos electrónicos portátiles. 

 

2.3.3 Óptica 

 

La óptica, es la rama de la física que se encarga de analizar las características y las propiedades 

de la luz, es decir, la ciencia que estudia los orígenes, la propagación y la detección de la luz,  

proporcionara el estudio del comportamiento del biosensor de acuerdo a una de sus 

propiedades ópticas. Los biosensores de fibra óptica se basan en los fenómenos físicos que 

produce la interacción de la luz sobre un material, como son la transmitancia, reflectancia, 

dispersión, fluorescencia, etc., ver Figura 9. 

 

 
Figura 9. Propiedades ópticas de la luz. 
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2.3.3.1 Propiedades ópticas de la materia 

 

Las propiedades ópticas de la materia tienen que ver con los cambios que sufre la 

propagación de la luz cuando incide o se propaga a través. Algunos de los fenómenos que 

son estudiados por la óptica, se explican brevemente a continuación:    

 

Reflexión.- Es el cambio que se produce en la dirección de propagación de un rayo de luz, 

cuando incide en la interface que separa a dos medios, lo que hace que se regrese al medio 

inicial. Es decir es el ángulo de reflexión formado por el rayo reflejado y la normal, 

expresándose en grados [77, 78, 79]. 

 

Refracción.- Es la alteración de dirección cuando un rayo de luz deja un medio y pasa a 

otro con diferente índice de refracción, originando el cambio de velocidad de propagación 

de la onda. Es decir, es el ángulo de refracción formado por el rayo refractado y la normal,  

expresándose en grados [80, 81].  

 

Difracción.- Es un fenómeno característico de las ondas que se basa en la desviación de 

estás al encontrar un obstáculo o al atravesar una rendija, expresa en candela [82, 83]. 

 

Luminiscencia.- Es la propiedad que tienen ciertos cuerpos de emitir luz tras haber 

absorbido energía de otra radiación (principalmente ultravioleta) sin elevar su temperatura 

[84, 85, 86]. Es decir, es el flujo luminoso por metro cuadrado (lux). La fluorescencia o 

fosforescencia son un tipo de luminiscencia que poseen algunas sustancias, al reflejar la luz 

con mayor longitud de onda que la luz de la fuente de excitación luminosa recibida [87]. 

Según el estado energético de la desactivación de electrones donde se emita el fotón de luz, 

es fluorescencia o bien fosforescencia (Los tiempos de permanencia de la molécula en el 

estado excitado son mucho mayores en este). Si la especie excitada se forma en el 

transcurso de una reacción química el fenómeno se conoce como quimio o 

bioluminiscencia [88, 89, 90].  

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Velocidad
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Índice de refracción.- Es la relación entre la velocidad de propagación de la onda en un 

medio de referencia y su velocidad en el medio del que se trate (n=c/v). Es siempre 

adimensional y mayor que la unidad, expresada como constante característica de cada 

medio [27, 91, 92]. 

 

La transmitancia (%T).- Es la fracción del rayo de luz incidente transmitida fuera de la 

solución (%T=(I/I0)*100), es decir, es la cantidad de luz que atraviesa la muestra y se 

expresa en % de transmitancia [93, 25, 94].  

 

La absorbancia (A).- Es la cantidad de luz absorbida por una muestra y se define como la 

relación logarítmica entre la intensidad de la luz que incide sobre una muestra y la 

intensidad de esa misma luz que es transmitida a través de esa muestra, es decir, es la 

cantidad de luz que permanece dentro de la muestra y se expresa como una razón (ley de 

Lambert Beer, A= log(Io/I) = -log(T)). 

 

Debido a que la interacción que ocurre entre al analito y la enzima de reconocimiento, 

generan un cromógeno con la propiedad óptica de absorber en el espectro visible. Para fines 

prácticos la concentración del analito se determina vía porcentaje de transmitancia. La cual 

se medirá por medio de la espectroscopia de absorción o transmitancia. 

 

La espectroscopia de transmitancia o absorción es un método que mide la intensidad de luz 

después de haber sido transmitida a través de un medio, en cualquier estado gaseoso, 

líquido o sólido [95]. No existen los medios perfectamente transparentes que permitan a la 

radiación electromagnética pasar a través de ellos sin ningún tipo de interacción. A parte de 

las posibles dispersiones que puede sufrir la luz, la materia absorbe energía de alguna zona 

del espectro dependiendo de la naturaleza del medio transmisor [96]. El empleo de fibras 

ópticas hizo posible que varios fenómenos ópticos distintos pudieran combinarse para la 

transducción de la señal proveniente del elemento de reconocimiento, dando lugar a los 

denominados optrodos. Los sensores de fibra óptica utilizan a menudo los métodos 

luminiscentes debido a la gran sensibilidad y selectividad pero ya que están limitados a un 

número de especies capaces de emitir luminiscencia, los basados en absorción de luz son 
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más utilizados [97]. En la  Figura 10 se muestra la forma en la que se mide la absorbancia y 

la luminiscencia, con respecto a la colocación de la fuente de luz y el detector. 

 
Figura 10. Forma de medir absorbancia y luminiscencia. 

2.3.3.2 Guía de onda 
 

Una guía de onda es cualquier estructura física que guía ondas electromagnéticas (luz 

visible, ondas de radio, televisión, telefonía, etc). Las guías de onda se basan en el 

confinamiento de la luz, efecto que se logra mediante el uso de dos medios con índice de 

refracción diferente. El medio con índice de refracción mayor (núcleo) se embebe en el 

medio con índice de refracción menor (revestimiento o cubierta); la luz queda confinada en 

el medio el núcleo debido a reflexión total interna [98]. La geometría de las guías de onda 

puede ser plana (slab, strip) o cilíndrica, siendo esta última la más utilizada (fibras ópticas), 

ver la Figura 11.   

 
Figura 11. Guía de ondas ópticas. 

Las aplicaciones de este tipo de elementos van desde el desarrollo de sistemas que permitan 

llevar la luz a lugares de difícil acceso, hasta el desarrollo de dispositivos ópticos 

miniaturizados (sensores) y opto electrónicos que requieran confinar un haz de luz para 
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realizar una función definida.  De acuerdo al concepto anterior, podemos definir las fibras 

ópticas como guías de ondas cilíndricas (ver Figura 12).  

 

 
Figura 12. Fibra Óptica. 

La principal ventaja de las guías cilíndricas a las planas es que tiene dos dimensiones. Por 

lo cual realizaremos los optrodos con esta guía cilíndrica, ya que además mediante análisis 

de óptica de rayos se puede obtener las condiciones bajo las cuales se propaga un haz de luz 

dentro de una fibra óptica. Como en las guías de onda dieléctricas, la condición de 

propagación se establece mediante la reflexión total interna. Así, en los optrodos puede 

llegar a éste a través de una única fibra, una fibra doble o un haz de fibras [99], ver 

configuraciones en la Figura 13. Debido a que el análisis es vía espectroscopia de absorción 

utilizaremos la configuración de fibra única con sentido único. 

 

 
Figura 13. Configuración de fibra óptica terminal de optrodos. 
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2.3.4 Química 

 

Los procesos químicos son operaciones químicas o físicas que derivan en la modificación 

de una sustancia, a partir de un cambio de estado, de composición o de otras condiciones. 

Obteniendo al final otra sustancia cuyas propiedades o funcionalidad, han cambiado. Un 

proceso químico dentro del biosensor a desarrollar es el método de inmovilización de las 

enzimas de colesterol dentro de una membrana, por medio del proceso sol-gel. El cual es 

inerte, característica importante para no afectar el principal proceso químico, que es la 

interacción de la enzima inmovilizada con el analito, proceso en el cual las propiedades 

ópticas cambien y con ello se puede realizar la cuantificación del analito. 

 

2.3.4.1 Proceso de inmovilización 
 

Este proceso consiste en el confinamiento físico de una enzima o célula en una determinada 

región (soporte/matriz) no esencial para su actividad, de manera que se retiene su actividad 

catalítica y pueda reutilizarse continuamente. Un soporte para inmovilización debe tener la 

mayoría de las siguientes propiedades: 

o Elevada resistencia mecánica, química y biológica 

o Insolubilidad 

o Hidrofilicidad 

o Elevada razón área/volumen 

o Regenerabilidad 

o Bajo costo 

 

Los tipos de soporte para realizar el confinamiento del elemento biológico son: 

 

Inorgánicos.- Los soportes inorgánicos tienen mayor resistencia, mayor regenerabilidad y 

propiedades físicas controlables (porosidad). 

 Naturales (arcillas como la bentonita, piedra pómez, sílice, etc.) 

 Materiales manufacturados (óxidos de metales, vidrio de tamaño de poro 

controlado, vidrio no poroso, alúmina, cerámicas, gel de sílice, etc.) 
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Orgánicos.- Estos soportes presentan buena relación área/volumen, flexibilidad en su 

configuración y bajo costo en algunos casos.  

 

 Polímeros naturales 

 polisacáridos (almidón, dextranos, agar-agar, agarosa, alginatos, quitina, 

chitosan, etc). 

 proteínas fibrosas (colágeno, queratina, etc). 

 Biologicos (celulosa, quitosano, etc.) 

 

 Polímeros sintéticos: divididos en: 

 Poliolefinas (como el poliestireno) 

 Polímeros acrílicos (poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc.) 

 Otros tipos (alcohol polivinílico, poliamidas, etc). 

 

Para llevar a cabo la inmovilización, se tiene que tomar en cuenta los siguientes aspectos: 

Costo de la enzima, Grado de purificación requerido de la enzima, costo del proceso, 

estabilidad de la enzima, efectos de inhibición y envenenamiento.  

