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Prefacio

Aprendí acerca de los biosensores en el curso The World of Biosensors: From Theory to
Real-World Applications. En este curso pude conocer acerca de sus principios de funciona-
miento, la amplia variedad de aplicaciones que tienen alrededor del mundo, y cómo estos se
han convertido en una herramienta clave para la detección de biomoléculas en entornos con
recursos limitados. Entre estas biomoléculas �guran los marcadores biológicos, cuya detec-
ción por medio de biosensores de bajo costo ha contribuido ampliamente al desarrollo de los
sistemas de salud y a hacer más accesibles los sistemas de detección y diagnóstico para las
poblaciones.

Este proyecto surge con la intención de comenzar a establecer una plataforma en el país
para el desarrollo de biosensores de bajo costo basados en papel. Con el establecimiento de
esta plataforma, se pretende abrir las puertas para el diseño, desarrollo e implementación
de una amplia gama de dispositivos analíticos que podrían servir como herramientas para
la detección de moléculas biológicas de manera rápida, rentable, fácil de implementar e
interpretar y amigables con los usuarios.
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in�nitamente a mis padres, por su amor y apoyo incondicional a lo largo de mi vida y por
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y al resto de mi familia, por ser un gran apoyo y por acompañarme en todas las etapas de
mi vida. Agradezco a mis amigos y compañeros de clase, que me han acompañado durante
estos años de formación en la Universidad, con quienes he podido crecer tanto en el ámbito
académico como personal.

Agradezco profundamente a mi asesora y supervisora PhD. Vanessa Wilma Jungbluth,
por todo el apoyo que me brindó durante la realización de este trabajo, por compartir con-
migo sus conocimientos, sus consejos y sus experiencias. Sus conocimientos y su compromiso
como catedrática fueron factores clave para la realización de este trabajo.

Agradezco también a todos mis profesores, por compartir sus conocimientos conmigo
y por ser factores vitales en mi crecimiento y formación profesional. A la Universidad del
Valle de Guatemala, por haber sido mi casa de estudios durante estos años, en los que ha
explotado mi potencial y me ha brindado una sólida plataforma de crecimiento.
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Resumen

La utilización de biosensores como pruebas de diagnóstico en el punto de atención permite
el análisis de �uidos biológicos para el monitoreo de enfermedades en las poblaciones. Estos
surgen como una alternativa para las pruebas diagnósticas convencionales, pues muestran
ser asequibles, portátiles, intuitivos y rápidos, dando gran signi�cancia a su implementación
en entornos de bajos recursos. El objetivo de este trabajo fue el diseño y desarrollo de un
prototipo de biosensor de bajo costo basado en papel para su implementación en pruebas de
diagnóstico en el punto de atención. Para ello, se fabricaron variaciones prototipos utilizando
las técnicas de inmersión y permeación con cera. Se compararon las áreas de detección forma-
das, y se seleccionó un prototipo �nal. Se evaluó su posible implementación como biosensor
por medio de una prueba de concepto empleando un ensayo colorimétrico para la detección
de glucosa utilizando la enzima glucosa oxidasa en conjunto con el complejo yodo-almidón.
El prototipo �nal utiliza el método de inmersión en cera en papel de �ltro Whatman®
grado 4 con cera de para�na a 120 °C. Los resultados obtenidos con�rman la viabilidad del
prototipo para su implementación como un biosensor en pruebas de diagnóstico en el punto
de atención. Además, se logró identi�car la idoneidad de este tipo de prototipos para ser
utilizados en el desarrollo de pruebas de diagnóstico en el punto de atención, y reconocer
el impacto que la fabricación de este tipo de dispositivos representa para el desarrollo del
sistema de salud en países en vías de desarrollo.
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Abstract

The use of biosensors as point-of-care diagnostic tests allows the analysis of biological
�uids for disease monitoring in populations. They emerge as an alternative to conventional
diagnostic tests, as they are a�ordable, portable, intuitive and fast, giving great signi�cance
to their implementation in low-resource environments. The objective of this work was the
design and development of a low-cost paper-based biosensor prototype for its implementation
in point-of-care diagnostic tests. To this end, prototype variations were fabricated using
immersion and wax permeation techniques. The formed detection areas were compared, and
a �nal prototype was selected. Its possible implementation as a biosensor was evaluated by
means of a proof of concept employing a colorimetric assay for glucose detection using the
enzyme glucose oxidase in conjunction with the starch-iodine complex. The �nal prototype
uses the wax immersion method on Whatman® grade 4 �lter paper with para�n wax at 120
°C. The results obtained con�rm the feasibility of the prototype for its implementation as
a biosensor in point-of-care diagnostic tests. Also, it was possible to identify the suitability
of this type of prototype for its use in the development of point-of-care diagnostic tests,
and to recognize the impact that the manufacturing of this type of device represents for the
development of the healthcare system in developing countries.
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CAPÍTULO 1

Introducción

Los biosensores implementados como dispositivos de diagnóstico en el punto de atención
presentan soluciones para los principales problemas relacionados con la implementación de
las técnicas de diagnóstico convencionales en entornos con recursos limitados. Entre estos se
mencionan los elevados costos de fabricación e implementación y la necesidad de equipos y
personal con alto nivel de especialización. Los dispositivos analíticos basados en papel han
demostrado ser rentables, accesibles, sencillos y fáciles de implementar en diferentes entornos,
haciéndolos ideales para la detección de moléculas biológicas en entornos de escasos recursos.
Se han propuesto diversas técnicas de fabricación que son reconocidas principalmente debido
a su bajo costo, rapidez, robustez y adaptabilidad. Por su parte, los ensayos colorimétricos
son ideales para ser integrados con estos dispositivos debido a su simplicidad, estabilidad
y a su compatibilidad con sistemas de reporte de bajo costo. Debido a la prevalencia de
la diabetes y a la importancia del monitoreo de los niveles de glucosa para su prevención,
diagnóstico y tratamiento, se ha convertido en una enfermedad modelo para el estudio y
desarrollo de dispositivos en el área de los biosensores, siendo la glucosa el analito más
comúnmente investigado.

El objetivo de este trabajo fue el diseño y desarrollo de un prototipo de biosensor de
bajo costo basado en papel para su implementación en pruebas de diagnóstico en el punto
de atención. Esto se inició con una fase de fabricación y optimización de prototipos de
dispositivos analíticos basados en papel por medio de inmersión en cera y permeación con
cera utilizando papel de cromatografía y papel de �ltro. Luego, se comparó la formación de
áreas hidrofóbicas fuera del área de aplicación de la muestra en los prototipos fabricados.
Esto para seleccionar un prototipo �nal que fue evaluado para su posible utilización como
biosensor. Dicha evaluación se hizo mediante una prueba de concepto para la detección de
glucosa por medio de una reacción colorimétrica que combinaba la función de la enzima
glucosa oxidasa con el muy conocido complejo yodo-almidón. La capacidad de la reacción
para la detección de glucosa fue evaluada en solución, para luego ser implementada utilizando
como plataforma el prototipo para dispositivo analítico basado en papel.
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En el capítulo 2 y 3 se presentan los antecedentes más relevantes relacionados con los
biosensores, su implementación como pruebas de diagnóstico en el punto de atención y los
factores que han sido clave para el desarrollo de los dispositivos analíticos basados en papel.
Luego, en el capítulo 4 se presenta el objetivo general y los objetivos especí�cos de este
proyecto, seguidos por el establecimiento de su alcance en el capítulo 5. Posteriormente,
se presentan las bases teóricas que sustentan este trabajo (capítulo 6). En el capítulo 7 se
presenta la metodología, a partir de la cual se obtuvieron los resultados del presente trabajo
(capítulo 8). La discusión de los resultados puede encontrarse en el capítulo 9. Para �nalizar,
en los capítulos 10 y 11 se exponen las conclusiones y recomendaciones obtenidas a partir
de este trabajo.
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CAPÍTULO 2

Antecedentes

Los biosensores o sensores biológicos son dispositivos que se han desarrollado rápidamen-
te en los últimos años. Estos juegan un papel clave para proveer herramientas de análisis
biológico con una gran variedad de aplicaciones. Entre estas se puede mencionar el des-
cubrimiento de drogas, la detección de contaminantes en el ambiente y el monitoreo de
marcadores que funcionan como indicadores de enfermedades en �uidos corporales como la
sangre, saliva, sudor y orina [1].

En las últimas décadas se han logrado avances signi�cativos en el campo de los biosenso-
res. A partir de estos ahora existe una gran variedad de moléculas que pueden ser detectadas
y de elementos biológicos que permiten su captura, cuyas combinaciones resultan en una am-
plia gama de aplicaciones para los biosensores. Además, también se han desarrollado una
gran variedad de técnicas que permiten la conversión de las señales generadas por la captura
de las moléculas de interés a señales medibles e incluso observables a simple vista, de manera
que sean fácilmente interpretadas por sus operadores [1].

El desarrollo del primer biosensor �verdadero� se le atribuye a Leland C. Clark, quien
desarrolló un biosensor para la detección de oxígeno en 1956. Su dispositivo es conocido hoy
en día como el electrodo de Clark [1]. El descubrimiento de Clark permitió ampliar el rango
de analitos que podían medirse, y en 1962 propuso la utilización de enzimas en combinación
con los biosensores [2].

En el campo de las ciencias médicas, nuevas aplicaciones para los biosensores surgen día
con día [3]. Estos se utilizan ampliamente para diagnosticar enfermedades infecciosas y para
monitorear enfermedades. Entre las que se puede mencionar la diabetes mellitus, que se
caracteriza porque requiere de un control riguroso en los niveles de concentración de glucosa
en la sangre [3].
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A pesar de la amplia disponibilidad de exámenes y pruebas diagnósticas en los sistemas
de salud y comunidades, el costo de su fabricación es una de las mayores preocupaciones
e impedimentos para su implementación en todo el mundo, incluidos aquellos países que
se encuentran en vías de desarrollo [4]. Además de esto, los instrumentos utilizados no son
portátiles, requieren de personal especializado para su manipulación e interpretación, con-
diciones especiales para el entorno en el que son manipuladas y de procedimientos extensos
para obtener resultados [5]. Siendo estos también impedimentos para su implementación en
entornos de escasos recursos.

Es así como comienza la exploración de los biosensores para ser utilizados como pruebas
de diagnóstico en el punto de atención. Este tipo de dispositivos hace posible la ejecución de
exámenes clínicos cerca de los pacientes, facilitando la toma de decisiones respecto a la aten-
ción sanitaria al utilizar la información que brindan a través de la detección de biomarcadores
importantes [6]. Gracias a algunas adaptaciones que se han hecho a los biosensores tradicio-
nales, estos ahora tienen la posibilidad de ser utilizados como dispositivos miniaturizados
para el monitoreo y diagnóstico de enfermedades en el punto de atención. Al compararlos
con otras técnicas e instrumentos bioanalíticos, estos muestran ser más asequibles, portátiles,
amigables con el usuario, rápidos, entre otras características [5].

Actualmente, hay millones de personas en el mundo que padecen diabetes y que necesitan
medir su nivel de glucosa a diario, además de la gran cantidad de personas que necesita de
este tipo de análisis para ser diagnosticado con diabetes. A raíz de esto, la glucosa se ha
vuelto el analito más comúnmente evaluado [7] y ninguna prueba diagnóstica es más común
que la de glucosa [8]. Teniendo un mercado tan amplio, la diabetes es una enfermedad
modelo para el desarrollo de nuevos conceptos y técnicas en el área de los biosensores y de
los dispositivos para pruebas de diagnóstico en el punto de atención [7].
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CAPÍTULO 3

Justi�cación

El diagnóstico es el primer paso para tratar una enfermedad [9], y el análisis de �uidos
biológicos es necesario para el monitoreo de la salud en las poblaciones [10]. Sin embargo,
el principal obstáculo para el monitoreo y control de enfermedades aún sigue siendo el
poder entregar sistemas de detección o pruebas de diagnóstico que sean simples, asequibles,
amigables con el usuario. Además, que tengan la capacidad de detectar biomarcadores de
manera sencilla y analizarlos en entornos de escasos recursos [11].

Actualmente existen diferentes métodos que se emplean para llevar a cabo los ensayos
biológicos. Estos ensayos permiten la detección de biomarcadores en �uidos corporales, en-
tregando resultados válidos y sensibles. No obstante, estos métodos tradicionales consisten
en largos procedimientos que necesitan grandes cantidades de reactivos y muestras, además
de personal capacitado para llevar a cabo los ensayos e interpretar los resultados [11].

Un diagnóstico más rápido es una de las necesidades más importantes de los sistemas de
salud alrededor del mundo. Para lograrlo, es necesario contar con dispositivos que permitan
la detección y diagnóstico de enfermedades en etapas tempranas [12]. La necesidad de diag-
nósticos en el punto de atención para los países en vías de desarrollo se ve enfatizada por
la falta de infraestructura, la escasez de personal capacitado y el aumento de las infecciones
asociadas a la atención sanitaria [13].

