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RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollé un dispositivo que actta como indicativo en el momento que
la carne es atacada por bacterias. El biosensor fabricado contenia pequefias particulas inertes en el
nacleo que sirvieron como indicativo de que éste estaba siendo consumido por bacterias, dichas
particulas estaban recubiertas por una capa de PVA vy otra externa hecha de PLA o Almidon de
Yuca, con el fin de que estos dos Gltimos cumplieran la funcién de alimento directo para las
bacterias. Después de 1 mes de contacto entre los biosensores disefiados y la carne, se determind
como el més efectivo aquel que contenia PLA en la cubierta exterior ya que permiti6é observar la
liberacion de las particulas inertes en menor tiempo como indicativo visual de que efectivamente
la carne contenia bacterias y que estas consumieron las capas externas del sensor. La
caracterizacion del producto final se llevo a cabo por el proceso de Microscopia RAMAN en el
cual se pudo observar la modificacion que realizaron las bacterias sobre el PLA.

Palabras Clave: Biosensor, Core-Shell, PVA, PLA, Almidon de Yuca
ABSTRACT

In the present work biosensor was developed as an indicative of the time that the bacteria attacks
the meat. The fabricated biosensor contained small inert particles in the nucleus, which served as
indicative that bacteria were already consuming the biosensor, at the same time they were
covered by a layer of PVA and another outer made of PLA or Cassava Starch. After 1 month of
contact between the designed biosensors with meat, was determined as more effective that
containing PLA in the outer cover since it allowed to observe the release of inert particles in less
time as a visual indication that indeed the meat contained bacteria and that they consumed the
outer layers of the sensor. The process of RAMAN Microscopy in which the modification carried
out the bacteria on the PLA could be observed conducted the characterization of the final
product.

Keywords: Biosensor, Core-Shell, PVA, PLA, Cassava Starch
1 INTRODUCCION
En la industria alimenticia es obligatorio y necesario incluir en el empaque la fecha de caducidad

de los productos; sin embargo ésta no es suficiente para alertar al consumidor, ya que tales
etiquetas no son leidas o son afectadas por manipulacién, sumado a las condiciones a las que esta
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sometido el producto (temperatura y humedad). Adicional a ello, se tiene que las fechas alli
expuestas no son precisas, asi como el producto puede durar mas de lo previsto, también puede
deteriorarse antes de lo indicado, lo que ocurre con frecuencia en los productos refrigerados en
los que sobresalen las carnes, debido a que son un medio ideal de cultivo para microorganismos,
como ciertos grupos de bacterias (Staphilococus aureus, Escherichia coli, Enterobacter y
Serratia, Pantoea agglomerans, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica) [1]; por la gran cantidad de nutrientes y factores de crecimiento que contienen.

[2]

Un sensor es un dispositivo que presenta caracteristicas de naturaleza eléctrica (carga, voltaje,
corriente), cuando es sometido a un fendmeno que no es eléctrico [3]. Los sensores miden
cantidades fisicas y las convierten en sefiales que pueden ser medidas; los biosensores siguen este
mismo principio, sin embargo sus medidas son hechas sobre reacciones de tipo biolégico, como
las reacciones enzimaticas en el caso de un medidor de glucosa.

En la industria el uso de biosensores se ha incrementado en gran medida debido a que permiten
conocer e identificar diferentes reacciones quimicas no sélo a nivel de diagndstico clinico, sino
también en &reas de control de procesos industriales, veterinarios, agricolas, etc. [4] ya que son
mas efectivos para otorgar un resultado y mas amigables con el ecosistema, algo que hoy dia es
parte fundamental en los procesos de control.

En este proyecto se plantea una alternativa confiable para productos cérnicos, de forma que se
pueda determinar el momento en el que estos son afectados por actividad bacteriana, esta
solucion consiste en la fabricacion de un biosensor constituido de una matriz de PVA (Polivinil
alcohol) un polimero completamente inerte, sobre la cual se inmovilizaran particulas de 6xidos
magnéticos recubiertos por un material atractivo para las bacterias como almidén y &cido
polilactico (PLA). Se analizaron diferentes metodologias para la fabricacion de dicho sensor.

El principio de funcionamiento del biosensor se da cuando las bacterias atacan la carne y al
sensor (ya que éste tienen un material llamativo para ellas), una vez sucede ésto, las particulas
contenidas se liberaran y son observadas por el consumidor, dando una alerta de que la carne ya
esta en proceso de descomposicion y no es apta para el consumo.