 

Las ventajas que otorga este tipo de proceso se pueden destacar  el aumento de la 

estabilidad de la enzima, la posible reutilización del derivado, el cual disminuye los costos, 

uso repetitivo del catalizador, alta estabilidad y resistencia al esfuerzo cortante y a la 

contaminación. Sin embargo también tiene su parte de inconvenientes como la alteración de 

la conformación de la enzima, la gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde 

pueden existir distintas fracciones de proteínas inmovilizadas con un diferente número de 

uniones al soporte, pérdida de actividad de la enzima durante la etapa de inmovilización.  

Para el desarrollo del biosensor, puesto que se trabajara con la guía de onda cilíndrica (fibra 

óptica) esta misma servirá como soporte, además de proporcionar flexibilidad y bajo costo. 
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2.3.4.2 Métodos de inmovilización 

 

La inmovilización del material biológico es un proceso mediante el que se confina el 

bioreceptor (elemento biológico que interactúan con moléculas o productos para producir 

cambios en la función del organismo) sobre el optrodo, para dar formas solubles que 

retienen su actividad. Es el proceso más importante en la construcción del biosensor, ya que 

las características de sensibilidad y tiempo de vida dependen del método utilizado. 

  

En general, los métodos de inmovilización para elementos biológicos, se clasifican en dos 

grandes grupos; Retención física (atrapamiento, encapsulamiento) y unión química 

(adsorción, unión covalente y entrecruzamiento), ver Figura 14. Los de retención física en 

principio son reversibles y unen el soporte al indicador a través de fuerzas electrostáticas, 

de Van der Waals, interacciones hidrofóbicas, etc.  Y en los de retención química  la unión 

soporte e indicador es por medio de enlaces moleculares, lo cual los hace más idóneos para 

la elaboración de optrodos. Sin embargo, los reactivos y las matrices poliméricas no 

siempre poseen en su estructura grupos funcionales que faciliten el enlace [100, 101].  

 

 
Figura 14. Métodos de inmovilización. 

 

A continuación se realiza breve explicación de las técnicas convencionales para la 

inmovilización de bioreceptores.  
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El método de inmovilización de adsorción.- Es un proceso por el cual átomos, iones o 

moléculas son atrapados o retenidos en la superficie de un material (interfase). La adsorción 

es el proceso mediante el cual un sólido poroso (a nivel microscópico) es capaz de retener 

partículas de un fluido o gas en su superficie tras entrar en contacto con éste, sin existir una 

penetración física de una fase en la otra. Existen dos tipos la adsorción, física (fuerzas de 

van der Waalls, ∆H~ 20 KJ/mol, reversible, formación de multicapas) y química (atracción 

entre iones opuestos o covalentes, ∆H~ 200 KJ/mol, irreversible formación de monocapas) 

[102]. Esta técnica es de fácil preparación, bajo costo, tiene el inconveniente de que los 

derivados obtenidos son poco estables desde el punto de vista mecánica, la unión al soporte 

es débil y sólo se puede monitorear la reacción en periodos cortos. También tiene una alta 

tasa de fuga del biocatalizador, enlace inestable, no es posible controlar lo anterior y por lo 

tanto tiene un índice de reproducibilidad bajo.  

 

La adsorción se define como un fenómeno superficial que involucra la acumulación de una 

sustancia en una superficie o interface. Las fuerzas intermoleculares desequilibradas que 

existen en la superficie de un sólido como el carbón activado, provocan la atracción o 

repulsión de las moléculas que se encuentran en la interfase entre una solución líquida y la 

superficie de un sólido. De esta forma las moléculas que tienen cierta afinidad por el sólido 

se acumulan en la superficie del sólido y a este fenómeno se le conoce como adsorción. 

La adsorción física es un fenómeno reversible, que resulta de las fuerzas intermoleculares 

de atracción débiles tipo Van der Waals entre los complejos de la superficie del sólido y las 

moléculas del compuesto que se adsorbe (adsorbato). Las moléculas no se adsorben sobre 

un sitio específico en la superficie y se pueden mover libremente en la interfase. Esta 

adsorción ocurre a bajas temperaturas y se caracteriza por ser exotérmica con un calor de 

adsorción muy similar al calor latente de condensación/evaporación. 

 

La adsorción química se debe a una interacción química entre los complejos superficiales 

específicos del adsorbente y las moléculas del adsorbato, se caracteriza porque 

generalmente ocurre a altas temperaturas (>200°C); involucra enlaces químicos y por lo 

general, es irreversible; el calor de adsorción es alto y muy similar al calor de una reacción 

http://es.wikipedia.org/wiki/Transici%C3%B3n_de_fase
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ion
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
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química. Además, este tipo de adsorción es muy específica ya que ocurre solamente sobre 

cierto tipo de sitios activos de la superficie del adsorbente.   

 

Los principales factores que influyen en la adsorción, son: 

 El pH del medio: controla el número y la naturaleza de las cargas que presenta la 
superficie de la proteína y del sólido. 

 La fuerza iónica: al aumentar la fuerza iónica se produce la desorción de la enzima, 
ya que los iones inorgánicos se unen con más fuerza al soporte que la proteína; 

 El diámetro de poro: debe ser aproximadamente dos veces el tamaño del eje mayor 
de la enzima; 

 La presencia de iones que actúen como cofactores de la enzima, ya que pueden 
incrementar la carga enzimática del derivado. 

 

La técnica de atrapamiento.- Se basa en la retención física de la enzima en las cavidades 

interiores de una matriz sólida porosa constituida generalmente por pre-polímeros o 

polímeros del tipo poliacrilamida, colágeno, etc. El proceso de inmovilización se lleva a 

cabo mediante la suspensión de la enzima en una solución del monómero. Seguidamente se 

inicia la polimerización por un cambio de temperatura o mediante la adición de un reactivo 

químico. El atrapamiento puede ser en geles o en fibras. Esta inmovilización es sencilla, 

requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos, además, la enzima no 

sufre ninguna alteración en su estructura. Sin embargo, este proceso requiere un control 

riguroso de las condiciones de polimerización, para que el tamaño del poro sea 

suficientemente grande para permitir la entrada del analito pero sin que se produzca el 

lavado de la sonda, así como la baja reproducibilidad en la fabricación de los terminales. 

 

La inmovilización por unión covalente.- Consiste en el entrecruzamiento de la enzima y 

el material del soporte produciendo un enlace fuerte y estable. La unión es normalmente 

formada entre los grupos funcionales presentes en la superficie del soporte y los grupos 

funcionales pertenecientes a los residuos de aminoácidos en la superficie de la enzima. Los 

más empleados para la formación de enlaces con el soporte son principalmente la lisina, la 

cisteína, la tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptófano, la arginina 
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y el ácido aspártico y glutámico. El resto de aminoácidos, debido a su carácter hidrófobo, 

no se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden 

intervenir en la unión covalente. Este método tiene la ventaja de que la manipulación de los 

derivados inmovilizados es la forma más adecuada y sencilla para evitar el lavado de la 

sonda, es decir, la carga de enzima permanece constante después de la inmovilización.  

 

Esta inmovilización también presenta una serie de inconvenientes, como es conocer la 

densidad de grupos activos por unidad de superficie, ya que condiciona el número de 

uniones enzima-soporte y su geometría, que puede ser distorsionante y conducir a 

derivados inactivos,  el proceso de inmovilización puede alterar la estructura del centro 

activo y por último la inmovilización covalente no es aconsejable en aquellas enzimas muy 

sensibles a cambios de pH, fuerza iónica, etc. Esta unión requiere la presencia de grupos 

funcionales adecuados en el polímero inmovilizador como en el indicador, por lo que no 

siempre es factible.  

 

La inmovilización por medio del entrecruzamiento o reticulado (cross-linking).- Se 

debe a la formación de una gran estructura tridimensional compleja entre las mismas 

moléculas de la enzima por medios físicos o químicos. Por lo general en los métodos 

químicos se forman enlaces de unión covalente empleando ciertos agentes como el 

glutaraldehído, ácido dicarboxílico, etc. Por métodos físicos se utilizan agentes floculantes 

como poliaminas, polietilenamina, sulfonatos de poliestireno, fosfatos, etc. El resultado del 

reticulado son enzimas con enlaces intermoleculares irreversibles capaces de resistir 

condiciones extremas de pH y temperatura.  

 

Las aplicaciones más importantes de las enzimas inmovilizadas se pueden clasificar en: 

 Aplicaciones analíticas: biosensores 

 Aplicaciones médicas: tratamientos con enzimas inmovilizadas 

 Aplicaciones industriales: en la industria química, farmacéutica, alimentaria y de 

tratamiento de residuos. 
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En la Tabla 3, se puede apreciar algunos ejemplos de los distintos métodos de 

inmovilización en biosensores. De entre todas estas variedades de técnicas de 

inmovilización empleadas,  usaremos el método de sol-gel dado que tiene la ventaja de que 

es un material que tiene gran estabilidad, es decir, no cambia o no se deteriora. Tiene una 

alta no toxicidad, ya que es un material poroso permite la incorporación del elemento 

biológico. 