A raíz de las necesidades anteriormente mencionadas, los dispositivos para pruebas de
diagnóstico en el punto de atención han surgido como una fuerte herramienta de diagnóstico.
Estos han mostrado gran relevancia en países donde los sistemas de atención sanitaria no
tienen las capacidades para proveer los servicios adecuados a toda la población [14]. De
acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, un dispositivo utilizado para realizar
una prueba de diagnóstico en el punto de atención debe ser asequible, sensible, especí�co,
amigable con el usuario, rápido/robusto, libre de equipo y entregable (ASSURED, por sus
siglas en inglés) [14].
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Los materiales utilizados tradicionalmente para la elaboración de dispositivos de diag-
nóstico en el punto de atención son silicon, vidrio y materiales poliméricos, como polidime-
tilsiloxano (PDMS) [15]. Aunque dichos materiales sean mucho más simples al compararlos
con el equipo tradicional de laboratorio, aún representan un costo que impide su utiliza-
ción en entornos con recursos limitados. Esto debido a la necesidad de técnicas y equipos
especializados para su fabricación [15].

Un dispositivo basado en papel ofrece la oportunidad de reducir los costos de los en-
sayos biológicos [13]. Entre los bene�cios de la utilización de papel como una plataforma
para los sensores biológicos se puede mencionar que es un material disponible en todo el
mundo, rentable, biocompatible, �exible, hidrofílico y que permite el movimiento de �uidos
sin utilización de bombas externas [9]. La utilización del papel en técnicas químicas y analí-
ticas ha sido bastante notable a través de la historia, lo que demuestra su viabilidad para el
aprovechamiento de los principios de técnicas analíticas existentes en la fabricación de dis-
positivos analíticos [16]. Por otro lado, es un material bastante utilizado para la realización
de ensayos colorimétricos debido a que genera un contraste notorio con sustratos coloreados,
los cuales se obtienen generalmente a partir de ese tipo de ensayos [16]. En cuanto a la
seguridad sanitaria, el papel provee una solución para el descarte de los dispositivos luego
de ser utilizados, ya que es posible incinerarlos de manera fácil y rápida [16]. Finalmente,
se debe mencionar que existe una amplia gama de técnicas de fabricación que pueden ser
utilizadas para producir dispositivos con este material, incluyendo técnicas de bajo costo
que pueden ser utilizadas en entornos con recursos limitados [16].

Por su parte, la cera de para�na es reconocida por ser inerte al entrar en contacto con
reactivos químicos y también por su compatibilidad con una gran variedad de técnicas de
fabricación para la formación de patrones, debido a ello es uno de los materiales preferidos
para la formación de zonas hidrofóbicas en papel [13]. Además, es un material utilizado en
todo el mundo gracias a que es económico y no es tóxico para el usuario [17]. Las técnicas
de fabricación basadas en patronaje con cera para dispositivos analíticos basados en papel
se caracterizan por no utilizar reactivos químicos, solventes, ni polímeros que podrían ser
capaces de alterar las propiedades del área hidrofílica del papel utilizado como plataforma
para los dispositivos [17]. Por otro lado, la propagación e impregnación de la cera en el
papel puede ser controlada por diversos factores como la temperatura, la presión, el tiempo
de exposición y el tamaño de los poros del papel, lo que resulta en una gran variedad de téc-
nicas de fabricación disponibles que utilizan el patronaje con cera para elaborar dispositivos
analíticos basados en papel [17].

Los dispositivos analíticos basados en papel pueden ser fabricados utilizando diferentes
técnicas. La utilización de la técnica de modelado con cera o patronaje con cera no requiere
de ningún solvente orgánico ni equipo complejo, puede ser controlada de manera fácil, es
barata, robusta, rápida y adaptable para la producción en masa [18]. Debido a esto, dicha
técnica se ha convertido en una alternativa muy prometedora para el desarrollo de tecnología
en países en vías de desarrollo [17].
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Por otro lado, los ensayos colorimétricos son considerados como la técnica de detección
más adecuada para integrar con dispositivos analíticos basados en papel. Esto debido a
su simplicidad y compatibilidad con sistemas de reporte de bajo costo como escáneres y
teléfonos inteligentes [19]. Este tipo de detección también tiene como ventajas el ofrecer
una lectura visual, una operación sencilla y por tener gran estabilidad [20]. Debido a que
el cambio de color que se obtiene como resultado de los ensayos colorimétricos puede ser
detectado a simple vista, estos muestran gran potencial para ser aplicados en pruebas sin
necesidad de equipo especializado, haciéndolas más accesibles en entornos de bajos recursos
y en países en vías de desarrollo [20].

La diabetes mellitus es la enfermedad crónica más común en el mundo y se ha convertido
en una enfermedad modelo para el estudio de técnicas relacionadas con biosensores y pruebas
de diagnóstico [7]. El metabolismo de la glucosa es un factor clave para el funcionamiento
de los procesos celulares dentro del cuerpo humano y para el diagnóstico y control de la
diabetes, debido a esto los ensayos para la detección de los niveles de glucosa en el cuerpo
humano son uno de los tipos de pruebas más comúnmente empleados en laboratorios y
hospitales alrededor del mundo [8, 9]. Aunque se han logrado avances signi�cativos en el
campo del diagnóstico, tratamiento y prevención de la diabetes, aún existe una gran cantidad
de personas en el mundo que tienen diabetes y no han sido diagnosticadas, o que tienen riesgo
de padecer dicha condición [21]. A raíz de esto, en los últimos años la prevención, diagnóstico
y tratamiento de la diabetes se han convertido en temas de gran relevancia, logrando así el
desarrollo de nuevas técnicas y tecnologías con estos �nes, como es el caso de los sensores
biológicos [21].

Desde que la primera propuesta para un dispositivo analítico basado en papel fue presen-
tada, este tipo de biosensores ha atraído la atención de numerosos investigadores, y se han
desarrollado diferentes métodos de fabricación y técnicas de detección que han sido aplicados
para el diagnóstico de glucosa [20]. Con el desarrollo de estas tecnologías se espera el surgi-
miento de una gran variedad de dispositivos analíticos portátiles basados en papel para el
análisis de glucosa. Dichos dispositivos tendrían la capacidad de evitar procesos complicados
y costosos para su fabricación, haciéndolos más sostenibles y a su vez asequibles para toda
la población.
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CAPÍTULO 4

Objetivos

1. Objetivo general

Diseñar y desarrollar un prototipo de biosensor de bajo costo basado en papel para su
implementación en pruebas de diagnóstico en el punto de atención.

2. Objetivos especí�cos

Fabricar y optimizar prototipos por medio de inmersión en cera y permeación con cera
utilizando papel de cromatografía y papel de �ltro.

Comparar la formación de áreas hidrofóbicas fuera del área de aplicación de la muestra
en los prototipos fabricados.

Evaluar el prototipo �nal para su posible implementación como biosensor.

8



CAPÍTULO 5

Alcance

El presente trabajo de investigación se realiza con el objetivo de diseñar y desarrollar un
prototipo de biosensor de bajo costo basado en papel para su implementación en pruebas de
diagnóstico en el punto de atención. La primera parte se centra en la fabricación y optimi-
zación de prototipos utilizado tres técnicas de fabricación de patronaje con cera: inmersión
en cera, una propuesta propia de variación para la técnica de inmersión en cera donde se
elaboran 6 dispositivos en una sola inmersión, y permeación con cera. Estas técnicas fueron
seleccionadas a raíz de su facilidad de implementación y a que no se requerían herramientas
o equipos especializados, haciendo posible su implementación en la Universidad. No se espe-
ra que los dispositivos creados con estas técnicas alcancen la resolución de las técnicas más
avanzadas que emplean tecnología de punta. No obstante, se espera que los resultados sean lo
su�cientemente cercanos a los deseados para lograr la mayor uniformidad y reproducibilidad
posible en los prototipos.

Una vez fabricados los prototipos, se comparó la formación de áreas hidrofóbicas fuera
del área de aplicación de la muestra para seleccionar un prototipo �nal. Estas comparaciones
se realizaron al colocar gotas de colorante alimenticio y luego evaluar la capacidad de los
prototipos para contenerlo dentro de la zona de detección. El prototipo �nal fue utilizado pa-
ra evaluar su posible implementación como biosensor. Para dicha evaluación, se implementó
una prueba de concepto para la detección de glucosa por medio de una reacción colorimé-
trica empleando la enzima glucosa oxidasa (GOx) y el complejo yodo-almidón. Para todas
las pruebas de detección de glucosa se utilizaron soluciones con concentraciones conocidas
de glucosa, no se utilizaron muestras obtenidas de seres humanos. La reacción en papel fue
evaluada con concentraciones de glucosa de 0 a 10 mM, para las que se estudió el resultado
colorimétrico a simple vista y por medio del valor medio en escala de grises.

Los resultados de la implementación de la prueba de concepto en este dispositivo in-
dicarán la viabilidad de la utilización de la reacción para la detección y diferenciación de
diferentes concentraciones de glucosa. Sin embargo, este es un punto de partida para conti-
nuar con el estudio y optimización de la reacción planteada. Esto con el objetivo de estudiar
más a fondo factores clave como la sensibilidad, selectividad y estabilidad de la reacción y
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del dispositivo para su posible implementación como una prueba de diagnóstico en el punto
de atención a futuro.
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CAPÍTULO 6

Marco teórico

1.Glucosa

La glucosa es el principal tipo de azúcar que se encuentra en el cuerpo humano, y su
principal fuente de energía [22]. Esta pertenece a la familia de los carbohidratos, siendo una
de sus formas más simples con una estructura de 6 carbonos [23]. Los carbohidratos son
fuentes de energía indispensables y están presentes en todo organismo vivo, ya que juegan
papeles importantes para alimentar todos los procesos celulares que requieren energía [23].
La glucosa se obtiene a partir de los alimentos que consumimos, y entra al cuerpo en forma
de galactosa, fructosa, lactosa, sacarosa o almidón. Además, puede ser producida por medio
de gluconeogénesis a partir de grasas y proteínas [23].

Esta azúcar es transportada por medio de la sangre hacia los tejidos que requieren energía
dentro del cuerpo. Esto por medio de diferentes reacciones bioquímicas que se dan dentro de
la célula, la glucosa produce energía en forma de trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas
en inglés), el cual sirve como combustible para los procesos celulares [23]. Debido a esto, la
glucosa es una molécula esencial para el correcto funcionamiento de cualquier organismo.

En personas sanas, el control en los niveles de glucosa se obtiene a partir de trabajo sin-
cronizado de varios sistemas y órganos. Esto resulta en un sistema de regulación complejo
que es controlado por medio de hormonas y neuropéptidos liberados por el cerebro, el pán-
creas, el hígado, intestino y por los tejidos musculares y adiposos, entre otros. El páncreas
es un órgano crucial para la regulación de los niveles de glucosa dentro del cuerpo por medio
de la producción de hormonas, siendo la insulina y el glucagón las más relevantes [24].
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En la Figura 1 se muestra el mecanismo utilizado por el páncreas para el control y
mantenimiento de los niveles de glucosa en sangre. La insulina es la hormona responsable
de disminuir los niveles de glucosa en la sangre, esta es producida cuando los niveles de
glucosa son altos. Se encarga de permitir que los tejidos dependientes de insulina puedan
captar glucosa para llevar a cabo sus funciones metabólicas, y promueve la glucogénesis
(transformación de glucosa en glucógeno). Por otro lado, el glucagón es el opositor de la
insulina y se encarga de elevar los niveles de glucosa en sangre al promover la glucogenólisis
(conversión de glucógeno en glucosa) y gluconeogénesis (síntesis biológica de glucosa) [24].

Figura 1. Mecanismo para el control y mantenimiento de los niveles de glucosa en sangre por
medio de la secreción glucagón e insulina

Nota. Adaptado de [24].

Como se describió anteriormente, el metabolismo de la glucosa está intrínsecamente re-
gulado dentro del cuerpo para satisfacer las necesidades energéticas a nivel celular y prevenir
hiperglucemia (niveles de glucosa en sangre demasiado altos) o hipoglucemia (niveles de glu-
cosa en sangre demasiado bajos) [23]. En la Figura 2 se puede observar una representación de
los niveles de glucosa en sangre mencionados en comparación con el nivel normal de glucosa
en el cuerpo humano. La alteración y desregulación de los niveles de glucosa y su homeos-
tasis dentro del cuerpo pueden dar lugar a una gran variedad de trastornos metabólicos que
representan grandes retos para los sistemas de salud en la actualidad, entre estos se puede
mencionar la diabetes mellitus [23].
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Figura 2. Niveles de glucosa en sangre

Nota. Figura creada con BioRender.com. Adaptado de [25].

2. Diabetes

La diabetes mellitus es un desorden metabólico causado por el desequilibrio en los niveles
de glucosa en la sangre, resultando en niveles demasiado altos que se encuentran fuera del
rango normal para el correcto funcionamiento del cuerpo humano (80-120 mg/dL) [7, 23].
La diabetes mellitus se clasi�ca en diferentes tipos, cada uno con diferentes �siopatologías
y tratamientos. La diabetes tipo 1 y 2 son los dos más prevalentes en el mundo, aunque
también se puede mencionar la diabetes tipo MODY (por las siglas en inglés para diabetes
de inicio en la madurez de los jóvenes), la diabetes gestacional, la diabetes neonatal y la
diabetes originada por causas secundarias (ver Figura 3) [23].