2 METODOLOGIA

2.1 Fabricacion de la magnetita

El proceso de fabricacion de la magnetita se realizé con el método de precipitacion de cloruro
ferroso y cloruro férrico con el siguiente balance quimico

2FeCl; + FeCl, +8NH; +4H,0 —> Fe3;0,4 + 8NH,4CI

Teniendo en cuenta ésta reaccion se hallaron las cantidades necesarias de cada elemento para
15ml de agua, estas fueron (Tabla 1):
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Tabla 1. Cantidades de elementos precipitacion de magnetita

Amoniaco (NH3) Cloruro ferroso (FeCl,) Cloruro férrico (FeCl3)

113,2ml 26,49 67,69

Se maceraron y se secaron los cloruros a 76°C por 2 horas, se adicionaron, al volumen de H,0O
elegido, el peso calculado de los cloruros (20°C), se agitd esta mezcla durante 1 hora (20°C),
posteriormente se adiciond la solucion de NH3; (volumen calculado), aumentando lentamente la
temperatura hasta 90°C por 1 hora, por ultimo se filtro el precipitado y se lavo hasta que la
solucidn de enjuague lleg6 a pH neutro.

Se calculd el rendimiento a partir del valor esperado y el obtenido y se obtuvo que éste fue del
3.96%.

2.2 Fabricacion de los encapsulados PVA-Particulas

En la fabricacion de estos encapsulados se utilizaron dos metodologias diferentes, pero para ello
se determind previamente cual era la mejor cantidad de PVA en agua, por tanto se procedié a
experimentar con diferentes cantidades de PVA y agua y se determind que la forma deseada se
lograba con 8g de PVA en 60ml de agua, y llevadas al horno a 55°C por 4 horas.

2.2.1 Metodologia A:

Inicialmente se calentaron 60ml de H,O, se adicionaron 0.5g de particulas, almidon a una
relacién (1:3) con la particulas y 8g de PVA; teniendo en cuenta que no se presenten diferenciales
de temperatura. Por Gltimo se agité por 20 min.

Problemas presentados:

Después de varios ensayos se descubrié que la relacion entre el almidén y la particula fue
demasiado baja. Se tomaron las cantidades de particulas y almidon bajo diferentes proporciones
asi (Tabla 2):

Tabla 2. Relacion particula magnética/almidon

Protocolo Particula () Almidon (g)
1 0.3 4.5
2 0.0522 4.5
3 0.025 6

El objetivo era lograr una solucion lo menos grisacea posible, de forma que conservara el color
del almiddn, lo cual se logré con la relacion 3 y fue ésta la que se us6 para la metodologia A.

2.2.2 Metodologia B:

En esta metodologia se prepararon dos soluciones a diferentes porcentajes de agua de forma que
al unirlas se completaran los 60ml requeridos; se hicieron 2 mezclas a porcentajes diferentes

(Tabla 3):
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Tabla 3. Protocolos para metodologia B

Protocolo Solucién 1 (H,0) Solucion 2 (H,0)
1 40ml 20ml
2 20 40

Solucion 1: Almidén + particulas (pesos determinados en metodologia A); se calentd el
porcentaje de agua, se adiciond el almidon, se llevé al ultrasonido por 5 minutos, se calento
nuevamente y se adicionaron las particulas.

Solucion 2: PVA+H20; se preparoé la solucién 1, se adiciond el porcentaje restante de agua y se
calentd, se adiciono el PVA y se agitd hasta logar solucién homogénea

2.3 Fabricacion del Biosensor

En la fabricacion de los biosensores se siguieron distintas metodologias, teniendo en cuenta las
laminas fabricadas con anterioridad y se usd el PLA (que se encontraba en forma de pellets)
disuelto en cloruro de metileno. Los biosensores se pusieron en contacto con la carne a
temperatura ambiente para acelerar el proceso de descomposicion.

2.3.1 Biosensor A: Se tom6 un pedazo de la lamina compuesta de PVA, almiddn y particulas; y
se puso entre capas de PLA (disuelto previamente) selladas con calor. Se hicieron dos muestras,
la primera, etiquetada como Al, se hizo con la lamina que tenia mas alta concentracion de
particulas, mientras que la segunda, etiquetada como A2, con menor concentracion.

2.3.2 Biosensor B: Se tomd un pedazo de la lamina compuesta de PVA, almidon y particulas,
ademas se adicion6 almiddén en polvo, se recubrié con PLA disuelto y se secd a temperatura
ambiente. Se hicieron dos muestras, la primera, etiquetada como B1, con mayor concentracion de
particulas; y la segunda, etiquetada como B2, con mayor concentracion de almidén en polvo.

2.3.3 Biosensor C: Para ésta metodologia se disolvieron los pellets de PLA, se tomd una porcién
de éstos y una capa de PLA seco en forma de lamina, encima de dicha capa se agregd magnetita
en polvo, luego se cubrié con otra capa de PLA seco en forma de lamina y por Gltimo se sell6 con
més PLA disuelto.