 

Tabla 3. Ejemplos de métodos de inmovilización 

Método Ejemplo Referencias  

Atrapamiento Avidin/streptavidin, oligonucleótidos-protein 
fusions, materiales biocatalíticos, 
silicones/silicatos/sol-gel 

[21] [103] [104] 

[8] [105] 

Encapsulación Geles poliméricos, liposomas, otras bicapas [106] [107] [108] 

Adsorción Intercambio iónico, hidrofobicidad 
[109] [110] [111] 

[112] 

Unión covalente Glutaraldehido, ácidos cíclicos, Carbodimidas 
[113] [114] [115] 

 
 

Entrecruzamiento Hydrogel, polímeros de geles [116] [117] [11] 

 

Una vez realizada la inmovilización esta puede ocasionar cambios significativos en el 

comportamiento de las enzimas, es decir, la actividad de la enzima puede disminuir e 

incluso perderse por diversas razones. Uno de estos cambios se ve alterado por factores de 

tipo difusión (proceso físico irreversible), estérico (impedimento de una reacción química 

debido a una molécula) y del entorno, debido a los componentes que intervienen en el 

proceso catalítico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores, activadores, etc.). Por 

ejemplo la unión al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro activo 

está impedido, los grupos reactivos del soporte reaccionan con algún aminoácido que forme 

parte del centro activo o que sea esencial para la actividad catalítica de la enzima, la 

inmovilización puede originar un cambio estructural que da lugar a una forma inactiva,  las 

condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalización o desactivación de la 

enzima.  
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La técnica de inmovilización implementada es la de atrapamiento, debido a que la retención 

física no altera la estructura de la enzima a encapsular, se puede atrapar en soportes como la 

fibra óptica y además la matriz generada es porosa, con lo cual se logra la interacción del 

analito y el elemento de reconocimiento.  

2.3.4.3 Técnica sol-gel 
 

Uno de los métodos de inmovilización más utilizados para la construcción de optrodos en 

los últimos años es el de sol-gel. Estos vidrios porosos de sílice, obtenidos  a partir de la 

hidrólisis y condensación de tetraalcoxisilanos (Si(OR)4) en disoluciones hidroalcohólicas, 

permiten el atrapamiento en su interior de moléculas indicadoras [118, 119]. 

 

La técnica sol-gel se dio a conocer en1846, por Ebelmen con la síntesis de gel de sílice 

[120]. Posteriormente en 1864 Graham funda la ciencia de los coloides [121]. El estudio de 

soles cerámicos coloidales se incrementó, estudiando los factores que influyen en su 

formación. En 1931, el secado hipercrítico para la obtención de aerogeles es introducido 

por Kistler [122]. En 1956 el tamaño de partícula pudo controlarse a través de sales 

inorgánicas [123]. Desde 1970, el número de publicaciones en geles y coloides, aumentó 

debido al interés en aplicaciones de cerámicos de alta tecnología, hasta llegar al uso de la 

técnica sol-gel para la creación de biosensores. 

 

Avances recientes en la tecnología de cerámicas han hecho posible moldear la sílice y otros 

óxidos metálicos a temperatura ambiente, mediante la técnica sol-gel, y además, se ha 

demostrado la posibilidad de atrapar compuestos orgánicos en matrices inorgánicas al 

introducir el compuesto deseado con los precursores del sol-gel [124]. Esta técnica se ha 

extendido también a compuestos biológicos.  

 

La técnica sol-gel permite la síntesis de cerámicas homogéneas tanto de grano fino como de 

grano grueso y ofrece control de pureza química y cristalina [125]. Dicho proceso también 

permite, a partir del gel, la preparación de productos en diversas formas físicas tales como 

fibras ópticas, revestimientos, aislamiento térmico, sensores químicos, membranas de 

cerámica, abrasivos, selladores y rellenos dentales [126]. Ver Figura 15.  
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Figura 15. Técnica sol-gel para sintetizar diferentes productos. 

 

Este método de inmovilización tiene los siguientes beneficios o ventajas: 

 Bajo costo  

 Baja temperatura de proceso  

 Control de heterogeneidad, sobre impurezas y de cristalinidad  

 Preparación de cerámicas de grano fino o grueso  

 Obtención de especies ópticamente limpias  

 Elevado rendimiento  

 Simplicidad de proceso  

 Mínima infraestructura necesaria  

 Gran versatilidad  

 Mínima generación de residuos  

 Manufactura de piezas de formas especiales sin la utilización de maquinaria  

 

Sin embargo este método también tiene sus desventajas o factores que pueden ocasionar 

inconvenientes al momento de su uso, como son: 

 Drástico encogimiento en el secado, provocando la aparición de microfisuras. 

 Largo tiempo de duración de la etapa de hidrólisis. 

 Gran cantidad de solvente utilizado. 

 Desprendimiento de agua formada en la policondensación. 

 Difícil control de la porosidad. 
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Aún con estos pequeños inconvenientes, los cuales se pueden controlar, las ventajas son 

enormes adicionando que la estructura que se tiene es inerte, es ideal para el desarrollo del 

biosensores. 

 

2.3.4.4 Proceso de la técnica sol-gel 

 

La técnica sol-gel permite obtener un compuesto sólido a partir de una solución líquida. 

Recibe este nombre debido a que durante el proceso se lleva el cambio de un sol (partículas 

sólidas muy finas dispersa en un líquido) a un gel mediante la condensación del sol. El 

desarrollo de la técnica sol-gel ha sido enfocado hacia la obtención de óxidos, es un método 

donde uno o varios elementos son usados en la forma de sol y/o gel, con el fin de obtener 

un sólido homogéneo, principalmente policristalino amorfo.  

 

En términos generales,  el proceso de formación de un material sol-gel empieza con la 

hidrólisis de un precursor líquido (sol) y al condensarse gradualmente produce un gel 

(Figura 16). Este gel es un sistema coloidal bifásico, ya que contiene una fase líquida 

(solvente) y una sólida (la red del polímero porosa). Posteriormente la proporción del 

líquido es reducida, para entallar las propiedades materiales del sólido [127, 128]. Un 

desarrollo más descriptivo de esta técnica se describe a continuación con cada uno de las 

siguientes etapas.  

 

Sol.- Se lleva a cabo la suspensión coloidal de partículas sólidas en un líquido. 

 

Hidrólisis.- Se lleva a cabo la descomposición de sustancias orgánicas e inorgánicas 

complejas por acción de agua.  

 

Condensación.- Comienza antes de finalizar la hidrólisis. 
 

Los procesos de hidrólisis y condensación pueden llevarse a cabo a través de catalizadores 

en un medio ácido o básico. En medio ácido la hidrólisis es más lenta, formando cadenas 

lineales ocasionalmente entrecruzadas, pero en una catálisis básica la hidrólisis es rápida, 
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generando esqueletos de sílice. En ambos casos, la interconexión de enlaces Si2O forman 

partículas coloidales, que con el tiempo se transforman en redes tridimensionales. 

 

Gelificación.- Las reacciones de hidrólisis y condensación del proceso anterior, conducen a 

la formación de agregados (grupos), que se enlazan hasta formar un único conjunto gigante 

denominado gel. En el momento de formación de gel hay muchos grupos en el sol que se 

unen entre sí para formar una red sólida, responsable de la elasticidad, y ocurre un cambio 

abrupto de la viscosidad. 

 

Envejecimiento.- Luego de la gelificación el sistema continúo reaccionando, produciendo 

cambios químicos y estructurales, mediante acoplamientos covalentes y evolución 

estructural con cambios en el tamaño de los poros y las fuerzas de las paredes de dichos 

poros. 

 

Polimerización.- Es el proceso químico por el cual, mediante calor, la luz o un catalizador 

se unen varias moléculas de un compuesto para formar una cadena de múltiples eslabones 

de estas y obtener una macromolécula. Durante este proceso, aumenta la interconexión del 

esqueleto sólido, en consecuencia aumenta la densidad y la resistencia mecánica del sólido. 

 

Síntesis.- Es la contracción del esqueleto sólido del gel, acompañada de la expulsión de la 

fase líquida contenida en los poros.  

 

Crecimiento.- Este proceso se debe a la disolución y precipitación producida por la 

diferencia de solubilidad entre las partículas.  

 

Secado y tratamiento térmico.- El secado en la fase líquida, constituye la mayor parte 

(70-90%) del volumen del gel húmedo y cuándo ésta se evapora se observa una contracción 

acompañada de endurecimiento del gel. Esto se traduce en la pérdida de agua, alcohol y 

otros componentes volátiles.  Cuando el proceso de secado para la  eliminación del 

disolvente es por evaporación se obtienen xerogeles y por condiciones supercrítica se 

originan aerogeles.  
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Figura 16. Proceso de formación de un material sol-gel. 

 

Algunos inconvenientes es que el sol-gel tiene tendencia a agrietarse durante las primeras 

etapas de formación, debido a las tensiones originadas en la interfase sólido-líquidos [129]. 

Para evitar esto se pueden añadir agentes químicos que modifiquen la tensión superficial 

del líquido. Por otro lado, el tamaño del poro depende de la temperatura del proceso de 

elaboración del sol-gel. A mayor temperatura se obtienen vidrios no porosos, mientras que 

al contrario al disminuir la temperatura el tamaño de poro aumenta. También presentan una 

baja reproducibilidad, tanto en las medidas como en la construcción del terminal sensible, 

además de la disminución del tiempo de vida útil, ya que con el tiempo se van cerrando sus 

poros impidiendo el acceso del analito hasta el elemento de reconocimiento. 

 

2.3.5  Dispositivos de análisis y caracterización 

 

Para  fortalecer o certificar los resultados obtenidos del sistema, se utilizan herramientas de 

análisis, como lo son el microscopio óptico, el microscopio electrónico de barrido, el 

analizador de espectros ópticos y espectroscopio infrarrojo por transformada de Fourier, los 

cuales otorgan información de alta calidad. 
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2.3.5.1 Microscopio óptico 
 

El microscopio óptico (Motic BA310,  trinocular), mostrado en la Figura 17, es un 

instrumento óptico que amplifica la imagen de un objeto pequeño o no visible a simple 

vista. Mediante un sistema de lentes que manipula el paso de los rayos de luz entre el objeto 

y los ojos, se puede hacer visible un objeto microscópico. Los microscopios pueden 

aumentar de 100 a cientos de miles de veces el tamaño original. 