La diabetes tipo 1 se origina de la destrucción de las células β del páncreas por parte
del propio sistema inmune, esto provoca una de�ciencia en la producción de insulina que
reduce la captación de glucosa por parte de los tejidos, aumentando los niveles de glucosa
en sangre (hiperglucemia) y causando desórdenes metabólicos [23]. La diabetes tipo 2 se
conoce también como �de resistencia a la insulina�, en este tipo de diabetes las células
no responden a la insulina, por lo que los tejidos no pueden captar la glucosa de manera
e�ciente, aumentando los niveles de glucosa en sangre [23]. La diabetes tipo MODY, es el
tipo de diabetes monogénica más conocido. Es causado por mutaciones en un gen, las cuales
afectan la producción y secreción de insulina y aparece comúnmente antes de los 25 años
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[26]. Por su parte, la diabetes gestacional se re�ere al aumento en los niveles de azúcar en
sangre durante el embarazo. Normalmente se controla con buenos hábitos alimenticios y
ejercicio, sin embargo, en algunos casos es necesaria la insulina. De no ser controlada, puede
tener repercusiones en la salud tanto de la madre como del feto [27]. La diabetes neonatal
se detecta en los primeros seis meses de vida, puede ser permanente o transitoria. Para este
tipo de diabetes se han podido identi�car por lo menos 20 causas genéticas [28]. Finalmente,
existe una gran variedad de factores que pueden atribuirse a diabetes originada por causas
secundarias. Entre estos las principales son enfermedades pancreáticas, y el uso prolongado
de esteroides, inmunosupresores y diuréticos [29].

Figura 3. Tipos de diabetes

Nota: (A) Diabetes tipo 1. (B) Diabetes tipo 2. (C) Diabetes tipo MODY (por las siglas en inglés
para diabetes de inicio en la madurez de los jóvenes). (D) Diabetes gestacional. (E) Diabetes
neonatal. (F) Diabetes originada por causas secundarias (como trastornos en el sistema endocrino,
el uso de esteroides, etcétera). Adaptado de [23].

Si los niveles de glucosa en sangre de los pacientes con diabetes no son regulados para
mantenerse en niveles adecuados para el correcto funcionamiento del cuerpo, la enfermedad
puede adquirir altos niveles de morbilidad y mortalidad [23]. La diabetes puede impactar
de manera negativa a diferentes sistemas dentro del cuerpo humano, y sus complicaciones
pueden darse a diferentes niveles dependiendo del avance de la enfermedad y su control
[30]. Entre las principales complicaciones que pueden surgir se puede mencionar el daño
al sistema nervioso, daño al sistema renal, daños oculares que pueden resultar en ceguera,
enfermedades cardiovasculares, infartos y enfermedades vasculares periféricas [30].
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La diabetes es una enfermedad crónica que tiene prevalencia a nivel mundial, y se debe a
la variedad de tipos que existen, la diversidad de causas que pueden originarla y los diferentes
grupos de pacientes que pueden padecer de la enfermedad. El examen de los niveles de azúcar
en la sangre es esencial para el control y prevención de complicaciones que se originan de esta
enfermedad [31]. Además, sirve para evaluar la efectividad de tratamientos para el manejo
de los niveles de glucosa y para la toma de decisiones importantes y ajustes en medicación
que puede causar hipoglucemia como la insulina [32]. También es una herramienta para
el cuidado personalizado de pacientes con diabetes, ya que permite determinar patrones
de respuesta a diferentes estímulos como comidas y medicamentos [33]. Debido a esto, la
medición precisa de los niveles de glucosa en sangre se ha vuelto una necesidad vital para
los pacientes con diabetes.

3. Biosensores

3.1. De�nición

El Compendio de Terminología Química de la Unión Internacional de Química Pura y
Aplicada, de�ne un biosensor como un dispositivo que identi�ca compuestos químicos por
medio de señales eléctricas, técnicas u ópticas que se producen como resultado de reaccio-
nes bioquímicas activadas por enzimas, sistemas inmunológicos, tejidos, orgánulos o células
completas [34]. Se puede de�nir también como un dispositivo integrado que permite la me-
dición de parámetros biológicos o químicos por medio de la generación de señales que son
proporcionales a la concentración de la molécula de interés para el análisis, conocida como
analito [1].

Los biosensores pueden presentarse en diferentes tamaños y formas [35], los cuales varían
dependiendo de su aplicación, el entorno en el que se planea que sean utilizados, la persona
que opera el dispositivo, entre otros factores. La versatilidad de este tipo de dispositivos
ha permitido que sus áreas de aplicación se amplíen. Actualmente se utilizan biosensores
para el monitoreo de enfermedades, estudio de drogas, seguridad alimentaria, detección de
contaminantes en el ambiente, detección de microorganismos causadores de enfermedades,
entre otros [3].

La selección de materiales, técnicas de fabricación y técnicas de transducción para estos
dispositivos requieren de equipos multidisciplinarios con conocimientos de química, biología e
ingeniería [3]. Estos son representados como la unión de diferentes componentes que resultan
en un dispositivo �nal integrado capaz de detectar y medir un analito. Existen 4 componentes
principales en un biosensor, estos son el analito, el receptor biológico, el transductor y la
señal de salida (ver Figura 4) [1].
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El analito es la molécula o sustancia que se desea detectar [1]. El receptor biológico es
una molécula que reconoce al analito de manera especí�ca [1]. Existen diferentes tipos de
receptores biológicos que son utilizados dependiendo de la aplicación y el analito que se desea
detectar, entre estos se pueden mencionar anticuerpos, ácidos nucleicos, enzimas, entre otros.
Los transductores se encargan de convertir una forma de energía en otra [35]. En el caso de
los biosensores, la interacción entre el elemento de bioreconocimiento y el analito genera una
señal que puede presentarse en forma de luz, calor, cambios en pH, carga, corriente o masa
[1]. Estas señales son proporcionales a la cantidad de analito presente en las muestras, por lo
que su conversión es necesaria para poder medirlas. Las señales de salida pueden mostrarse
de diferentes formas, las más comunes son por medio de una computadora o impresora, y
esto puede realizarse a través de valores numéricos, grá�cas, cuadros o imágenes [35].

Figura 4. Componentes de un biosensor

Nota. Adaptado de [1, 36].

3.2. Clasi�cación de los biosensores

Normalmente, los biosensores pueden clasi�carse dependiendo del tipo de transductor que
utilizan, lo que resulta en cinco grupos: electroquímicos, eléctricos, ópticos, piezoeléctricos
y térmicos [35].

El principio para el funcionamiento de los biosensores electroquímicos se basa en reac-
ciones químicas entre el analito y un elemento de bioreconocimiento que resultan en la pro-
ducción o consumo de iones, principalmente por medio de reacciones de oxidación�reducción
[37]. Estas ocurren dentro de una solución, que permite detectar cambios en sus propiedades
eléctricas, como pueden ser la corriente, el potencial eléctrico, impedancia y capacitancia
[35, 37]. Dentro de este grupo se pueden encontrar los biosensores potenciométricos, ampe-
rométricos, impedimétricos, conductimétricos y voltamétricos [35]. Este tipo de biosensor se
caracteriza por su alta sensibilidad, selectividad y capacidad de detección [35].
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Los biosensores electrónicos utilizan elementos de bioreconocimiento combinados con
transistores de efecto campo (FET, por sus siglas en inglés) [35]. Los FETs están compues-
tos por tres terminales (fuente, drenaje y puerta), que regulan la corriente que �uye a través
de este utilizando un campo eléctrico [38]. Para su funcionamiento, el elemento de bioreco-
nocimiento se inmoviliza en la puerta, la cual controla la corriente que �uye entre la fuente
y el drenaje, de manera que cuando el analito se une al elemento de bioreconocimiento,
la corriente que �uye cambia [38]. Estos cambios en corriente pueden ser medidos y son
proporcionales a la cantidad de analito presente en la muestra.

Los biosensores ópticos funcionan por medio de cambios en la luz, entre estos se pue-
den mencionar cambios en su absorción, transmisión, re�exión, refracción, fase, amplitud,
frecuencia y polarización [35]. Por lo que, en el caso de este tipo de biosensores, la señal de
salida que debe pasar por un proceso de transducción para su medición es la luz. Los biosen-
sores ópticos pueden ser diseñados de diferentes formas, lo que resulta en una gran variedad
de alternativas dentro de este grupo como son los basados en �uorescencia, quimiolumi-
niscencia, resonancia de plasmón super�cial (SPR, por sus siglas en inglés), colorimétricos,
entre otros [35].

Los biosensores piezoeléctricos funcionan a partir del efecto piezoeléctrico. Este es un
fenómeno físico que caracteriza a un material que es capaz de producir voltaje cuando es
sometido a estrés mecánico, lo cual también funciona en sentido opuesto, pues al aplicar un
voltaje a este tipo de materiales se puede provocar estrés mecánico y oscilaciones dentro
del material [39]. Este tipo de biosensores funciona al inmovilizar el elemento de biorecono-
cimiento en un material piezoeléctrico, siendo los cristales de cuarzo uno de los materiales
elegidos por excelencia [37]. Por medio de la aplicación de voltajes, estos cristales vibran
a frecuencias especí�cas, las cuales varían al aumentar la masa del cristal por medio de la
unión del analito al elemento de bioreconocimiento [37]. Dichos cambios en la frecuencia de
oscilación pueden ser medidos y utilizados para determinar la cantidad de analito que se es
captado por el elemento de bioreconocimiento.

Por último, los biosensores térmicos consisten en la inmovilización de elementos de bio-
reconocimiento en sensores de temperatura. De esta manera, el calor producido o absorbido
por la reacción que ocurre cuando el analito es detectado por el elemento de bioreconoci-
miento puede ser medido [37]. Este tipo de biosensor es utilizado de manera limitada en
comparación con los otros, ya que requiere de largos procedimientos experimentales y es
poco especí�co [35].

3.3. Biosensores ópticos

Los biosensores ópticos permiten el reconocimiento de una gran variedad de moléculas
utilizando un elemento de bioreconocimiento conjuntamente con un sistema de transducción
óptico [36]. A partir de ello, se produce una señal óptica que es proporcional a la concen-
tración de analito en una muestra [40]. Los principales ejemplos de biosensores ópticos que
existen actualmente son la resonancia de plasmón super�cial (SPR, por sus siglas en inglés),
dispersión de Raman potenciada en super�cie, colorimétricos, y basados en fotoluminiscencia
[41].
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La detección óptica de analitos se puede llevar a cabo con ensayos que utilizan etiquetas
para marcar el analito de manera que la señal óptica se genere por medio de colorimetría,
�uorescencia o luminiscencia a través dicha etiqueta, o sin la utilización de etiquetas, donde
la interacción del analito directamente con el elemento de bioreconocimiento genera una
señal que es captada por el transductor [40]. Existe gran cantidad de variaciones para la
fabricación de biosensores ópticos. Dichas variaciones dependen del analito a detectar y el
mecanismo de detección, lo que ha resultado en que los biosensores ópticos sean el tipo de
biosensor más utilizado y reportado hasta hoy en día [36]. Por otra parte, los biosensores
ópticos han sido adoptados como soluciones para la fabricación de biosensores fáciles de
implementar, rápidos para brindar resultados y que no requieren de equipo especializado
para su interpretación y análisis [41].

Este tipo de biosensor se caracteriza por su especi�cidad, sensibilidad, portabilidad y
rentabilidad [40]. Además, es ampliamente utilizado debido a que permite la detección y
medición de analitos presentes en muestras, sin interferencias eléctricas o magnéticas que
pueden ser provocadas al utilizar otros tipos de técnicas de transducción [42]. Otra ventaja
de los biosensores ópticos es su facilidad de implementación, característica que ha hecho que
sean preferidos entre los diferentes tipos de biosensores. Entre los biosensores ópticos, los
colorimétricos han sido preferidos por su rapidez, selectividad y bajo costo en comparación
con otros biosensores de este tipo [41].

3.4. Biosensores colorimétricos

Los biosensores colorimétricos se clasi�can como un tipo de biosensor óptico. Son utiliza-
dos para la detección de analitos y muestran como resultado un cambio de color que puede
ser detectado de manera visual a simple vista [43] o utilizando simples detectores ópticos
portátiles para mediciones cuantitativas rápidas y asequibles [44]. Las aplicaciones de los
biosensores colorimétricos se han extendido desde la detección de marcadores biológicos en
el área de la atención sanitaria, hasta la detección de compuestos químicos, contaminantes
orgánicos, iones de metales pesados y otras biomoléculas [45].

Este tipo de biosensores se destaca por ser simples, rápidos y por tener alta sensibilidad
y selectividad [43]. Usualmente, la detección del analito se logra hacer en un solo paso y
al no utilizar instrumentación especializada son bastante amigables con usuarios que no
poseen alto conocimiento técnico en el área [43]. Esto ha hecho posible su implementación
de manera rentable y accesible en entornos de bajos recursos cumpliendo con los criterios
ASSURED (por las siglas en inglés para asequible, sensible, especí�co, amigable con el
usuario, rápido/robusto, libre de equipo y entregable) para pruebas de diagnóstico en el
punto de atención de la Organización Mundial de la Salud [41, 44].
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Sin embargo, para que este tipo de biosensores puedan ser utilizados como reemplazo
de las técnicas y métodos de diagnóstico convencionales, aún existen desafíos importantes
como la baja sensibilidad, la complejidad y el volumen requerido de muestra en comparación
con las técnicas convencionales. Al existir una gran variedad de técnicas para la detección
colorimétrica, también es importante tomar en cuenta que no todas exhiben el mismo nivel
de sensibilidad, especi�cidad y selectividad. Esto debido a que las diferentes estrategias para
la detección de las biomoléculas objetivo pueden presentar variaciones que hacen únicas las
características y propiedades de cada dispositivo [43].