2.4 Caracterizacién

La caracterizacion del biosensor se llevo a cabo mediante la técnica de Micro Espectroscopia
Raman (micro Raman). Debido a que se tenian varios sensores fabricados por distintas
metodologias, se decidié hacer la prueba de caracterizacion al sensor que cumplié con los
objetivos del proyecto, que es el de nuestro interés (Biosensor C).

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Para la experimentacién con los biosensores se hizo un seguimiento de cada uno, tomando un
trozo de carne de cerdo (segun la experiencia su proceso de descomposicion es mas rapido [5]), y
sobre éstos se pusieron los biosensores que fueron observados durante un mes, para los cuales se
hizo el seguimiento descrito a continuacion:
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Para el dia 2 no se observaron cambios significativos en ningln sensor.

En el biosensor C se presentd, a los 4 dias de exposicion, la presencia de particulas blancas a su
alrededor y ya era posible observar que toda la capa de PLA en contacto con la carne estaba
destruida y se encontraba expuesta la magnetita aunque no era visible si no se levantaba el
biosensor de la carne. En los demés sensores se observO deterioro de la carne pero ninguna
reaccion de éstos.

Siete dias después se observo en el biosensor C la magnetita acumulada en un solo sitio, esta no
se esparcio sobre la carne como se pretendia, sin embargo toda la capa de PLA en contacto con la
carne ya se habia desvanecido. La carne presentaba mejor aspecto que con los demas sensores.

Se realiz6 una siguiente revision el dia 23, se observd que la carne gue se encuentra en contacto
con el biosensor C ya presentaba coloracion oscura superficial, posiblemente de la liberacién de
magnetita; en el biosensor B2 se observo que la capa en contacto con la carne se desprendio.

Se realiz6 una ultima observacion el dia 29 para la cual la carne en el biosensor C presenté alta
coloracion oscura; y los biosensores Al, A2 y B2 empezaron a reaccionar con las bacterias en la
carne mostrando desprendimiento de las capas.

Por dltimo se retiraron los biosensores de las carnes y se llevaron a un beaker con carbon
activado para quitar los olores.

Después de observar estos resultados, se determind que el biosensor C fue el que presenté el
mejor comportamiento. En la figura 1 se muestra como fue el comportamiento del biosensor C a
23y 29 dias desde su exposicion a la carne

3.1 Caracterizacioén

En la Figura 2, se muestra el espectro Raman para el biosensor C.
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Figura 2. Espectro Raman para el Biosensor C

Se realiz6 micro espectrometria Raman para el biosensor C, en un rango de 500-3000 cm™ debido
a que el biosensor C fue fabricado a partir de PLA (Acido polilactico), este espectro se compard
con el espectro Raman del PLA, y se encontrd similitud en los picos principales (en muestra de
PLA puro se encuentran en un nimero de onda de 1050, 1100, 1150 y 1450), aunque se observa
un desplazamiento en las bandas, asi los mismos picos representativos se observan en 708, 876,
1040 y 2951, esto se debe a la interaccién del PLA con el solvente (cloruro de metileno) y
posibles sustancias liberadas por los microorganismos presentes en la carne.

Se observa que el espectro presenta algunos picos irregulares (en la banda comprendida entre
2000 y 2900 aproximadamente), esto se debe a la superficie de la muestra, ya que la
espectrometria se realiz6 después de ensayar el sensor, por lo cual su superficie estaba algo
deteriorada y resulto dificil realizar el ensayo.

4 CONCLUSIONES

En la elaboracion de este trabajo se logré desarrollar un biosensor que actia como indicador
cualitativo del deterioro de productos carnicos, tal biosensor estd compuesto de un polimero
biodegradable que debido a sus componentes enzimaticos se vuelve un atractivo para las
bacterias, evitando que ataquen directamente la carne. Esta reaccion se evidencia, en el biosensor
C, después de estar en contacto con la carne por alrededor de un mes; se observa una coloracion
bastante oscura en la carne debido posiblemente a la liberacion en su superficie de la magnetita
gue se encontraba en el interior del sensor. Ademas, segun el seguimiento realizado se observo
que dicho biosensor no solo indicaba el momento en que la carne era atacada por las bacterias
sino que también servia como una especie de barrera para ésta, ya que los primeros dias a pesar
de que la carne usada con todos los biosensores provenia del mismo lugar y se encontraba bajo
las mismas condiciones, en el biosensor C la carne se tardd mas tiempo en deteriorarse, en
comparacion con los otros biosensores ya que las bacterias atacaron primero el sensor.
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Lastimosamente ya que no se encuentran referencias de este tipo de trabajo, no es posible dar un
resultado conciso comparado con literatura.
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