 
Figura 17. Microscopio óptico. 

Este instrumento ha sido de gran utilidad, sobre todo en los campos de la ciencia en donde 

la estructura y la organización microscópica es importante, incorporándose con éxito a 

investigaciones dentro del área de la química (en el estudio de cristales), la física (en la 

investigación de las propiedades físicas de los materiales), la geología (en el análisis de la 

composición mineralógica y textural de las rocas) y, por supuesto, en el campo de la 

biología (en el estudio de estructuras microscópicas de la materia viva), entre otras. 

2.3.5.2 Analizador de espectros óptico 
 

El analizador de espectros óptico OSA (HR4000CG-UV-NIR, ocean optics), mostrado en 

la Figura 18, es un instrumento de análisis, que se utilizan para realizar medidas de potencia 

óptica en función de la longitud de onda. Su principal aplicación es la caracterización de 

fuentes de luz (LED, láser, LD) en cuanto a su distribución de potencia y pureza espectral 

(anchura espectral); así como la medida de la característica en transmisión de componentes 

ópticos pasivos. Además de estas aplicaciones, también se utiliza para la medición y 

monitoreo agrícolas, análisis de calidad (alimentos, aire, agua, etc.), diagnóstico médico, 

entre otros. 
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Figura 18. Analizador de espectro óptico. 

 

Este dispositivo electrónico se aplicara, para llevar a cabo la caracterización de la fuente de 

luz del biosensor. El parámetro característico que se van a determinar a partir de la medida 

del espectro de emisión del LED será, la longitud de onda en el pico de emisión, es decir, la 

longitud de onda a la cual se produce el pico del espectro del LED. 

 

Otro factor importante para el uso de este instrumento, es que proporciona la 

caracterización de los componentes pasivos, que se realiza mediante el modo de operación 

estímulo-respuesta, es decir, se excita el dispositivo a caracterizar mediante el espectro de 

emisión de una fuente de luz y se mide su característica de transmisión en potencia. La 

medida lógicamente dependerá de la fuente de luz utilizada por lo que deberá ser 

normalizada. 

 

2.3.5.3 Espectroscopía IR por transformada de Fourier 
 

El espectroscopio infrarrojo por transformada de Fourier FTIR (IRPrestige-21, Shimadzu), 

mostrado en la Figura 19, es un dispositivo que se utiliza para obtener un espectro 

infrarrojo de absorción o emisión de un sólido, líquido o gas. Este espectrómetro FTIR 

recoge simultáneamente datos espectrales de alta resolución en un amplio intervalo 

espectral de 900-5000 cm-1. Esta técnica proporciona un espectro de reflexión de las bandas 

de los grupos funcionales de las sustancias inorgánicas y orgánicas, por lo cual es posible 

realizar una identificación de los materiales.  
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Figura 19. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. 

 

El funcionamiento esencial de este instrumento, consiste en hacer que la radiación IR pase 

a través de una muestra,  parte de la radiación infrarroja es absorbida por la muestra y parte 

de ella la traspasa. El espectro resultante representa la absorción molecular y la transmisión, 

es decir, la creación de una huella digital molecular de la muestra. Al igual que la huella 

dactilar de las personas, no hay dos estructuras moleculares únicas, que producen el mismo 

espectro infrarrojo. Esto hace que la espectroscopia infrarroja útil para varios tipos de 

análisis, como lo son: 

 Identificar materiales desconocidos. 

 Determinar la calidad o la consistencia de una muestra. 

 Determinar la cantidad de componentes de una mezcla. 

 

Algunas de las ventajas de FTIR son la velocidad debido a que todas las frecuencias se 

miden al mismo tiempo y la sensibilidad tanto porque los detectores empleados son mucho 

más sensibles, como por el rendimiento óptico que es mucho más alto (niveles de ruido 

mucho más bajos). Por lo tanto, una técnica muy fiable para identificación de cualquier 

muestra. La sensibilidad permite la identificación del más pequeño de los contaminantes. 

Por lo cual el FTIR es una herramienta invaluable para garantía de calidad. 
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2.3.5.4 Microscopio de fuerza atómica 
 

El microscopio de fuerza atómica AFM (dimension 3000, digital instruments/veeco), 

mostrado en la Figura 20, es un dispositivo que proporciona imágenes tridimensionales que 

permiten cuantificar la profundidad y morfología de las muestras,  mediante una sonda o 

punta afilada de forma piramidal o cónica [130]. La formación de imágenes de fase muestra 

la homogeneidad del recubrimiento sin tener en cuenta la rugosidad de la superficie original 

de alúmina. Esto no se puede ver desde la formación de imágenes de altura. 

                  

 
Figura 20. a) AFM, b) Elementos y análisis: c) morfológico y d) contraste de fases. 

 

Los parámetros de rugosidad más usada en ingeniería son la rugosidad promedio Ra y la 

rugosidad Rrms. La Ra es el promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas y(x) 

medidas a partir de la línea central. Matemáticamente se define como: 𝑅𝑎 = 1𝐿 ∫ |𝑦(𝑥)|𝑑𝑥𝐿0                                                  [2.28] 

 

Donde L es la longitud de muestreo. A su vez  Rrms se define como: 𝑅𝑎 = √1𝐿 ∫ |𝑦(𝑥)|2𝑑𝑥𝐿0                                                 [2.29] 
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Donde Rrms representa el promedio de las desviaciones cuadráticas respecto a la altura 

media, es la desviación estándar de la distribución estática de la varianza o segundo 

momento respecto a la media. 

 

2.3.5.5 Microscopio Electrónico de Barrido 
 

El microscopio electrónico de barrido SEM (Sigma HD VP, Zeiss) mostrado en la Figura 

21, es un dispositivo no destructivo que permite el estudio de superficies a alta resolución 

mediante imagen [131]. Así como determinar paralelamente, mediante microanálisis de 

emisión de líneas rayos X, (ver Apéndice A), los elementos químicos presentes en la 

muestra, cuantificarlos y plasmar en la imagen la distribución de los mismos en la 

superficie de la muestra [132]. 

 
Figura 21. Microscopio Electrónico de Barrido. 

 

En este capítulo, se presentó un resumen acerca de los sensores, biosensores y como están 

conformados. De forma complementaria se muestran los aspectos importantes a considerar 

para el desarrollo del biosensor, como lo son la estructura, los métodos para su elaboración, 

la instrumentación, los dispositivos ópticos y electrónicos para su procesamiento, 

adicionando los dispositivos de análisis que nos servirán de apoyo para la caracterización 

de los optrodos. Con la ayuda de esto, en el capítulo siguiente, se realizan el desarrollo de 

los optrodos, por medio de los dos métodos de deposición de la enzima aplicando la técnica 

de inmovilización de sol-gel, realizándoles estudios de morfología, rugosidad superficial y 

caracterización de curvas, para analizar que método de deposición es el más adecuado para 

el desarrollo del biosensor.   
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3. Análisis y caracterización del sistema  
 

Aplicando los conocimientos del capítulo anterior, en este capítulo se presenta el desarrollo 

de los optrodos, inmovilizando la enzima por medio de los dos métodos de deposición 

propuestos, utilizando la metodología de la técnica de inmovilización de sol-gel. 

Sometiendo los optrodos realizados por ambos métodos de deposición a pruebas de análisis 

y caracterización para evaluar cual método es el adecuado para el desarrollo del biosensor. 

 

3.1 Reactivos para la técnica de inmovilización de sol-gel.  
 

Todas las soluciones se prepararon utilizando reactivos de calidad analítica sin purificación 

adicional. Los reactivos utilizados son: El alcohol etílico (96%,  impurezas  ≤0.005% acidas 

como CH3COOH) y agua destilada adquiridos en Karal (México), El Tetraetilortosilicato 

(TEOS) grado 98%, ácido nítrico (HNO3) y el nafión (tetrafluoretileno sulfonatado basado 

en un fluorpolímero-copolímero [133, 134]) comprados en Sigma-Aldrich (Alemania) y el 

reactivo de colesterol enzimático de Stanbio-Labs (EUA, Ref. 1011) [135, 136]. 

 

3.2 Metodología 
 

En la fabricación de optrodo, se utilizó la técnica de sol-gel para realizar la inmovilización 

de la enzima de colesterol en el extremo de la fibra óptica, la cual queda confinada dentro 

de la estructura del gel (Figura 22). Este método de sol-gel es un gran valor por ser una 

alternativa tecnológica inerte.  

     
Figura 22. Enzima de colesterol encapsulada dentro la estructura del sol-gel. 
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3.2.1 Preparación del material sol-gel/colesterol 

 

Una solución base de sol-gel se preparó mezclando 1 ml de TEOS, 0.5 ml de etanol y 0.78 

ml del reactivo de colesterol enzimático respectivamente (estas cantidades se determinaron 

por medio estudios realizados, utilizando las que mejor resultado nos entregaron), en un 

vaso precipitado con un volumen de 25 ml, la solución se mezcló a 250 rpm con un 

agitador magnético a temperatura constante de 55°C por 15 min. Posteriormente, se 

añadieron 0.2 ml de agua destilada, 0.1 ml de nafión (como protección para disminuir la 

degradación de la enzima) y 5µl de ácido nítrico, a las mismas condiciones durante 15 min. 

Finalmente, la solución se deja enfriar hasta temperatura ambiente, ver Figura 23.  

  

 

Figura 23. Síntesis del material sol-gel/colesterol. 