La generación de color en estos ensayos puede lograrse utilizando una gran variedad
de estrategias, entre estas se pueden mencionar reacciones enzimáticas, indicadores redox,
formación de nanopartículas, indicadores ácido-base y reacciones complexométricas, entre
otras [4, 19]. Una vez generado el color, se debe hacer una lectura del resultado del ensayo.
Usualmente se obtiene un resultado de tipo positivo/negativo, donde un cambio de color en
el dispositivo que realiza la prueba indica la presencia del analito en la muestra y puede ser
observado a simple vista [4]. Sin embargo, también es posible la obtención de mediciones
cuantitativas utilizando curvas de calibración donde la intensidad del color es proporcional
a la concentración de analito en la muestra [4, 46].

Aunque los sensores colorimétricos aún presentan algunos retos para ser capaces de
reemplazar a las técnicas de diagnóstico convencionales, son bastante prometedores para
su implementación en entornos de escasos recursos principalmente debido a su practicidad,
rapidez, bajo costo, tamaño reducido y su portabilidad [43]. Es así como han llegado a ser
ampliamente propuestos para su implementación en pruebas de diagnóstico en el punto de
atención, ya que permiten resolver los principales problemas que surgen en la implementación
de técnicas de diagnóstico convencionales en estos entornos. Entre los que se puede mencionar
el uso de equipos especializados, tecnología de punta, mano de obra especializada, su alto
costo y que requieren de tiempos considerables debido a su complejidad [41].

4. Dispositivos de diagnóstico en el punto de atención

Los dispositivos de diagnóstico en el punto de atención (PoC, por sus siglas en inglés),
son dispositivos que permiten la realización de exámenes clínicos cerca del paciente y brin-
dan información para la toma de decisiones en el contexto de la asistencia sanitaria [6].
Estos surgen debido a que dentro de los sistemas de salud, existe una necesidad de crear
herramientas de diagnóstico que permitan la detección de biomarcadores clínicos en etapas
tempranas de las enfermedades, no solo para poder diagnosticar a los pacientes, sino tam-
bién para predecir enfermedades en fases iniciales [47]. Esto de manera que se pueda dar
un mejor seguimiento y mejor atención sanitaria a los pacientes evitando complicaciones,
y disminuyendo la cantidad de casos que se diagnostican en etapas avanzadas, donde los
tratamientos son más costosos y complejos.
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Este tipo de dispositivos se presentan como soluciones para las limitaciones de los exá-
menes clínicos tradicionales. Adaptando los ensayos para que puedan realizarse de manera
rápida, sencilla y asequible en el punto de atención del paciente. Gracias al desarrollo de pla-
taformas de lectura amigables con el usuario y fáciles de interpretar, el nivel de conocimiento
y especialización del personal que los utiliza pueden ser más bajos que los que se necesitan
para realizar los exámenes tradicionales en un laboratorio biológico [6]. En términos econó-
micos, la reducción en los costos de este tipo de dispositivos no solo se ve re�ejada en los
costos de fabricación del dispositivo, sino también en la disminución de costos relacionados a
la ejecución de las pruebas en el punto de atención, como puede ser el personal, instalaciones
y equipo necesarios [6].

Uno de los aspectos más distintivos de los dispositivos de diagnóstico en el punto de aten-
ción es la reducción en el tiempo para obtener un diagnóstico, aportando gran valor no solo
para el personal de salud, sino también para los pacientes [6, 48]. En la Figura 5 se muestra
un esquema comparando el procedimiento y recursos necesarios para realizar un diagnóstico
de manera convencional contrastado con la utilización de pruebas de diagnóstico en el punto
de atención para el mismo propósito. Esta evidencia las ventajas de la utilización de este
tipo de dispositivos en la reducción de tiempo, personal, costos y tecnología requeridos para
obtener un diagnóstico En la línea superior se muestra la línea de acción convencional, que
consiste en el traslado al hospital (A), triaje (B), recolección de la muestra (C), procesamien-
to de muestras en el laboratorio (D), y obtención de resultados (E) que posteriormente son
utilizados para el diagnóstico y para determinar el tratamiento (F). En la línea inferior, el
procedimiento utilizando pruebas de diagnóstico comienza con la recolección de la muestra
(A), el análisis por medio de estos dispositivos (B) para obtener un resultado (C) de manera
más rápida, y luego el diagnóstico y determinación del tratamiento (D) [6].

Figura 5. Representación esquemática de los recursos necesarios para lograr un diagnóstico
utilizando el procedimiento convencional comparado con la implementación de pruebas de
diagnóstico en el punto de atención

Nota. Adaptado de [6].
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Desde su introducción en los sistemas de salud, los dispositivos de diagnóstico en el punto
de atención han llamado la atención de investigadores en todo el mundo. Actualmente, sus
aplicaciones se han diversi�cado de manera notable, incluyendo el diagnóstico y detección
de diabetes, enfermedades cardiovasculares y cáncer [47]. La importancia de la detección de
biomarcadores especí�cos para el monitoreo de la salud fue destacada con la pandemia de
COVID-19, donde fue de gran ayuda para el diagnóstico, monitoreo global de la enfermedad y
prevención de contagios. Los biosensores colorimétricos jugaron un papel importante, siendo
ampliamente utilizados para la fabricación de pruebas rápidas que permitían su lectura a
simple vista en el sitio de atención por parte de los usuarios �nales [44, 47].

Los dos tipos más comunes de biosensores utilizados para pruebas de diagnóstico en el
punto de atención son los electrodos elaborados con impresión serigrá�ca y ensayos micro-
�uídicos basados en papel [47]. Siendo este un campo en continuo crecimiento, día a día se
presentan tecnologías emergentes para la siguiente generación de pruebas de diagnóstico en
el punto de atención. Entre estas destacan las tecnologías basadas en teléfonos celulares, las
basadas en papel y las plataformas de laboratorio en un chip [49].

5. Dispositivos analíticos basados en papel

5.1. Papel como una plataforma para biosensores

La utilización de papel como plataforma para dispositivos analíticos ha tenido un de-
sarrollo y crecimiento signi�cativo en la última década [4]. Esto desde la publicación de
Martinez et al. [10], más conocido como el reporte del laboratorio del profesor Whiteside,
en 2007. En este se reportó la fabricación de un dispositivo basado en la elaboración de
patrones con fotorresistente SU-8 2010 en papel �ltro, con lo que se logró crear canales y
zonas de detección que fueron utilizadas para la detección de glucosa y una proteína por
medio de ensayos colorimétricos [10].

El desarrollo de este tipo de dispositivos ha sido impulsado por la gran viabilidad que
representa su fabricación, desde la utilización de un material que puede ser adquirido en
cualquier lugar, hasta la posibilidad de utilizar una gran variedad de técnicas de fabricación
que han demostrado ser simples y rentables en comparación con la fabricación de dispositivos
elaborados a base de vidrio u otros polímeros [4, 50]. Entre sus características más relevantes
se mencionan las técnicas de fabricación simples, su bajo costo y su compatibilidad biológica
[4]. A raíz de esto, este tipo de dispositivos ha sido utilizado para el desarrollo de pruebas
de diagnóstico en el punto de atención, ya que cumplen con los criterios ASSURED de
la Organización Mundial de la Salud [51]. Logrando disminuir los costos de los ensayos y
también su implementación en entornos con recursos limitados, empleando equipo y personal
con menor nivel de especialización que las pruebas de laboratorio convencionales [51].
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A través de la historia, se ha visto un gran desarrollo en el uso del papel en aplicaciones
analíticas (ver Figura 6) [4]. Iniciando en la antigüedad con pruebas para la detección de
hierro, y un poco después con el papel Litmus para la medición de pH. También se resalta el
desarrollo de la cromatografía en papel en el siglo XIX, la cual ha sido aplicada en diferentes
áreas como la medicina y la bioquímica para la separación de moléculas pequeñas, aminoá-
cidos, proteínas, anticuerpos, entre otros [52]. En los últimos años ha crecido el interés en el
papel como una plataforma para la detección de moléculas biológicas con el surgimiento de
los dispositivos analíticos basados en papel para la detección de una amplia gama de molé-
culas biológicas. Este tipo de dispositivos mostró un alza signi�cativa en las publicaciones
relacionadas a su utilización como plataforma analítica en el año 2019 a raíz de la pandemia
de COVID-19, demostrando grandes avances y contribuciones que se han hecho en el campo
a través de los años [4].

Figura 6. Línea del tiempo de la utilización del papel como sustrato en aplicaciones analíticas.

Nota. Adaptado de [4].

La elección del papel para la fabricación de este tipo de plataformas por parte de una
gran cantidad de investigadores no solo se basa en sus precedentes en el campo de la quími-
ca analítica. Su disponibilidad a nivel mundial, su bajo costo y su facilidad de almacenar y
transportar son otros factores que han permitido su amplia aceptación en este campo. Sus
propiedades también in�uyen en gran medida, entre estas se puede mencionar su luminosi-
dad, biocompatibilidad, �exibilidad, y estructura porosa que permite el almacenamiento y
�ujo de muestras biológicas a través y dentro de estos dispositivos por fuerzas capilares [4,
9, 16].
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El desarrollo de los dispositivos analíticos basados en papel se basa en tres aspectos: la
selección del papel, la selección de la técnica de fabricación y la selección de la estrategia de
detección [51]. En cuanto a la selección del tipo de papel, estos poseen diferentes propiedades
y características. Entre estas se puede mencionar su composición, tamaño de los poros, área
super�cial, porosidad y grosor [4]. El papel de �ltro y el papel de cromatografía han sido los
dos tipos de papel más utilizados para la fabricación de dispositivos analíticos basados en
papel. Sin embargo, también se ha explorado la utilización de otros tipos de papel comerciales
y otros no convencionales que son modi�cados para mostrar las características necesarias
para aplicaciones especí�cas [13]. En cuanto a las técnicas de fabricación existe una gran
variedad para los dispositivos analíticos basados en papel. Esto se debe principalmente a
la amplia gama de aplicaciones que han surgido para este tipo de dispositivos. Lo que
ha hecho necesario el desarrollo de técnicas cada vez más �exibles, asequibles y simples
de ejecutar [51]. Finalmente, las técnicas de detección utilizadas varían dependiendo de la
aplicación �nal, el nivel de especialización del usuario y el entorno en el que se utilizará. Un
aspecto que resalta es la simplicidad que presentan algunos de estos dispositivos al no utilizar
equipos ni instrumentos especializados para su lectura. Entre todas las técnicas disponibles,
la colorimetría es la técnica analítica más utilizada estos dispositivos [4, 19].

5.2. Métodos de fabricación para dispositivos analíticos basados en papel

En las últimas décadas, el crecimiento del campo de desarrollo de dispositivos analíticos
basados en papel ha resultado en la existencia de una gran variedad de técnicas de fabrica-
ción. Dichas técnicas tienen como objetivo la de�nición de áreas o canales hidrofílicos en el
papel rodeados por barreras hidrofóbicas. Estas se dividen en dos categorías: la elaboración
de patrones de barreras hidrofóbicas en la super�cie del papel, y el modelaje o corte del
papel para la de�nición de canales y áreas de detección [18, 50, 53-55].

En cuanto a los materiales empleados para la creación de áreas hidrofóbicas en la su-
per�cie del papel, se pueden mencionar los materiales fotorresistentes como SU-8, reportada
por Martinez et al. en 2007 para la elaboración del primer dispositivo analítico basado en
papel que se ha publicado [10]. Sin embargo, dicha técnica requiere de solventes orgánicos,
materiales fotorresistentes costosos y equipo especializado [56]. Debido a esto, en los últimos
años se ha ampliado la variedad de materiales utilizados para la fabricación de este tipo de
dispositivos, entre los que se puede mencionar el polidimetilsiloxano (PDMS), cera, tinta
indeleble, tinta curable con luz UV, entre otros [54].