 

3.3 Proceso de elaboración de optrodos  
 
La preparación del optrodo en forma resumida es la siguiente: como soporte se seleccionó 

una fibra óptica plástica (Thorlabs FP600URT) con un diámetro de 600 μm del núcleo y 

630 μm de revestimiento, una apertura numérica de 0.50 y material del 

núcleo/revestimiento de sílice puro/polímero duro. Primero, se corta la fibra 1.5 cm de 

longitud usando una navaja de rasurar, realizando un corte vertical; luego se retira 0.5 cm 

de recubrimiento de un extremo de la fibra, enseguida se pule para tener una superficie más 

uniforme (plano) sin rayones, después, se limpia con acetona y agua destilada. 

Posteriormente, se activan los grupos de OH de la superficie de la fibra limpiándola con 

ácido nítrico para una mejor adhesión de la película de sol-gel. Finalmente, la solución base 

de sol-gel se depositó en el extremo de la fibra (ver Figura 24) con su respectivo método de 

deposición.  
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Figura 24. Fibra preparada. 

3.3.1 Métodos de deposición 

 
La deposición de la película de sol-gel/colesterol sobre el extremo de la fibra, se lleva a 

cabo por dos métodos (Figura 25), el primero consiste en la deposición de la película por el 

proceso de inmersión-emersión de un sustrato a partir de una solución acuosa, utilizando el 

Dip-coating (Model DC-mono, NIMA technology) [135, 136, 137, 138]. Este equipo puede 

controlar el espesor y la uniformidad de la deposición de la película, con diferentes 

parámetros como el número de inmersiones, tiempo de espera (dentro/ fuera de la solución 

sol/gel), velocidad de movimiento, etc. En cambio, en el segundo método simplemente se 

deja sumergida la fibra óptica dentro de la solución de sol-gel, esperando al que solvente 

(etanol y agua) de la mezcla se evapore y se logre la deposición [139]. Después de la 

deposición de cada método, el optrodo se deja secar durante una semana a temperatura 

ambiente. 

 

      
Figura 25. Métodos de deposición: a) Dip-coating y b) Immerse. 
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3.4 Análisis del encapsulamiento de la enzima de colesterol 
 

La determinación de los grupos funcionales de las películas de sol-gel se realizó con la 

ayuda de un espectro FTIR (IRPrestige-21, Shimadzu). En la Figura 26 se pueden apreciar 

los elementos presentes en el sol-gel. Los picos correspondientes a la solución nombrados 

en la literatura son el pico 798 cm−1 y 1120 cm−1 atribuidos a la simetría  Si-O-Si. El pico 

en la banda 963 cm−1 debido a Si-OH, El 1390 cm−1 del grupo C-H (-CH3), los picos 2900 

cm−1 y 2975 cm−1 corresponden a la unió CH, el pico 3354 cm−1  muestra la unión OH y 

finalmente los picos comprendidos entre1400–1600 cm−1 presentan el SiO4 [140]. 

 
Figura 26. Espectro de absorción de la película sol-gel. 

Para poder corroborar que la enzima de colesterol se encuentra atrapada dentro de la 

estructura de sol-gel, también se realizó el espectro de la enzima, caracterizando los puntos 

más importantes de esta (Figura 27).   

 
Figura 27. Espectro de absorción de la enzima de colesterol.  
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Encontrando que al comparar el espectro de la enzima con respecto a la diferencia de los 

espectros de la película de sol-gel con y sin enzima (Figura 28), la enzima de colesterol está 

confinada dentro de la estructura de sol-gel, debido a que ambos espectros presentan los 

picos similares en  1065 cm-1 C-O y 2900 cm-1  C-H, los otros picos como el 1457 cm-1 

CH3, no aparecen debido a que la concentración de enzima, en comparación a los demás 

elementos de la síntesis del sol-gel son casi inapreciables.  

 

Figura 28. Comparativa entre los espectros de absorción del sol-gel: con y sin enzima. 

 

3.5 Análisis morfológico de las películas de sol-gel 
 

Los resultados de los estudios morfológicos sobre película de sol-gel se muestran en la 

Figura 29. Las imágenes fueron capturadas con un microscopio óptico (Motic BA310,  

trinocular). Con estas imágenes, se pueden observar el acabado de las películas de sol-gel 

depositadas con ambos métodos, la diferencia entre estos dos  métodos es visible, en la 

deposición del método “Immerse” se genera una película con más irregularidades y más 

agrietada que la deposición del método Dip-coating. 

 

Figura 29. Optrodo de Sol-Gel/colesterol, Vista frontal, a) Immerse y b) Dip-coating. 
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Por otra parte, la rugosidad superficial promedio (Ra) se examinó para ambas películas 

usando un AFM (Dimension 3000, digital instruments/veeco). En la Figura 30, se observó 

que la rugosidad superficial media de la película fue relativamente mayor en 96.7 nm en el 

método de “Immerse”. Es evidente que mediante el “Dip-coating”, el valor de rugosidad 

superficial media disminuye a 5.71 nm, lo que  es más apropiado para aplicaciones ópticas 

que el “Immerse”.  

 

 

Figura 30. Análisis morfológico con AFM, a) Dip-coating y b) Immerse. 

 

El microscopio electrónico de barrido se utilizó para llevar a cabo el estudio morfológico de 

superficies a alta resolución mediante la captura de las películas inmovilizadas del sol-gel. 

Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen ampliada de 

la superficie de la muestra. Por lo que las muestras a ser analizadas al SEM deben estar 

secas y ser conductoras. En caso de no ser conductora la muestra necesita recubrirse con un 

material que la haga conductora (el método de “spputtering” de oro) y permita su 

observación en el microscopio.  
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En la Figura 31, se muestra la superficie de la deposición del sol-gel para ambos métodos, 

en comparativa a una fibra sin película (Figura 31b), en esta se puede observar claramente 

la deposición de las películas con respecto a la fibra sola, en la primera deposición (Figura 

31a) se puede observar diferentes capas en la película pero con abundantes grietas a 

comparación de la segunda (Figura 31c) que se percibe una película uniforme y escases de 

grietas.  

 

   

Figura 31. Morfología de optrodos: a) Immerse, b) fibra óptica sola y c) Dip-coating. 

 

3.6 Principio de funcionamiento 
 
El analito (colesterol) al interactuar con el elemento de reconocimiento (enzima 

inmovilizada), realiza el siguiente proceso mostrado en la Figura 32 . El colesterol esterasa 

hidroliza los ésteres de colesterol para obtener colesterol libre y ácidos grasos. El colesterol 

libre se oxida en presencia de colesterol oxidasa para dar colestenona y peróxido de 

hidrógeno. Un cromógeno de quinoneimina (con absorción en el espectro visible [141]) 

ocurre cuando el peróxido de hidrógeno reacciona con el fenol y con el 4-aminofenazona en 

presencia de peroxidasa (obteniendo un tono rojo). Debido a la tonalidad final de proceso 

químico, usamos un LED de 633nm (emisión roja) como fuente de luz en lugar del láser 

(He-Ne, 632.8 nm) porque es barato, eficiente y un tamaño ideal para realizar un sistema 

portable.  
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Figura 32. Proceso de interacción entre analito y elemento de reconocimiento. 

 

3.7 Caracterización de los optrodos 
 
Para llevar a cabo la caracterización y análisis del biosensor se utilizó una disolución 

estándar de colesterol equivalente a 200 mg/dl (BE10130030, DIASYS). La cual tiene la 

ventaja de que no se presentan interferencias por Bilirrubina hasta 15 mg/dl ni por 

Hemoglobina hasta 200 mg/dl. Esta se diluyó obteniendo soluciones con diferentes 

concentraciones conocidas, para utilizarlas en la caracterización de los optrodos. La 

degradación se realizó mediante la siguiente ecuación y los resultados obtenidos son 

mostrados en la Tabla 4. 

 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 = 𝐶𝑑𝑠 𝑉𝑖𝑉𝑓 = 𝐶𝑑𝑠 𝑉𝑖𝑉𝑎+𝑉𝑖                                 [3.1] 
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Donde Cds es la concentración de la disolución estándar, Vi es el volumen inicial, Vf el 

volumen final y Va el volumen adicional (solvente). Despejando el volumen adicional, se 

obtiene: 

 𝑉𝑎 = [ 𝐶𝑑𝑠𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 − 1] 𝑉𝑖 = 𝑍 ∗ 𝑉𝑖                                  [3.2] 

 

 

Tabla 4. Dilución de la concentración del colesterol estándar. 

Concentración 

(mg/dl)  (mM) 

Z 

(%) 

Vi 

(ml) 

Va 

(µl) 

Comprobación 

(mg/dl) 

200 5.20 00.00 0.5 000.0 200.000 

190 4.91 05.26 0.5 026.3 190.005 

180 4.65 11.11 0.5 055.55 180.001 

170 4.40 17.64 0.5 088.2 170.010 

 

Las curvas características obtenidas con el OSA (HR4000CG-UV-NIR, ocean optics) de los 

optrodos para ambos métodos se muestran en la Figura 33. Las pruebas proporcionan una 

relación entre la cantidad de luz que pasa a través de la optrodo (% de transmitancia) y la 

concentración de colesterol (en mg/dl) presente en la muestra. Los resultados obtenidos se 

midieron con buffer de colesterol (Stanbio Laboratory) ya conocidos (comprendido entre 

170 a 200 mg/dl). Antes de la medición, la película sol-gel de optrodo se empapa 

previamente con la muestra sintética de concentración de colesterol.  

 

Se puede observar que en el método de “Immerse” de la Figura 33 tiene un mayor 

sensibilidad, sin embargo, el ajuste lineal es menor al 95%, mientras que en la curva del 

método de Dip-coating Figura 34 se tiene un alcance menor pero un ajuste del 98.8%, por 

lo cual este método al tener un comportamiento más lineal los resultados serían más 

exactos. Por lo que el método de deposición de Dip-coating es la mejor opción. 
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Figura 33. Caracterización lineal con el OSA para optrodo con Immerse. 

 
Figura 34. Caracterización lineal con el OSA para optrodo con Dip-coating 

 

En el presente capítulo, se presentó el proceso de elaboración de optrodos, haciendo una 

comparativa entre dos métodos de deposición, teniendo como resultado que el optrodo 

realizado con el método de deposición Dip-coating es el adecuado para realizar el 

biosensor. En el siguiente capítulo se realiza y explicará el desarrollo del biosensor. 
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4. Desarrollo del biosensor y resultados 
 
Una vez realizado el estudio y análisis de optrodos acerca del biosensor, se desarrollará el 

sistema del biosensor óptico de fibra óptica para determinar la concentración de colesterol 

vía % transmitancia.  

 

4.1 Diseño del biosensor 
 

Para realizar el diseño del dispositivo electrónico de sensado mostrado en la Figura 35, se 

tomó en consideración los trabajos previos del grupo de optoelectrónica de DICIS y los que 

se han desarrollado en el transcurso de este estudio. El primer trabajo implementado 

consistía en la determinación del pH basado en la técnica sol-gel, utilizando como soporte 

la fibra óptica [142]. Los trabajos posteriores continuaron con el método de sol-gel, 

añadiendo nanotubos de carbono para fortalecer la membrana inmovilizada, además del 

estudio de pH, se empezó a realizar un detector de glucosa [143, 144]. En el siguiente 

trabajo se cambió la fibra óptica plástica por una de cristal fotónica, con el motivo de ver si 

existía una mejoría [145]. Se empezó el estudio para la determinación del colesterol, 

además de mejorar el proceso de elaboración de los optrodos, controlando las variables que 

interfieren en la inmovilización de enzimas, utilizando la técnica sol-gel [146, 147]. 

 

En la Figura 35 se muestra una representación del arreglo experimental del biosensor de 

colesterol que consiste en una fuente de luz (LED, 633nm) enfocada al optrodo por una 

lente. La luz se propaga a través del optrodo y la variación de intensidad de luz se mide 

mediante un fotodetector. La señal de salida del detector se convierte en una señal medible 

(tensión); esta señal es directamente proporcional a la concentración de colesterol en la 

muestra. Este voltaje es amplificado y procesado para su interpretación. La concentración 

de colesterol se da en mg/dl (mM). Antes de la medición, la película sol-gel / colesterol del 

optrodo se empapa previamente en la muestra. 
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Figura 35. Arreglo experimental del biosensor a desarrollar. 

4.2 Desarrollo del biosensor  
 

Para realizar el sistema de sensado a partir de la elaboración del optrodo, se requiere 

realizar un proceso de caracterización, medición y adquisición de datos, para ello el 

dispositivo de sensado se dividió en un sistema de posicionamiento mecánico XYZ y un 

sistema electrónico para el procesamiento de los datos. 

 

4.2.1 Sistema mecánico.  

 

El sistema mecánico elaborado, se muestra en la Figura 36c, este sistema sirve para la 

alineación de la fuente de luz con el optrodo, una montura mecánica con tres ejes de 

desplazamientos lineales Figura 36a y b, los cuales ayudan en la alineación del haz de luz 

en sus tres ejes, además se adaptaron piezas para el soporte del optrodo, objetivo, fuente de 

luz y el detector.  

 

 
 Figura 36. Sistema mecánico: a) modelo XYZ, b) real y c) Completo. 
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4.2.2 Sistema electrónico  

 

El sistema electrónico se realizó con el fin de realizar un prototipo portable, este sistema 

consiste en el diseño de la fuente de alimentación y la parte de la adquisición de datos, 

procesamiento e interfaz con el usuario. 

4.2.2.1 Diseño del sistema de detección  
 

Para que el sistema de sensado tenga un buen desempeño, se lleva a cabo un proceso de 

análisis para el sistema de detección, determinando las resistencias del puente de 

wheatstone y la ganancia del amplificador instrumental. Para ello caracterizamos primero 

las resistencias R1 y R3 de la Figura 37 como un divisor de voltaje, considerando la 

resistencia R3 igual a la resistencia variable de la fotorresistencia (Rx).  

 

 
Figura 37. Caracterización del puente de wheatstone. 

 

Graficando las curvas de Rx mínima, máxima y su diferencia entra ellas, variando R1 

(Rxmin=10Ω y Rxmax=1000Ω), se puede observar en la Figura 38 que entre el rango de 

ambas resistencias mínima y máxima, la separación entre ambas es mayor que cuando R1 es 

menor a Rxmin o mayor a Rxmax. 
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Figura 38. Curva característica de la fotorresistencia variando R1. 

 

Por lo que se procedió hacer un análisis de la curva característica de varios valores de R1 

entre el rango comprendido entre Rxmin y Rxmax, esta vez variando la resistencia Rx (Figura 

39), además se procedió a sacar su ajuste lineal (Tabla 5), con ambos análisis se puede 

observar que entre más se acerca la resistencia R1 al valor de la resistencia Rxmax, el 

comportamiento es más lineal y debido a que el ajuste lineal de los últimos tres valores son 

muy cercanos, pero en R1= 600 Ω de la curva anterior el rango es mucho más grande, se 

consigue un equilibrio entre mayor alcance y linealidad, por lo que se optó por este valor 

como el indicado. 

  
Figura 39. Curva característica de R1 variando Rx. 
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Tabla 5. Ajuste lineal para diferentes valores de la resistencia R1. 

Resistencia Ajuste 

100 0.71 

200 0.82 

400 0.90 

600 0.94 

800 0.95 

1000 0.96 

 

Considerando el valor de R1 como 600Ω el voltaje en el punto B de la Figura 7 varía entre 

0.45V y 4.54V, para evitar valores negativos entre la diferencia de voltaje entre el punto B 

y C. El voltaje en el punto C debe ser igual al valor máximo del punto B, por lo que  la 

Resistencia R2 es igual a R1 y  la resistencia R4 es igual a Rxmax. Por lo cual el rango entre la 

diferencia de voltaje entre B y C al variar Rx es de 0.0V a 4.09V. Para lograr que el rango 

sea entre 0.0V y 5.0V, se tiene que tener una ganancia de 1.22 en el amplificador, por lo 

que considerando las resistencias R1, R2 y R3 del amplificador igual a 10KΩ, la resistencia 

RG es igual a 90K. 

 

4.2.2.2 Diseño electrónico  
 

Para realizar el diseño electrónico, se propone un esquema teórico y posteriormente se 

realiza su análisis, primero en simulación y luego de forma física en una  plantilla de 

experimento. Una vez que el sistema trabaja bien,  se pasa al diseño y desarrollo de la placa 

(Figura 40a y b). Luego, se procede a la colocación de los elementos electrónicos. Por 

último, se realiza la parte estética del aparato (Figura 40c). 
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Figura 40. Sistema electrónico. 

 

4.2.2.3 Sistema de adquisición de datos  
 

El sistema de adquisición y procesamiento de datos (DAPS) se muestra en el diagrama de 

la Figura 41. La señal de entrada está compuesta por dos valores; la primera corresponde a 

la medida del optrodo y la segunda a la señal de referencia. La diferencia entre estas dos 

señales se amplifica. El resultado es interpolado con la curva característica de optrodo, 

obteniendo las mediciones de nivel de colesterol. Por último, este valor se muestra en un 

LCD (Liquid Crystal Display). 
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Figura 41. Acondicionamiento de la señal del optrodo. 

 

4.3 Dispositivo final de sensado  
 

Una vez realizado la parte mecánica y electrónica, acoplamos estos dos sistemas para llevar 

a cabo la caracterización y sensado del optrodo, esta asociación nos entregan el prototipo 

completo del  sistema de  medición, es decir, el biosensor óptico portátil utilizando 

optrodos para determinar la concentración de colesterol presentes en una muestra. El 

sistema del biosensor del colesterol fue desarrollado usando la fuente de luz de un LED 

(633 nm) acoplada al optrodo con un objetivo. La variación de intensidad se mide con un 

fotodetector conectado a DAPS, y se convierte en señal eléctrica. La señal eléctrica es 

proporcional a la concentración de colesterol (mg/dl o mM). Usando la curva de 

caracterización, es posible mostrar la concentración de colesterol en LCD (Figura 42). 

 

   

Figura 42. Biosensor óptico final. 



DICIS                                                             Universidad de Guanajuato 

 

                                                                                   70 
 

4.4 Análisis de funcionabilidad del prototipo 
 
Dado los resultados anteriores que favorecen el método de deposición por el dispositivo 

Dip-coating, este método es el más apropiado para la realización de los optrodos del 

biosensor óptico de colesterol.  Por lo que se realiza un comparativo ente las curvas 

características del analizador de espectro óptico y las del dispositivo electrónico 

desarrollado (Figura 43 y Figura 44). Los dos sistemas de medición tienen un 

comportamiento similar con un ajuste lineal superior al 95%. Por lo tanto, nuestro 

dispositivo puede reemplazar el analizador de espectro óptico manteniendo su eficiencia y 

así reducir costos. 

 
Figura 43. Caracterización de optrodos (Dip-coating) con el OSA. 