Las técnicas de fabricación existentes también pueden ser clasi�cadas según el tipo de
unión de los materiales hidrofóbicos al papel. Entre estas existen las técnicas de fabricación
que bloquean de manera física los poros del papel, las que depositan los materiales hidro-
fóbicos en la super�cie del papel, y las que realizan modi�caciones químicas en el papel
utilizando agentes que reaccionan con la celulosa, que es el componente principal del papel
[53]. Hasta ahora, se ha reportado una amplia gama de técnicas de fabricación que han
sido utilizadas para la elaboración de dispositivos analíticos basados en papel. Entre estas
se puede mencionar la impresión con cera, impresión con inyección de tinta, fotolitografía,
impresión �exográ�ca, tratamiento con plasma, tratamiento con láser, grabado húmedo, se-
rigrafía, patronaje con cera, estampado, grabado en relieve, además de algunas variaciones
de estas técnicas [18, 54, 57].
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5.3. Métodos de fabricación de patronaje con cera para dispositivos analí-

ticos basados en papel

Actualmente, existe una amplia variedad de materiales de soporte, métodos de fabrica-
ción, métodos de detección y una aún más amplia gama de aplicaciones para los dispositivos
analíticos basados en papel [50]. Sin embargo, algunas técnicas de fabricación requieren de
personal capacitado, equipos y laboratorios especializados que suponen gastos signi�cativos
para su ejecución [56]. A raíz de esto, se ha dado lugar al desarrollo de técnicas de fabrica-
ción que utilizan materiales mucho más asequibles y que se encuentran disponibles en todo
el mundo, siendo la cera uno de los más estudiados y utilizados hoy en día [50].

La cera es un material hidrofóbico, insoluble en agua, con baja viscosidad cuando es
derretido y maleable a temperatura ambiente [58]. La utilización de este material para la
fabricación de dispositivos analíticos basados en papel ha demostrado tener costos más
reducidos y mayor simplicidad al compararse con otras técnicas de patronaje en papel como
el uso de materiales fotorresistentes y PDMS [58]. Una de las principales ventajas de la cera
es que puede ser aplicada utilizando diferentes técnicas y es fácil de fundir con calor de
manera que impregna el papel creando barreras hidrofóbicas en su super�cie [55].

El primer reporte que existe en relación con las técnicas de patronaje con cera se atribuye
a Muller y Clegg en el año 1949, que consistió en la creación de un patrón con para�na en
papel de �ltro [52]. El patrón fue creado al presionar un troquel calentado sobre una hoja de
papel de �ltro apilada con una hoja de papel para�nado, de manera que al derretir la para�na
esta se transfería al papel de �ltro dejando el patrón del troquel [52]. Con la transferencia
de la para�na al papel se logró la creación de barreras hidrofóbicas para la contención de
muestras en el papel. La formación de dichas barreras se convirtió en el fundamento principal
para el desarrollo de la gran variedad de técnicas de fabricación de patronaje con cera que
existen hoy en día [50].

Gracias a la simplicidad del proceso, este método es reconocido por ser rápido, asequible,
robusto, fácil de controlar y adaptable para la producción en masa de este tipo de dispositivos
[18, 57, 58]. Dichas características hacen evidente el potencial que ofrece esta técnica para
la fabricación de pruebas de diagnóstico en el punto de atención, ya que cumplen fácilmente
con los criterios ASSURED de la Organización Mundial de la Salud [18, 58]. El proceso de
fabricación utilizando técnicas de patronaje con cera puede llegar a ser tan simple al punto
que puede ser realizado en casa utilizando un crayón de cera, y también puede ser utilizado
para la producción en masa de dispositivos basados en papel al utilizar impresoras de cera
especializadas [58]. En los últimos años se han establecido técnicas de patronaje con cera que
requieren de equipo menos especializado haciéndolas más accesibles y fáciles de implementar
en entornos con recursos limitados [18], entre estas se pueden mencionar la permeación con
cera [58] y la inmersión en cera [17].
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5.4. Inmersión en cera

El método de inmersión en cera está clasi�cado dentro de las técnicas de fabricación de
patronaje con cera para dispositivos analíticos basados en papel. Este se basa en la inmersión
de papel en recipientes con cera fundida, y la utilización de un molde de hierro para proteger
las áreas del papel que servirán como zonas de detección [17, 18, 59]. De esta manera, al
sumergir el papel en la cera fundida, esta penetra la membrana de las áreas que no están
protegidas con los moldes de hierro [17, 59]. Como resultado �nal, se obtiene un patrón con
áreas hidrofílicas delimitadas por barreras hidrofóbicas, haciendo que el dispositivo �nal sea
capaz de retener �uidos en las zonas hidrofílicas, por lo que estas áreas pueden ser utilizadas
para dar lugar a reacciones que permiten la detección de analitos en una muestra [17].

En la Figura 7 se detalla el procedimiento para el ensamblaje del sistema utilizado para la
ejecución de la técnica de inmersión en cera. Para ello, el papel se coloca sobre una lámina
de vidrio (portaobjetos) y el molde de hierro es colocado por encima del papel, este es
sostenido por medio de la fuerza magnética del imán permanente que es colocado por detrás
de la lámina de vidrio. Una vez armado el sistema, este es sumergido en cera derretida [17].

Figura 7. Procedimiento para el patronaje con cera utilizando la técnica de inmersión en cera

Nota. (A) Vista superior y (B) vista lateral. Adaptado de [17].

Esta técnica utiliza materiales y equipo de bajo costo y que están disponibles alrededor
del mundo, entre estos se puede mencionar la cera, un plato caliente, un molde de hierro y un
imán permanente [17, 60]. Gracias a esto, el método resulta ser de bajo costo y también es
amigable con el medio ambiente debido a que la mayor parte de los materiales son utilizados
para la elaboración de más de un dispositivo, como es el caso de los moldes de hierro, los
imanes permanentes y los portaobjetos [17]. Estas características otorgan gran relevancia a
esta técnica para su implementación en entornos con recursos limitados para la elaboración
de dispositivos analíticos basados en papel.
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El procedimiento para su ejecución es reconocido por ser rápido y simple. Este se encuen-
tra conformado por un solo paso, mientras que otras técnicas de fabricación de patronaje con
cera requieren de la impresión de la cera y posteriormente de su calentamiento [17, 61]. En
comparación con otros métodos de fabricación de dispositivos analíticos basados en papel
como la fotolitografía, este método también demuestra ser más rápido, ya que generalmente
requiere de menos de un minuto para su ejecución [17].

Finalmente, se debe resaltar que otra de sus ventajas es que no utiliza ningún solvente o
compuesto químico. Gracias a ello, el área de detección hidrofílica no es expuesta a este tipo
de compuestos y sus propiedades y composición no son alteradas [17, 61]. Los dispositivos
fabricados con este tipo de técnicas son utilizados comúnmente para la elaboración de ensayos
colorimétricos que permiten detectar una gran variedad de marcadores biológicos, entre los
que se puede mencionar la glucosa y algunas proteínas [17].

5.5. Permeación con cera

La utilización del método de permeación con cera para la fabricación de dispositivos
analíticos basados en papel fue reportada por Lu et al. en 2009 [58]. En esta publicación
se reportaron varios avances para la fabricación de este tipo de dispositivos. Entre estos se
mencionaba una técnica que consistía en la elaboración de patrones utilizando un crayón
de cera en una hoja de papel, para luego calentarlo, logrando así la formación de barreras
hidrofóbicas en la super�cie del papel [18, 58].

En la Figura 8 se detalla el procedimiento para la elaboración de dispositivos analíticos
basados en papel utilizando la técnica de permeación con cera [62]. Primero, se debe marcar
el patrón deseado para la zona de detección. Luego se utiliza un crayón de cera para cubrir
los dos lados del papel en las áreas fuera de dicha zona. Posteriormente, el dispositivo se
calienta utilizando un plato caliente o un horno para obtener como resultado una región
hidrofílica rodeada por barreras hidrofóbicas [58, 62].
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Figura 8. Procedimiento para la fabricación de un dispositivo analítico basado en papel utilizando
la técnica de permeación con cera

Nota. Adaptado de [62].

El funcionamiento de este método, al igual que el de otros métodos de fabricación de
patronaje con cera para dispositivos analíticos basados en papel, se basan en los principios
de permeación con cera. Donde al momento de calentar la cera, esta se funde e impregna
todo el grosor del papel [62]. La cera forma una barrera hidrofóbica en el papel, permitiendo
la retención de muestras dentro de las zonas delimitadas por las barreras de cera [58].

El proceso es bastante simple y rápido, ya que solo requiere dos pasos, los cuales son
depositar la cera y luego calentarla [58]. El proceso generalmente toma de 5 a 10 minutos [58].
Al igual que otras técnicas de patronaje con cera, esta puede ser ejecutada fuera de un cuarto
limpio, en entornos con bajos recursos e incluso en casa, haciéndola bastante prometedora
para la fabricación de dispositivos para pruebas diagnósticas en el punto de atención [58].
Los materiales utilizados para la ejecución de esta técnica son fáciles de adquirir en cualquier
lugar alrededor del mundo y no son costosos, entre estos menciona un crayón de cera y equipo
para calentamiento que puede ser un plato caliente o un horno [58].
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Al comparar los resultados �nales para los dispositivos analíticos basados en papel ela-
borados con esta técnica con los fabricados con otras técnicas como es la fotolitografía, se
puede observar que la resolución de los patrones no es tan alta [57]. Sin embargo, varios
investigadores han concordado en que son lo su�cientemente adecuados para la mayoría de
las aplicaciones pensadas para este tipo de dispositivos [57]. Esta limitación se debe prin-
cipalmente a que cuando la cera impregna el papel el proceso ocurre tanto vertical como
horizontalmente, la impregnación vertical atraviesa todo el grosor del papel, pero al mismo
tiempo la horizontal altera la forma y de�nición de las barreras creadas con la cera [57].

Los dispositivos analíticos basados en papel elaborados utilizando esta técnica se han
utilizado para la realización de pruebas biológicas. Esto se ha logrado al agregar diferentes
reactivos en el área de detección, de manera que cuando se coloca una muestra es posible
detectar la presencia de alguna molécula biológica [58]. Gracias a su versatilidad, estos
dispositivos han sido utilizados en una gran variedad de aplicaciones, entre estas se puede
mencionar la detección de marcadores biológicos en el campo de la salud como la glucosa
y algunas proteínas [58], y la detección de almidón en la leche en el campo de la seguridad
alimentaria [62].

6. Biosensores basados en papel para detección de glucosa

Debido a que la diabetes es una enfermedad de gran prevalencia en todo el mundo, se
ha dado lugar al desarrollo de una gran variedad de tecnologías para la medición de los
niveles de glucosa, entre los que se pueden mencionar los dispositivos analíticos basados en
papel [20, 63]. La importancia de estos dispositivos radica en que la determinación de los
niveles de glucosa es clave para poder tratar y regular los niveles de glucosa en pacientes con
diabetes, y así disminuir las complicaciones, permitiendo que los pacientes tengan una mejor
calidad de vida [63]. Con la implementación del papel como plataforma para la elaboración
de biosensores de glucosa, se espera lograr el desarrollo de dispositivos de medición portátiles,
no invasivos, estables, precisos, y de bajo costo. Esto de manera que sean más asequibles
para los pacientes con diabetes en entornos con recursos limitados en comparación con los
sistemas de medición convencionales para glucosa existentes actualmente [20].

El papel ha sido presentado como material para la fabricación de biosensores de glucosa
gracias a que permite reducir los costos y simpli�car los procesos de fabricación para estos
dispositivos. Esto ha impulsado el crecimiento del campo del desarrollo de los dispositivos
basados en papel en los últimos años [64]. Al comparar estos dispositivos con los sensores
de glucosa elaborados a base de cerámica y polímeros, estos poseen grandes ventajas debido
a la �exibilidad, adaptabilidad, y a la capacidad de poder modi�car el papel para que en
ciertas regiones sea hidrofóbico en lugar de hidrofílico [64].
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Los dispositivos analíticos basados en papel han sido combinados con una amplia gama
de técnicas de detección, siendo la detección colorimétrica y electroquímica las más sobresa-
lientes [20]. Aunque los ensayos electroquímicos son conocidos por tener una mayor precisión
[20], la detección colorimétrica es la más utilizada debido a que hace más fácil la interpreta-
ción de los resultados sin la necesidad de utilizar dispositivos so�sticados para la medición
de la señal de salida, ya que se pueden observar a simple vista [43]. En el Cuadro 1 se hace
una comparación de las técnicas de detección colorimétrica y electroquímica en dispositivos
analíticos basados en papel. Dichas técnicas se han vuelto esenciales en la implementación
de pruebas de diagnóstico para la medición de niveles de glucosa que deben ser rápidas y
provechosas para los sistemas de salud en todo el mundo, resaltando el alto potencial para
si implementación en países en vías de desarrollo [20].

Cuadro 1. Comparación de técnicas de detección colorimétrica y electroquímica para los
dispositivos analíticos basados en papel

Técnica de
detección

Ventajas Desventajas

Detección
colorimétrica

-Más comúnmente utilizada en
combinación con dispositivos
analíticos basados en papel.

-Lectura de resultados a simple
vista.

-Bajo costo de fabricación.

-Simplicidad.

-Estabilidad.

-No requiere de personal espe-
cializado para su utilización.

-Portabilidad

-Rapidez para obtener resultados.

- Menor sensibilidad en comparación
con detección electroquímica.

- Necesidad de implementación de
técnicas para mejorar la uniformidad
del color.

Detección
electroquímica

- Alta sensibilidad.

- Alta selectividad.

- Rapidez para obtener resultados.

- Fácil modi�cación de electrodos
utilizando químicos.

- Se requiere de herramientas para la
medición electroquímica de los
resultados.

- Bajo costo, pero aún más elevado
que la detección colorimétrica.

- Requiere de un nivel más técnico
de conocimientos para su utilización.