 

Figura 44. Caracterización de optrodos (Dip-coating) con nuestro biosensor. 
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4.5 Curva característica 
 

El ajuste de curvas se utiliza cuando se tiene una serie de datos medidos y se desea conocer 

valores intermedios no conocidos, o simplificar estos datos por medio de una función que 

se ajuste a ellos, para determinar nuevos valores. Para ello, existen numerosas leyes físicas 

en las que dos magnitudes “x” e “y” se relacionan a través de una ecuación, donde cada 

punto se encuentra definido por la variable “x” (variable independiente, generalmente 

concentración del analito de interés) y la variable “y” (variable dependiente, generalmente 

respuesta instrumental). 

 

Un procedimiento muy utilizado en análisis cuantitativo es la construcción de una “curva 

característica”. Esta curva característica es la representación gráfica de una señal que se 

mide en función de la concentración de un analito, dentro de un determinado intervalo de 

trabajo.  

 

La etapa de ajuste analítico se realiza mediante un modelo en el intervalo lineal que 

consiste en encontrar la recta de calibrado que mejor ajuste a la serie puntos 

experimentales, la recta de calibrado se encuentra definida por una ordenada (b) y una 

pendiente (m), mediante la ecuación. Ȳ = 𝑚𝑋 + 𝑏                                                     [4.1] 

 

A partir de la curva característica (conjunto de concentraciones que describen el intervalo 

en el cual se deberá cuantificar el compuesto por analizar) y a fin de asegurar que la recta 

encontrada con los puntos experimentales se ajuste correctamente al modelo matemático de 

la ecuación se calculan los valores de la ordenada al origen, la pendiente y el coeficiente de 

determinación (r - correlación) por medio de las siguientes ecuaciones. 

 𝑚 = 𝑛 ∑ 𝑋𝑌−∑ 𝑋 ∑ 𝑌𝑛 ∑ 𝑋2−(∑ 𝑋)2                                                  [4.2] 

 𝑏 = 𝑛 ∑ 𝑋2 ∑ 𝑌−∑ 𝑋 ∑ 𝑋𝑌𝑛 ∑ 𝑋2−(∑ 𝑋)2                                              [4.3] 
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r= 𝑛 ∑ 𝑋𝑌−∑ 𝑋 ∑ 𝑌√𝑛 ∑ 𝑋2−(∑ 𝑋)2√𝑛 ∑ 𝑌2−(𝑌)2 100                                  [4.4] 

 

Para el biosensor desarrollado, la curva característica se obtiene de la parte lineal (de 4.4 a 

5.2 mM) de los datos experimentales mostrados en la Figura 45, la curva característica se 

presenta en la Tabla 6. 

  

Figura 45. Caracterización del biosensor. 

 

Tabla 6. Curva característica 

Curva 
Característica 

Intercepción Pendiente Correlación 
Valor Error Valor Error Ajuste cuadrático 

Y= 78.37128 1.09824 2.06296 0.22884 0.96397 
 

4.6 Características de desempeño 
 

Los métodos analíticos (denominados características del desempeño analítico) son 

establecidos por instituciones nacionales o internacionales que proporcionan 

procedimientos y características del método y que concluyen con indicadores de calidad  

que suelen incluir: precisión, exactitud, linealidad, sensibilidad, etc. 
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4.7 Validación de métodos analíticos 
 

La validación de un método analítico desarrollado es el proceso por el cual se establece, 

mediante estudios de laboratorio, que las características de desempeño del método o 

procedimiento analítico cumplen con los requisitos para las aplicaciones analíticas previstas 

[37, 148, 149]. Las características analíticas en la validación del método son: 

 LC-Límite crítico  

 LOD-Límite de Detección 

 LOQ-Límite de cuantificación 
 

Los límites de validación son parámetros importantes en la calibración de la curva 

característica, estos términos son usados para describir la más pequeña concentración de un 

analito que puede medirse de forma fiable mediante un procedimiento analítico (Figura 46). 

Los protocolos más comunes para la estimación de los límites de validación están en la 

Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC: International Union of Pure and 

Applied Chemistry) y la organización internacional estandarizada (ISO: International 

Standardization organization).  

 
Figura 46. Características analíticas de validación. 

 

El valor crítico o límite de decisión.- Es el nivel de analito  significativamente diferente de 

cero (1.65% del nivel máximo de la desviación estándar (SD) aceptable), es decir, es la 

concentración de analito aparente más alta que se espera que se encuentre cuando se 

prueban las repeticiones de una muestra que no contenga ningún analito. Aunque las 
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muestras ensayadas para definir LC carecen de analito, una muestra en blanco (cero) puede 

producir una señal analítica que de otro modo podría ser consistente con una baja 

concentración de analito. LC se estima midiendo las repeticiones de una muestra en blanco 

y calculando el resultado medio y la desviación estándar. Suponiendo una distribución 

Gaussiana de las señales analíticas en bruto de las muestras en blanco, El LC representa el 

95% de los valores observados. (Nota: los analizadores clínicos modernos típicos no 

muestran rutinariamente la señal analítica real sino que la convierten automáticamente a un 

valor de concentración. La señal analítica bruta es preferible para establecer LC ya que los 

analizadores pueden reportar todos los valores de señal por debajo de cierto límite fijo 

como "cero concentración"). El 5% restante de los valores en blanco representa una 

respuesta que podría ser producida realmente por una muestra que contiene un valor muy 

bajo de concentración de analito. Estadísticamente, esta falsa positividad  (asegura que el 

analito está presente cuando no lo está) se conoce como un error Tipo I. A la inversa, 

aunque se espera que una muestra que contenga realmente analito supere la LC, también 

debe reconocerse que una proporción de muestras de muy baja concentración producirá 

respuestas menores que la LC, lo que representa el error de tipo II, falso negativo (asegurar 

que el analito no está cuando sí lo está). Por lo tanto, por lo que la superposición de las 

respuestas analíticas de en blanco y baja concentración es una realidad estadística, y utiliza 

LC como un punto de partida razonable para la estimación de la LOD. 

 

Aunque algunas muestras pueden indicar que una prueba tiene un rango dinámico que se 

extiende desde la concentración cero hasta algún límite superior, normalmente una prueba 

no es capaz de medir con precisión las concentraciones de analito hasta cero. Debe estar 

presente suficiente concentración de analito para producir una señal analítica que puede 

distinguirse de forma fiable de "Ruido analítico” (señal producida en ausencia de analito). 

 

El límite de detección o valor mínimo detectable.- Es la concentración más baja del analito 

que puede ser detectado por el instrumento que sea confiable y distinguido de LC, aunque 

no necesariamente cuantificable, bajo las condiciones del experimento indicado (Figura 

48).   
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Un método típico para estimar LOD consiste en medir réplicas de un calibrador cero o una 

muestra en blanco, determinando con el valor medio y la desviación estándar (SD), ya que 

la SD para la muestra en blanco es aproximadamente el equivalente a la SD para cualquier 

finito. Calculando LOD como la media +3 SD [150]. La suposición es que, si el analito está 

presente, producir una señal mayor que el ruido analítico en ausencia de analito. Este es un 

método simple y rápido. Sin embargo, no hay evidencia objetiva que pruebe que una baja 

concentración de analito producirá una señal distinguible de una muestra en blanco 

(concentración cero). Es decir, es la capacidad de medir nada". Así, las pruebas de límite 

confirman simplemente que la cantidad de analito se encuentra por encima o por debajo de 

un cierto nivel de confianza especificado (3% del nivel máximo de SD aceptable)   

 

Un enfoque alternativo es el empírico ya que utiliza el análisis de muestras que contienen 

concentraciones pequeñas pero conocidas de la sustancia de interés (ya sea un fármaco, una 

hormona u otro analito). La ventaja de este enfoque empírico es que se utilizan datos 

objetivos para comparar la respuesta analítica de muestras en blanco y de baja 

concentración para determinar de manera concluyente qué concentración de analito es 

necesaria para distinguir su presencia de su ausencia. Se pueden aplicar varias 

especificaciones analíticas (por ejemplo, una relación señal/ruido mínima para un método 

cromatográfico Figura 47 o un requisito de absorbancia mínima para un procedimiento 

espectrofotométrico) para asegurar que la LOD es significativa y claramente distinguible de 

una muestra negativa o en blanco. 

 

 
Figura 47. Gráfico empírico de la relación de señal/ruido. 
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En resumen los métodos para calcular el LOD son tres: 

1. Mediante evaluación visual. 

2. Basado en la relación S/N (3:1). Aplicable a los procedimientos, que muestran ruido en 

la línea de base o baja concentración del analito se compara con el blanco.  

3. Basado en SD de respuesta y pendiente. 

LOQ=3SD/m 

m -> Pendiente de la curva característica. 

SD de respuesta; puede obtenerse mediante, desviación estándar de la respuesta en 

blanco, desviación estándar residual de la línea de regresión, desviación estándar de la 

intersección y de la línea de regresión Sy/x, es decir error estándar de estimación. 

 

El límite de cuantificación.- Es la menor cantidad de analito en una muestra que puede 

determinarse con precisión y exactitud bajo las condiciones del experimento establecidas, 

en el cual el desempeño es aceptable (confiable), para una aplicación típica (10% del nivel 

máximo de SD aceptable) (ver Figura 48). Para ello se establece un nivel más alto o igual a 

la concentración del LOD; en el método estadístico, es +10SD por encima del valor medio 

en blanco, presentando así una mayor probabilidad de que un valor en el LOQ sea "Real" y 

no sólo una fluctuación aleatoria del espacio en blanco. 

 

En resumen los métodos para calcular el LOQ son tres: 

1. Mediante evaluación visual 

2. Basado en la relación S/N (10:1). Aplicable a los procedimientos, que muestran ruido en 

la línea de base o baja concentración del analito se compara con el blanco.  