Nota. Adaptado de [20, 43].
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Las enzimas son catalizadores biológicos que se encargan de producir una reacción quími-
ca que en la mayor parte de los casos consiste en la transformación de un sustrato especí�co
en otros productos, esto sin ser consumida durante la reacción y sin ser parte de los pro-
ductos [64]. Una de sus propiedades más importantes es la especi�cidad para reaccionar
únicamente ante sustancias determinadas para cada enzima, conocidas como sustratos [64,
65]. Debido a esto, las enzimas son ampliamente utilizadas en los biosensores y permiten la
detección de una gran variedad de analitos, entre los que se pueden mencionar la glucosa, el
lactato y el ácido úrico [66].

En el caso de la detección de la glucosa, la enzima glucosa oxidasa (GOx) es la elegida
por excelencia y la más utilizada en el ámbito clínico [63, 65]. La GOx se caracteriza por
su especi�cidad para unirse a moléculas de glucosa para convertirlas en ácido glucónico y
liberar peróxido de hidrógeno en presencia de dioxígeno (ver Figura 9) [9, 67]. Además, es
preferida al ser fácil de obtener, no es costosa, y es bastante estable, por lo que soporta
niveles extremos de pH y temperatura que la mayoría de las demás enzimas no son capaces
de soportar [63].

Figura 9. Conversión de glucosa en ácido glucónico y peróxido de hidrógeno por medio de la
enzima GOx en presencia de dioxígeno

Nota. Figura creada con BioRender.com. Adaptado de [67].

Los productos obtenidos a partir de la reacción no tienen color, por lo que se hace
necesario agregar agentes o moléculas capaces de mostrar un cambio de color que permita la
interpretación colorimétrica de los resultados, para esto son utilizados los indicadores redox
e indicadores de pH [19]. Gracias a la generación de color a partir de la reacción se puede
determinar si el analito está presente o no en la muestra a simple vista. También se puede
cuanti�car la salida al comparar la intensidad del color obtenido con diferentes muestras
con la intensidad de concentraciones conocidas de glucosa utilizando curvas de calibración
[9, 19].
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CAPÍTULO 7

Metodología

1. Fabricación y optimización de prototipos

1.1. Fabricar prototipos utilizando la técnica de inmersión en cera en di-

ferentes tipos de papel

El proceso de fabricación de dispositivos con la técnica de inmersión en cera se realizó
utilizando tres tipos diferentes de papel: círculos cualitativos de 70 mm de diámetro de pa-
pel de �ltro Whatman® grado 1 (Sigma-Aldrich, Massachusetts, Estados Unidos), círculos
cualitativos de 70 mm de diámetro de papel de �ltro Whatman® grado 4 (Sigma-Aldrich®,
Massachusetts, Estados Unidos) y papel de cromatografía (proporcionado por el Departa-
mento de Bioquímica de la Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala, Guatemala).
También se utilizó cera de para�na (Green Depot, Guatemala, Guatemala) a tres diferentes
temperaturas (120 °C, 125 °C y 130 °C). Para estos se propusieron dimensiones de 2 cm x
2 cm para el prototipo completo, con una zona de detección hidrofílica en forma circular
con un diámetro de 5 mm. En la Figura 10 se puede observar el diseño y dimensiones de los
dispositivos a fabricar en el presente trabajo.
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Figura 10. Representación de las dimensiones y diseño del dispositivo

Nota. Figura creada con BioRender.com.

Como primer paso para la fabricación de dispositivos se derritió la cera de para�na
colocándola dentro de un beaker de 400 mL (DWK Life Sciences, Wertheim, Alemania)
sobre el plato cerámico de un calentador magnético con calefacción y placa calefactora
de vitrocerámica IKA (C-MAG HS 7, Wilmington, Estados Unidos). Para monitorear la
temperatura alcanzada por la cera durante el calentamiento se utilizó un termómetro de
mercurio de inmersión total con rango de temperatura de 0 °C a 150 °C (VWR, Pensilvania,
Estados Unidos).

El papel se cortó en piezas de 2 cm x 2 cm. Una vez cortadas, las piezas de papel se
colocaron sobre un portaobjetos Premiere de 25 mm x 75 mm (C&A Scienti�c, Virginia,
Estados Unidos) que sirvió como soporte para la estructura. Luego, se colocó un imán circular
de 5 mm de diámetro con un grosor de 3 mm (Grtard, China) sobre el papel y se ubicó el
imán permanente en forma de barra con dimensiones de 50 mm x 10mm x 3 mm (Wukong,
China) por la parte de atrás del portaobjetos para asegurarlo. Finalmente, se utilizó un trozo
de cinta adhesiva para asegurar el imán permanente al portaobjetos. En la Figura 11A se
puede observar el esquemático de la estructura armada en vista frontal y trasera, mientras
que en la Figura 11B se observa la estructura en vista lateral y el resultado que se obtiene
luego de sumergirla en cera. En la Figura 12 se puede observar el procedimiento a seguir
para el ensamble de la estructura.
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Figura 11. (A) Esquemático de estructura armada para la elaboración de dispositivos analíticos
basados en papel utilizando la técnica de inmersión en cera en vista frontal y trasera. (B)
Procedimiento para la elaboración de dispositivos analíticos basados en papel utilizando la técnica
de inmersión en cera en vista lateral

Nota. Figura creada con BioRender.com. Adaptado de [17].

Figura 12. Procedimiento para el ensamble de la estructura empleada para la elaboración de
dispositivos analíticos basados en papel utilizando la técnica de inmersión en cera.
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Una vez armada la estructura, esta se sumergió por 1 segundo en el beaker que contenía
la cera derretida, para luego dejarla secar a temperatura ambiente. Cuando la estructura
completa se enfrió, se procedió a retirar la cinta adhesiva y el imán permanente, luego se
retiró el imán circular y �nalmente el dispositivo resultante fue despegado del portaobjetos.

1.2. Diseñar y fabricar herramientas necesarias para ejecutar las técnicas

de fabricación

Para la técnica de inmersión en cera se propuso una variación para la fabricación de los
dispositivos. Esta consistió en la fabricación de un mecanismo que permitió la elaboración
de seis prototipos, con la misma forma y dimensiones que los obtenidos con la técnica
original, en una sola inmersión. Para el diseño del mecanismo se utilizó Inventor Autodesk
Professional 2023 (Autodesk, California, Estados Unidos) y este fue impreso en 3D con ácido
poliláctico (PLA) (PLA+, E Sun, Shenzhen, China) utilizando la impresora 3D Prusa (i3
MK3S+, Prusa research, Praga, República Checa).

El mecanismo consiste en las siguientes partes:

Un soporte para los 6 imanes molde circulares (Figura 13A).

Una pieza para mantener separados los imanes permanentes rectangulares (Figura
13B).

Una pieza que permite �jar el soporte de los imanes molde circulares al separador de
los imanes permanentes mientras se realiza la inmersión (Figura 13C).

Una vez impreso, se �jaron los imanes molde circulares a su soporte y se utilizaron
imanes circulares para �jar el soporte de los imanes molde con el separador de los imanes
permanentes (ver Figura 13). Para la colocación de los imanes circulares se aseguró que las
polaridades tuvieran la misma orientación. En cuanto a los imanes del separador y la pieza
de �jación, las polaridades de los imanes en una pieza debían ser opuestas a las de la otra
para que existiera atracción magnética y las piezas pudieran mantenerse aseguradas.

Figura 13. Partes del mecanismo para la fabricación de seis dispositivos analíticos basados en
papel en una sola inmersión.
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Para la fabricación de los dispositivos utilizando esta variación se comenzó colocando
los imanes permanentes en su separador, prestando especial atención a la orientación de los
imanes para que su polaridad fuera opuesta a la de los imanes molde circulares. Luego, se
colocaron dos portaobjetos con orientación horizontal sobre los imanes permanentes. Sobre
los portaobjetos se colocaron los 6 cuadros de 2 cm x 2 cm del tipo de papel a utilizar.
Finalmente, se colocó el soporte con los imanes molde en la pieza de �jación para asegurarlos
con el separador de los imanes permanentes (ver �ujo de trabajo en Figura 14 y mecanismo
armado con vista isométrica en Figura 15A y vista lateral en Figura 15B).

Figura 14. Procedimiento para el ensamble del mecanismo utilizado para la elaboración de seis
dispositivos analíticos basados en papel en una sola inmersión.
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Figura 15. Mecanismo armado para la fabricación de seis dispositivos analíticos basados en papel
en una sola inmersión

Nota. (A) Vista isométrica y (B) vista lateral.

Una vez armado, el mecanismo fue sumergido en cera de para�na derretida utilizando los
tres diferentes tipos de papel a las mismas tres temperaturas utilizadas con el método origi-
nal. La cera de para�na se calentó a una temperatura de 5°C por encima de la temperatura
de inmersión. Al alcanzar dicha temperatura el recipiente con la cera se retiró del calentador
magnético y se colocó en una super�cie cerámica, donde se monitoreó su enfriamiento con
la ayuda del termómetro. Al alcanzar la temperatura deseada, el mecanismo se sumergió en
la cera de para�na durante 1 segundo. Luego, se dejó enfriar a temperatura ambiente para
�nalmente poder desmontarlo.

1.3. Fabricar prototipos utilizando la técnica de permeación con cera en

diferentes tipos de papel

Para la fabricación de prototipos con esta técnica se utilizaron los tres tipos diferentes
de papel. La cera de para�na se derritió en el beaker utilizando el calentador magnético,
para luego colocarla en un molde en forma de crayón (diseño obtenido de [68]) fabricado por
medio de impresión 3D con PLA. Luego de que se enfriara, el crayón de cera de para�na fue
retirado del molde (ver Figura 16).
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Figura 16. Crayón de cera de para�na elaborado para la fabricación de dispositivos analíticos
basados en papel utilizando la técnica de permeación con cera.

Para los dispositivos fabricados con esta técnica se propuso el mismo diseño que para los
fabricados con la técnica de inmersión en cera. Para su elaboración se comenzó utilizando un
lápiz para marcar el papel con el diseño de la zona de detección, la cual correspondía a un
círculo con diámetro de 5 mm. Luego, se utilizó el crayón elaborado con cera de para�na para
cubrir con cera el área fuera del círculo marcado en el papel. Una vez cubierta toda el área
que se encontraba fuera de la marca, el dispositivo se colocó sobre el calentador magnético
a temperaturas de 120°C y 60°C por 5 segundos. Luego, los prototipos se retiraron del
calentador y se dejaron enfriar a temperatura ambiente (ver procedimiento en Figura 17).
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Figura 17. Procedimiento para la fabricación de dispositivos analíticos basados en papel utilizando
la técnica de permeación con cera

Nota. Figura creada con BioRender.com. Adaptada de [62].

2. Comparación de la formación de áreas hidrofóbicas

2.1. Comparar la formación de áreas hidrofóbicas fuera del área de apli-

cación de la muestra en los prototipos fabricados para la selección del

prototipo �nal

Para la evaluación de la precisión con que se formó el área hidrofóbica en las variacio-
nes de temperatura, tipo de papel y técnicas de fabricación para los prototipos fabricados,
se utilizó colorante alimenticio (Castilla, Guatemala, Guatemala). Este permitió evaluar la
capacidad del área hidrofóbica para contener muestras dentro del área de detección de los
dispositivos. Para ello se depositó 1µL de colorante alimenticio en la zona de detección de
los dispositivos fabricados con papel de �ltro grado 1 y grado 4, y 2µL para los fabricados
con papel de cromatografía utilizando una pipeta (Eppendorf Research®, Eppendorf, Ale-
mania). Se utilizó el microscopio Optika (SZ-STL1, Ponteranica, Italia) (magni�cación X1)
y el microscopio Motic (AE31E, Speed Fair Co., Ltd, Hong Kong) (magni�cación x4) para
obtener imágenes de los dispositivos. El �ujo de trabajo para este procedimiento se ilustra
en la Figura 18.
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Figura 18. Colocación de colorante alimenticio en zona de detección para la evaluación de
formación de áreas hidrofóbicas fuera del área de aplicación de la muestra en los prototipos
fabricados

Nota. Figura creada con BioRender.com.

Se utilizó el software ImageJ (versión 1.54g, National Institutes of Health, Maryland,
Estado Unidos) para obtener una medición del área impregnada por el colorante en las
diferentes variaciones de prototipos. Luego, se hizo una comparación de las mediciones ob-
tenidas. Para cada variación de los prototipos se obtuvo el promedio y desviación estándar
del área de detección para tres repeticiones independientes. Finalmente, se compararon los
promedios y desviaciones estándar para elegir el prototipo �nal, buscando un grupo de pro-
totipos que lograra tener un promedio de áreas lo más cercano al área de detección deseada
(círculo de 5 mm de diámetro), y con la menor desviación estándar posible para asegurar la
reproducibilidad para la fabricación de los dispositivos.

3. Evaluación del prototipo �nal para su posible implementa-

ción como biosensor

Para evaluar la posible utilización de los prototipos de dispositivos analíticos basados
en papel como biosensores primero se llevó a cabo una con�rmación de la efectividad de la
reacción en solución. Todos los reactivos fueron diluidos en agua destilada, a excepción de
la GOx, que fue diluida utilizando salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en
inglés) (Merck, Darmstadt, Alemania).

El estudio en solución se realizó empleando tubos Eppendorf de 1.5 mL (Eppendorf
Research®, Eppendorf, Alemania), donde se evaluaron los cambios en los resultados colo-
rimétricos de la reacción a partir de la manipulación de la concentración de los diferentes
reactivos y tiempos de incubación. Para la reacción �nal, se utilizó glucosa D-(+)-Glucosa
(Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) en diferentes concentraciones (0, 0.5, 1, 1.5, 2,
2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5 mM). Estas se incubaron a temperatura ambiente por 15 minutos junto
con 2.42 U/mL de la enzima GOx de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados
Unidos). Luego, se agregó 14.5 mM de yoduro de potasio (KI) (Sigma-Aldrich, Missouri, Es-
tados Unidos) y 3.23 mg/mL de almidón de papa (Especias Superb, Guatemala, Guatemala).
Una vez introducidos todos los reactivos, se dejaron incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente.
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Para demostrar la viabilidad de la reacción colorimétrica inducida por el tratamiento
de glucosa con la enzima GOx, KI y almidón se realizó una serie de pruebas de control. Se
utilizaron 4 mezclas diferentes: (1) 5 mM de glucosa, 2.42 U/mL de GOx, y 14.5 mM de KI
(2) 5 mM de glucosa, 2.42 U/mL de GOx y 3.23 mg/mL de almidón (3) 14.5 mM de KI y
3.23 mg/mL de almidón (4) 5 mM de glucosa, 2.42 U/mL de GOx, 14.5 mM de KI y 3.23
mg/mL de almidón. Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente por 15 minutos, para
cada una se elaboraron triplicados y se estudió la formación de color.

Para evaluar la capacidad de la reacción �nal para detectar diferentes concentraciones de
glucosa, se realizó una serie de pruebas, variando la concentración de glucosa en las soluciones
(0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5 mM). Posteriormente, se colocaron triplicados para
cada concentración de glucosa estudiada en un plato de 96 pozos. La absorbancia se midió
a 570 nm utilizando el lector de microplacas Biotek (ELx800, Vermont, Estados Unidos).
Las lecturas obtenidas para la absorbancia de las reacciones para la detección de diferentes
concentraciones de glucosa fueron gra�cadas como función de la concentración de glucosa
para crear la curva de calibración y evaluar la capacidad de la reacción para la detección
colorimétrica de glucosa. El �ujo de trabajo para este procedimiento se ilustra en la Figura
19.

Figura 19. Procedimiento del estudio de la reacción para la detección de glucosa utilizando el
complejo yodo-almidón en conjunto con la ampli�cación en cascada catalizada por la enzima GOx
en solución

Nota. Figura creada con BioRender.com.

Una vez con�rmado el funcionamiento de la reacción para la detección de diferentes
concentraciones de glucosa en solución, se procedió a estudiar el comportamiento de la
reacción en el prototipo �nal de papel. Para ello, se funcionalizó la super�cie del área de
detección depositando 7.5 µL de una mezcla de 2.42 U/mL de la enzima GOx, 14.5 mM de
KI y 3.23 mg/mL de almidón. Esta se dejó secar a temperatura ambiente por 90 segundos.
Posteriormente, 2.5 µL de las soluciones de glucosa en agua destilada (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5,
3, 3.5, 4, 4.5, 5, 6, 7, 8, 9, 10 mM) fueron colocados en el área de detección y se incubaron
a temperatura ambiente por 15 minutos.
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Para el análisis de los resultados colorimétricos en el papel se tomó una imagen de la
zona de detección de los prototipos utilizando el microscopio (magni�cación x1). Estas fueron
analizadas utilizando el software ImageJ para obtener el valor promedio en escala de grises
del color obtenido en la zona de detección como resultado de la reacción. Al igual que con
las pruebas realizadas para la evaluación de la reacción en solución, se realizó una curva de
calibración, gra�cando el valor promedio en escala de grises del área coloreada en función
de las diferentes concentraciones de glucosa. El �ujo de trabajo para este procedimiento se
ilustra en la Figura 20.

Figura 20. Procedimiento del estudio de la reacción para la detección de glucosa utilizando el
complejo yodo-almidón en conjunto con la ampli�cación en cascada catalizada por la enzima Gox
en papel

Nota. Figura creada con BioRender.com.
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CAPÍTULO 8

Resultados

1. Fabricación y optimización de prototipos para comparación

de la formación de áreas hidrofóbicas

1.1. Comprobación de formación de área hidrofóbica y área hidrofílica por

medio de observación en el microscopio

Al observar los prototipos para dispositivos analíticos basados en papel en el microscopio
(magni�cación x4) se pudo comprobar la formación de dos áreas con diferentes caracterís-
ticas. Se pueden observar las diferentes áreas resultantes del tratamiento de papel de �ltro
Whatman® grado 4 con la técnica de inmersión en cera utilizando una temperatura de 120
°C (Figura 21). La Figura 21A muestra el área hidrofóbica del dispositivo que se forma como
resultado de la impregnación del papel con cera de para�na. En la Figura 21B, se observa
una parte de la frontera de�nida entre el área hidrofóbica y el área hidrofílica. Finalmente, en
la Figura 21C, se muestra el área hidrofílica que no fue expuesta a cera de para�na durante
la fabricación de los prototipos.
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Figura 21. Prototipo de dispositivo analítico basado en papel fabricado utilizando la técnica de
permeación con cera a una temperatura de 120 °C y papel de �ltro Whatman® grado 4 observado
en el microscopio (magni�cación x4)

Nota. (A) área hidrofóbica (B) frontera entre área hidrofóbica y área hidrofílica (C) área hidrofílica.

Para evaluar el funcionamiento de la zona hidrofóbica para con�nar una muestra dentro
del área de detección de los prototipos se hicieron pruebas colocando colorante alimenticio
en las zonas de detección. Se logró demostrar el con�namiento del colorante en el área de
detección de un prototipo elaborado utilizando la técnica de inmersión en cera a 130 °C
en papel de �ltro Whatman® grado 4 (Figura 22). La Figura 22A muestra el prototipo
antes de colocar una gota de colorante alimenticio de 1 µL, y la Figura 22B muestra el
prototipo conteniendo la muestra líquida dentro de la zona de detección formada a partir
del tratamiento del papel con cera de para�na.

Figura 22. Demostración de retención de líquidos en el área de detección hidrofílica de un
prototipo de dispositivo analítico basado en papel elaborado utilizando la técnica de inmersión en
cera a 130 °C en papel de �ltro Whatman® grado 4 (magni�cación x4)

Nota. (A) prototipo original y (B) prototipo con colorante en la zona de detección.
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1.2. Comparación de comportamiento de área hidrofóbica y área hidrofílica

en los diferentes tipos de papel

Se estudió y comparó el comportamiento de las super�cies hidrofóbicas creadas al impreg-
nar los diferentes tipos de papel con cera de para�na a 130 °C y sus super�cies hidrofílicas
originales. Se colocaron gotas de 1 µL de colorante alimenticio en el papel de �ltro What-
man® grado 1 y 4, y 2 µL en el papel de cromatografía. Se pudo observar que para las
super�cies hidrofóbicas (ver Figura 23 A, B y C) la gota depositada en la super�cie del
papel se mantiene en el mismo espacio que ocupaba al ser depositada. Por otro lado, en el
caso de las super�cies hidrofílicas originales (ver Figura 23 D, E y F), se observa que las
gotas depositadas logran impregnar el papel y se desplazan de manera radial hacia afuera
a partir del punto donde fueron depositadas. Teniendo un mayor desplazamiento en el caso
de papel de �ltro grado 4 (Figura 23E).

Figura 23. Comportamiento de super�cie hidrofóbica impregnada con cera de para�na a 130 °C

Nota. (A) papel de �ltro Whatman® grado 1 (B) papel de �ltro Whatman® grado 4 y (C) papel
de cromatografía, y de super�cie hidrofílica original en (D) papel de �ltro Whatman® grado 1 (E)
papel de �ltro Whatman® grado 4 y (F) papel de cromatografía (magni�cación x1).

También se estudió la vista lateral del papel de cromatografía utilizado para evaluar
el comportamiento de la super�cie hidrofóbica impregnada con cera de para�na a 130 °C
(ver Figura 24A) y su super�cie hidrofílica original (ver Figura 24B). Se puede observar
que la super�cie original del papel absorbe toda la gota de colorante alimenticio de manera
inmediata cuando esta se coloca. Por otro lado, el papel impregnado con cera de para�na
muestra ser hidrofóbico al mantener la gota de colorante en su super�cie.
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Figura 24. Vista lateral de gotas de colorante alimenticio en papel de cromatografía

Nota. (A) super�cie hidrofílica sin tratamiento de patronaje con cera y (B) super�cie hidrofóbica
impregnada con cera de para�na a 130 °C.

2. Comparación del área de la zona de detección en las diferen-

tes variaciones de prototipo por técnica de fabricación

2.1. Inmersión en cera

El método de inmersión en cera se utilizó para fabricar prototipos con el papel de �ltro
Whatman® grado 1 y grado 4, y con papel de cromatografía. Se realizaron tres repeticiones
de cada variación, resultando en los 27 prototipos (ver Cuadro 2). Para los prototipos elabo-
rados con papel de �ltro grado 1 se observó una buena de�nición del área circular, bastante
similar al tamaño y forma del área diseñada. En los prototipos realizados con cera a menor
temperatura se observa que el colorante se propaga fuera del área de detección deseada, pero
al aumentar la temperatura se observa una menor propagación hacia afuera de las áreas de
detección. En el caso del papel de �ltro grado 4, se observa una mayor propagación fuera
del área de detección a medida que se aumenta la temperatura. Los prototipos elaborados
con papel de cromatografía mostraron menos consistencia en la forma obtenida para la zona
de detección. Para cada variación de los prototipos se calculó el promedio y la desviación
estándar de la zona de detección hidrofílica delimitada por el área hidrofóbica creada por la
impregnación de la cera de para�na en el papel (ver Cuadro 2). Este método de fabricación
obtuvo medias bastante cercanas al área objetivo y la menor desviación estándar para sus
variaciones en comparación con la variación propuesta para la fabricación de 6 dispositivos
en una inmersión y el método de permeación con cera.

45



Cuadro 2. Promedio del área, desviación estándar e imágenes de los grupos de variaciones de
prototipos fabricados con la técnica de inmersión en cera.

Método /
Tipo de papel /
Temperatura

Imágenes
Área
(mm²)

Desviación
estándar
(mm²)

1D/FP1/120 22.948 0.952

1D/FP1/125 22.808 0.560

1D/FP1/130 21.470 0.853

1D/FP4/120 21.313 0.399

1D/FP4/125 22.929 0.539

1D/FP4/130 21.984 1.381

1D/C/120 22.354 2.432

1D/C/125 23.866 0.612

1D/C/130 23.207 0.187
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Para escoger el prototipo �nal para la técnica de inmersión en cera se comparó el prome-
dio y desviación estándar de las diferentes variaciones de tipo de papel y temperatura (ver
Figura 25). A partir del análisis de los resultados obtenidos para los grupos de prototipos
fabricados con esta técnica, se determinó que el prototipo �nal para el método de inmersión
en cera era la variación que utilizó papel de �ltro Whatman® grado 4 con cera de para�na
a 120 °C (1D/FP4/120).

Figura 25. Media y desviación estándar del área de detección delimitada por áreas hidrofóbicas
para los prototipos fabricados con el método de inmersión en cera

Nota. Cada punto representa la media, mientras que las barras de error indican la desviación
estándar de tres repeticiones para cada variación de tipo de papel y temperatura.

2.2. Inmersión en cera x6

La técnica de inmersión en cera para elaborar 6 prototipos en una sola inmersión se
evaluó de igual forma que la técnica de inmersión en cera. En la Figura 26, se presenta el
promedio y la desviación estándar de las áreas de detección formadas en las variaciones de
prototipos fabricados. A partir de estos resultados, y utilizando el mismo criterio de selección
que se utilizó con la técnica de inmersión en cera, se determinó que el prototipo �nal para
esta técnica de fabricación es el que utiliza papel de �ltro Whatman® grado 1 con cera a
una temperatura de 125 °C (6D/FP1/125).
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Figura 26. Media y desviación estándar del área de detección delimitada por áreas hidrofóbicas
para los prototipos fabricados con el método de inmersión en cera para la elaboración de 6
prototipos en una sola inmersión

Nota. Cada punto representa la media, mientras que las barras de error indican la desviación
estándar de tres repeticiones para cada variación de tipo de papel y temperatura.

2.3. Permeación con cera

Para evaluar la forma de la zona de detección hidrofílica resultante en los prototipos
fabricados con la técnica de permeación con cera se utilizó la misma metodología y criterios
que con los otros dos métodos, con la diferencia de que se utilizaron temperaturas de 60 y
120 °C, resultando en 18 prototipos (ver Cuadro 3). Para esta técnica se pudo observar que
el control sobre la forma �nal de las zonas hidrofílicas es muy limitado, obteniendo formas
muy variadas donde la mayoría no coincidía con el área que se intentaba obtener para los
prototipos. Para todos los tipos de papel, se observó que a mayor temperatura se obtenían
áreas de detección con un tamaño más reducido, mientras que a menor temperatura las áreas
tienen un mayor tamaño.
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Cuadro 3. Promedio del área, desviación estándar e imágenes de los grupos de variaciones de
prototipos fabricados con la técnica de permeación con cera.