3. Basado en SD de respuesta y pendiente 

LOQ=10SD/m 

m -> Pendiente de la curva característica. 

SD de respuesta; puede obtenerse mediante, desviación estándar de la respuesta en 

blanco, desviación estándar residual de la línea de regresión, desviación estándar de la 

intersección y de la línea de regresión Sy/x, es decir error estándar de estimación. 
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El rango dinámico.- Se considera que va desde la menor concentración detectable (LOD) 

hasta la pérdida de relación entre respuesta y concentración (ver Figura 48), también se le 

conoce como el rango de aplicabilidad de la técnica. En la zona de pérdida de la linealidad, 

podría aplicarse, en principio, un método de regresión polinómica para la calibración (o 

algún otro de naturaleza no lineal), de modo que nada impide que dicha zona sea utilizada 

con propósitos predictivos. 

 

El Rango Lineal.- Es el intervalo analítico de la concentración del analito en que el analito 

puede ser determinado mediante la utilización de la curva característica, se considera que es 

el comprendido entre el límite de cuantificación hasta la concentración en la cual se pierde 

la linealidad de la curva (ver Figura 48), con un nivel adecuado de precisión, exactitud y 

linealidad. 

 
Figura 48. Características de desempeño de un sensor. 

4.8 Determinación de las características de desempeño 
 

En esta sección describimos el cálculo de LC, LOD y LOQ por dos métodos; empírico y 

teórico (en términos de la concentración del analito). 

 

Método empírico.- Consiste en analizar una serie de muestras que contienen cada vez más 

concentraciones de analito. Se realizó una serie de mediciones en un rango de 

concentraciones restringidas y cerca del LOD esperado (3.9-4.4 mM) [150]. Obteniendo 

como resultado un LC=4.355 mM, LOD=4.375 mM y un LOQ=4.4mM, como se muestran 

en la Figura 49. 
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Figura 49. Límites de desempeño por método empírico. 

 

Método teórico.- Considerando la curva característica del biosensor de la Tabla 6. Se 

determinó los límites de validación por medio de las ecuaciones.  

 

                                       𝐿𝐶 = 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜+1.65𝑆𝑥/𝑦−𝑏𝑚                                                [4.5] 

                             𝐿𝑂𝐷 = 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜+3𝑆𝑥/𝑦−𝑏𝑚                                                  [4.6] 𝐿𝑂𝑄 = 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜+10𝑆𝑥/𝑦−𝑏𝑚                                                  [4.7] 

 

Donde, m es la pendiente de la curva, b la ordenada de la curva Sx/y es la desviación 

estándar de la regresión del blanco (cuan inexacta podría ser la medición) y el Blancopromedio 

es el promedio de las mediciones del blanco.  

 

Considerando el  blanco ó referencia uno de las siguientes definiciones:  

 Muestra con las mismas especies pero sin analito, para el colecterol (con lipemia, 

hemólisis y bilirubina; sin colesterol). 

 Punto de linealidad del nivel más bajo. 

 Gráfico de calibración. 
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La desviación estándar de la regresión se determinó con la ecuación 4.7 y la información de 

la Tabla 7. 𝑆𝐷 = 𝑆𝑥/𝑦 = √∑ (𝑌𝑖−𝑌^)2𝑛𝑖=1𝑛−2                                                  [4.7] 

 

Tabla 7. Datos estadísticos 

X [mM] Y Ȳ Y- Ȳ  (Y- Ȳ)^2 

3.87948 87.31496 87.30648667 0.008473333 7.17974E-05 

4.00879 87.31253 87.30648667 0.006043333 3.65219E-05 

4.08638 87.28351 87.30648667 0.022976667 0.000527927 

4.13811 87.31 87.30648667 0.003513333 1.23435E-05 

4.18984 87.31378 87.30648667 0.007293333 5.31927E-05 

4.26743 87.30414 87.30648667 0.002346667 5.50684E-06 

 
Sumatoria 

 

    
   

  
0.013297458 
 

 

Con la desviación estándar obtenidas y las ecuaciones descritas, se determina los límites de 

desempeño LC, LOD y LOQ, expresados en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Límites de desempeño 𝑆𝑥/𝑦 = 0.013297458  

LC= 4.341422512 mM 

LOD= 4.350156591 mM 

LOQ= 4.395277293 mM 

  

El método estadístico funciona teóricamente bien si la respuesta analítica es lineal en el 

extremo inferior de la prueba (entre el LOD y el origen) y si la intercepción está bien 

definida. Los métodos de evaluación visual (métodos empíricos) y de señal a ruido son los 

enfoques más apropiados para la determinación de LC, LOD y LOQ [148]. 
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4.9 Resultados en muestras de suero humano 
 

Con el fin de evaluar el rendimiento del biosensor, se realizó la cuantificación de la 

concentración de colesterol en suero humano. Las muestras de suero se usaron sin ningún 

tratamiento previo. La concentración de colesterol se estimó en muestras de suero usando 

los respectivos optrodos y las correspondientes curvas características (Figura 45), como se 

muestra en la Tabla 9. Se calculó la desviación estándar relativa (RSD) para cada muestra 

por medio de cuatro mediciones individuales (Ec. 4.9). Se encontró que los valores de RSD 

son 3.35%. Los resultados coinciden con los datos obtenidos del método clínico tradicional 

de un hospital local. Por lo tanto, el biosensor es fiable para la determinación del colesterol 

en muestras de suero humano.  

 

𝑅𝑆𝐷 = 100 √∑ (𝑌𝑖−Ȳ)2𝑛𝑖=1𝑛−1Ȳ                                                  [4.9] 

 

Tabla 9. Detección de concentración de colesterol en muestras de suero humano. 

Muestras Medición por el 
método clínico 

(mM) 

Medición con 
el biosensor 

(mM) 

% RSD 
(n=4) 

1 

2 

3 

4.34558 

4.50078 

4.55251 

4.33998 

4.45792 

4.60361 

0.28945 

2.03783 

3.35217 

 

En este capítulo, se presentó el diseño, desarrollo y calibración del biosensor óptico para 

determinar la concentración de colesterol, caracterizado con muestras sintéticas y 

evaluando su rendimiento con muestra biológicas (suero humano), obteniendo resultados 

satisfactorios comparado con un método clínico. Por último en el siguiente capítulo se 

realizara el análisis final de los resultados obtenidos durante el desarrollo de este proyecto. 
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5. Conclusión 
 

5.1 Logros del trabajo  
 

En este trabajo, se ha desarrollado un optrodo sol-gel basado en biosensor de colesterol. Se 

ha demostrado que la enzima colesterol puede inmovilizarse sobre la estructura sol-gel del 

optrodo. Después del análisis realizado sobre ambos métodos de deposición, se encontró 

que el método de recubrimiento por Dip-Coating proporcionó mejores resultados. La gama 

de funcionamiento lineal del sistema para la determinación de la concentración de 

colesterol está entre 170 a 200 mg/dl (4.4-5,2 mM). El biosensor desarrollado es práctico y 

fácil de usar. Sólo sumergimos la punta optrodo en la muestra y luego, se introduce en el 

sistema para el procesamiento y la adquisición de datos.  

 

El biosensor de colesterol presentado ha sido comparado con otros sensores reportados en 

la literatura, encontrando que nuestro instrumento es más compacto, portátil y no requiere 

equipo y materiales adicionales. En particular, nuestro biosensor requiere una fuente, el 

optrodo, el detector y el sistema de procesamiento (costo aproximado US$ 54), mientras 

que otros sensores utilizan espectrofotómetros, fluorómetros, galvanómetros o 

potenciómetros que aumentan el costo (US$ 212 a US$ 648) [104, 140, 151, 152, 153, 154, 

155]. Otras ventajas de nuestro biosensor es que tiene un tiempo de respuesta de 120s, que 

es más rápido que los obtenidos por X. J. Wu [104] and S. Singh [140] respectivamente, 

una sensibilidad de 2.0629 %T/mM−1 mejor que la obtenida por P. Solanki [154] de 

1.16X10-2 mA/(mg/dl), el porcentaje de precisión de 3.4% mayor que los alcanzados por 

M. D. Marazuela [152] de 4% y B. Wang [151] de 5.03% en sus respectivos artículos. Los 

valores obtenidos al analizar el suero humano muestran ligeras diferencias entre nuestro 

biosensor y un método clínico tradicional; por lo tanto, el biosensor puede ser un sistema de 

detección de colesterol alternativo para análisis en muestras de suero humano. Además, 

nuestro biosensor requiere valores pequeños de suero (6μl), mientras que otros requieren 

una mayor cantidad de suero 500μl [152]. 
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5.2 Ideas relevantes 
 

El sistema puede ser de multi-análisis, ya que se pueden realizar otros optrodos con la 

capacidad de reconocer otros analitos como el pH y la glucosa (trabajos previos), colocarlo 

en el sistema de biosensado y se calibra para realizar la medición de la otra variable. 

 

5.3 Limitantes  
 

Una limitante de nuestro sistema es en la parte estructural, debido a que la parte donde se 

coloca el optrodo no está aislada de la luz ambiente donde se realiza la prueba, ya que las 

mediciones que se realizaron fueron hechas en un cuarto oscuro. 

 

La reproducibilidad debido a que no controlamos todas las variables que involucran el 

medio donde se desarrolla el biosensor. 

 

Otro factor a mejorar sería el rango de operación, ya que entre más amplio sea es mejor. 

 

5.4 Recomendaciones 
 

Para poder obtener optrodos con una mejor reproducibilidad, es necesario controlar las 

variables del ambiente donde se desarrollan los optrodos como lo son la temperatura y la 

humedad, factores que afectan al proceso de secado de la técnica sol-gel. 
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