Método /
Tipo de papel /
Temperatura

Imágenes
Área
(mm²)

Desviación
estándar
(mm²)

PPFP1/120 8.390 2.695

PPFP1/60 19.524 1.548

PPFP4/120 22.096 4.751

PPFP4/60 18.414 1.790

PPC/120 18.842 0.843

PPC/60 22.324 2.225

Al comparar el promedio de las áreas y desviación estándar del área de detección deli-
mitada por áreas hidrofóbicas para los prototipos fabricados con el método de permeación
con cera (Figura 27), el valor obtenido para el grupo de la variación que utilizó papel de
�ltro Whatman® grado 1 y temperatura de 60 °C (PPFP1/60) muestra una coincidencia
casi exacta con el valor deseado de 19.625 mm². Sin embargo, como se puede observar en el
Cuadro 3, aunque este grupo de dispositivos muestra la media más cercana al valor objetivo,
la forma resultante de las zonas hidrofílicas no se asimila al círculo que se esperaba obtener.
Lo que resultó en el descarte de dicho grupo. A partir de ello se seleccionó la variante que
utilizó papel de cromatografía y una temperatura de 120 °C (PPC/120) como prototipo �nal
para esta técnica de fabricación.
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Figura 27. Media y desviación estándar del área de detección delimitada por áreas hidrofóbicas
para los prototipos fabricados con el método de permeación con cera

Nota. Cada punto representa la media, mientras que las barras de error indican la desviación
estándar de tres repeticiones para cada variación de tipo de papel y temperatura.

3. Seleccionar el prototipo �nal

3.1. Comparación del área de la zona de detección de los prototipos �nales

para cada tipo de fabricación

Finalmente, se hizo una comparación entre los prototipos �nales seleccionados para cada
método de fabricación. En la Figura 28, se presenta la media y desviación estándar del área de
detección delimitada por áreas hidrofóbicas de los prototipos �nales seleccionados para cada
método de fabricación. Como se puede observar, el grupo que posee la media más cercana al
valor objetivo es 6D/FP1/125. Sin embargo, este método muestra una desviación estándar
más alta que los otros dos, indicando menor reproducibilidad. Al comparar el grupo PPC/120
con 1D/FP4/120, se observó que la media de PPC/120 se encontraba más cercana al valor
objetivo. Sin embargo, se optó por un método de fabricación con una menor desviación
estándar. Como prototipo �nal se eligió la variación del método de inmersión en cera que
utiliza papel de �ltro Whatman® grado 4 con cera de para�na a 120 °C (1D/FP4/120).
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Figura 28. Media y desviación estándar del área de detección delimitada por áreas hidrofóbicas de
los prototipos �nales seleccionados para cada método de fabricación

Nota. Cada punto representa la media, mientras que las barras de error indican la desviación
estándar de tres repeticiones para cada variación de tipo de papel y temperatura.

4. Evaluación del prototipo �nal para su posible implementa-

ción como biosensor

Con el objetivo de evaluar el prototipo de dispositivo analítico basado en papel para su
posible implementación como biosensor, se evaluó la capacidad de la reacción en solución
para la detección de glucosa que utilizaba el complejo yodo-almidón en conjunto con la
ampli�cación en cascada catalizada por la enzima glucosa oxidasa (GOx).

Para evaluar la efectividad de la reacción para la detección de glucosa se realizó una serie
de controles. Para el caso de la mezcla de glucosa 5 mM, GOx 2.42 U/mL, y KI 14.5 mM se
percibió la formación de un ligero color amarillo (ver Figura 29A). En la mezcla de glucosa
5 mM, GOx 2.42 U/mL, KI 14.5 mM y almidón 3.23 mg/mL se observa la formación de
un color azul intenso (ver Figura 29D). Para la mezcla de glucosa 5 mM, GOx 2.42 U/mL
y almidón 3.23 mg/mL y la mezcla 14.5 mM KI y 3.23 mg/mL almidón, no se observaron
cambios a simple vista (ver Figura 29 B y C).
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Figura 29. Pruebas de control para evaluación de la viabilidad de la reacción (15 minutos de
incubación)

Nota. (A) glucosa + Gox + KI (B) glucosa + Gox + almidón (C) KI + almidón (D) glucosa +
Gox + KI + almidón.

La reacción fue estudiada en tubos Eppendorf de 1.5 mL, donde se evaluaron los cambios
a partir de la manipulación de la concentración de los diferentes reactivos y tiempos de
incubación. Para estas pruebas se evaluó la formación de color y se midió la absorbancia
a 570 nm. En la Figura 30 se observan los resultados obtenidos con una de las reacciones
intermedias que fueron estudiadas para la determinación de los parámetros de la reacción
�nal. En esta se observa claramente que la intensidad del color azul aumenta a medida
que se eleva la concentración de glucosa de las muestras. Sin embargo, a medida que se va
aumentando la concentración (de 3.5 mM en adelante) se hace difícil percibir los cambios
en la intensidad del color, es decir, se observa una saturación en la reacción.
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Figura 30. Observación de desarrollo de color de una de las reacciones intermedias para detección
de glucosa por medio de ensayo colorimétrico utilizando enzima GOx y el complejo yodo-almidón
en solución

Para el estudio de la reacción �nal en solución se utilizó un gradiente de concentraciones
de glucosa de 0 a 5 mM (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5 mM). Se obtuvo la curva
de calibración para la detección de glucosa por medio del ensayo colorimétrico en solución,
donde cada punto representa el promedio y desviación estándar de al menos tres mediciones
independientes (ver Figura 31). A partir de esta se puede observar que la absorbancia a 570
nm aumenta a medida que se eleva la concentración de glucosa en las muestras. Además, se
pudo detectar una saturación en la absorbancia para concentraciones de glucosa por encima
de 3 mM, la cual no permitiría la diferenciación de concentraciones superiores a dicho valor.
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Figura 31. Curva de calibración para la reacción para detección de glucosa por medio de ensayo
colorimétrico utilizando enzima GOx y complejo yodo-almidón en solución utilizando absorbancia
A570

Nota. Cada punto representa el promedio, mientras que las barras de error indican la desviación
estándar de al menos tres mediciones independientes.

A partir de los resultados obtenidos del estudio de la reacción en solución, se procedió a
la detección de diferentes concentraciones de glucosa en papel (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4,
4.5, 5, 6, 7, 8, 9, 10 mM). Se pudo observar la formación de color en el área de detección de
los dispositivos para las diferentes concentraciones estudiadas, y se logró percibir a simple
vista el cambio en la intensidad del color a medida que se aumentaba la concentración de
glucosa en las muestras (ver Figura 32). Utilizando el software ImageJ se obtuvo el valor
medio en escala de grises para las mismas áreas de detección. Al gra�car dichos valores en
función de la concentración de glucosa, se pudo observar claramente que existía una relación
entre el valor medio de escala de grises y la concentración de glucosa en las muestras. Donde
a medida que aumenta la concentración de glucosa, disminuye el valor medio en escala de
grises. A diferencia de la reacción en solución, en papel no se observa una saturación en
concentraciones superiores a 3 mM, sino que se observa un cambio un poco más gradual que
para las concentraciones menores a 3mM, pero que aún es perceptible en contraste con las
reacciones en solución (ver Figura 32).
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Figura 32. Curva de calibración para detección de glucosa por medio de ensayo colorimétrico de
enzima GOx y complejo yodo-almidón en papel con tiempo de incubación de 15 minutos utilizando
valor medio en escala de grises

Nota. Cada punto representa el promedio, mientras que las barras de error indican la desviación
estándar de al menos tres mediciones independientes. También se presenta el resultado
colorimétrico para la detección de las diferentes soluciones.
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CAPÍTULO 9

Discusión

1. Fabricación y optimización de prototipos para comparación

de la formación de áreas hidrofóbicas

Se logró fabricar y optimizar variaciones de prototipos para dispositivos analíticos basa-
dos en papel por medio de las técnicas de inmersión en cera y permeación con cera utilizando
papel de cromatografía y papel de �ltro con cera de para�na a diferentes temperaturas. Lue-
go, se hizo una comparación de la formación de áreas hidrofóbicas fuera del área de aplicación
de la muestra en los prototipos fabricados. A partir de ello, se con�rmó la formación de dos
áreas con diferentes características, una resultante de la impregnación de la cera de para-
�na y la otra mostrando las características originales del papel utilizado. Los resultados
obtenidos de la evaluación de cada variación de los prototipos se utilizaron para seleccionar
un prototipo �nal, el cual consistió en la variación del método de inmersión en cera que
utiliza papel de �ltro Whatman® grado 4 con cera de para�na a 120 °C (1D/FP4/120).
Posteriormente, el prototipo �nal fue utilizado para evaluar su posible implementación como
biosensor.

1.1. Comparación de la formación de áreas hidrofóbicas fuera del área de

detección en los prototipos fabricados

Al observar los prototipos para dispositivos analíticos basados en papel en el microscopio
se pudo comprobar la formación de dos áreas con diferentes características. A partir de esto
se puede con�rmar que el tratamiento del papel con cera de para�na resultante de las técnicas
de fabricación utilizadas logra alterar su super�cie y con ello sus propiedades por medio de la
impregnación de la cera en las membranas de celulosa. Estos resultados también con�rman
los hallazgos de Songjaroen et al. [17].
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El área que no es impregnada por la cera durante el proceso de fabricación de los disposi-
tivos exhibe la naturaleza hidrofílica del papel, la cual se origina de su componente principal,
la celulosa [69]. Normalmente, el material consiste en una red de �bras con propiedades que
afectan sus características químicas y físicas [70]. Las principales propiedades que dictan
su hidro�licidad son: la estructura de celulosa, la porosidad, la acción capilar y la energía
super�cial [62, 69].

La alteración de las características super�ciales de papel en el área impregnada con cera
se logra gracias a las moléculas de cera que tienen naturaleza hidrofóbica. Esta forma una
barrera que impide que las moléculas de agua entren en contacto con las �bras de celulosa
del papel. La cera cubre los poros y espacios disponibles entre las �bras de celulosa, con
lo que se bloquean vías de acceso a través de las cuales el líquido podría impregnarse en el
material. Como resultado, se reduce la capacidad de absorción del papel. Finalmente, las
moléculas de cera tienen mayor atracción entre ellas que hacia las moléculas de agua, lo que
crea una super�cie a la que el agua no puede adherirse fácilmente [71].

La alteración de la naturaleza hidrofílica de la super�cie del papel se hace necesaria
para lograr la obtención de un dispositivo analítico con un área de detección hidrofílica
delimitada por un área hidrofóbica capaz de contener las muestras. Esto permite que las
muestras líquidas sean distribuidas a lo largo de las zonas de detección por medio de la
acción capilar del papel hasta que sean detenidas por las áreas hidrofóbicas. Al tener zonas de
detección de tamaños especí�cos se permite el con�namiento de los reactivos y el control de
sus concentraciones para que las muestras reaccionen de la manera esperada. De esta forma se
consigue una mayor intensidad, sensibilidad y reproducibilidad en los ensayos colorimétricos.
Adicionalmente, se logra minimizar el tamaño de las muestras utilizadas, resultando en
dispositivos más rentables [62].

Se comprobó la formación de las áreas hidrofóbicas utilizando colorante alimenticio, ya
que este tiene la capacidad de difundirse en el papel desde el centro hacia la periferia en
dirección radial [72, 73]. Un comportamiento característico de los líquidos estudiado por
primera vez en medios porosos por Marmur [74]. La difusión se detiene cuando el �uido
encuentra una barrera, lo que con�rma la capacidad del dispositivo para el con�namiento
de la muestra dentro de la zona de detección [72].

Al evaluar la super�cie hidrofílica del papel y la modi�cada con la impregnación de
cera, se encontraron diferencias en el grado de desplazamiento de los líquidos a través de
la estructura del papel. Estas variaciones son causadas por factores y propiedades como la
estructura de las �bras, el tamaño del poro, la permeabilidad, la forma y las propiedades
físicas del líquido que entra en contacto [73]. Los tres tipos de papel utilizados exhiben
diferentes características. El papel de �ltro grado 1 presenta una retención de partículas de
más de 11 µm, con un grosor de 180 µm y porosidad de 10 segundos. Por su parte, el papel
de �ltro de grado 4 presenta una retención de partículas de más de 25 µm, un grosor de 210
µm y una porosidad de 3.7 segundos [73].
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Los resultados de la evaluación del comportamiento de la super�cie hidrofílica original en
los tres tipos de papel muestran un mayor desplazamiento radial para el colorante alimenticio
en el papel de �ltro de grado 4 en comparación con el papel de �ltro grado 1. Siendo la
porosidad una medida del grado en el que una super�cie permite que un gas o líquido la
penetre, un papel con menor porosidad hace más difícil el desplazamiento de un líquido en
la super�cie del papel [73]. En este caso, el papel de grado 4 presenta una menor porosidad.

Los tipos de papel utilizados también muestran diferentes grosores. Este es otro pará-
metro importante para los dispositivos analíticos basados en papel, ya que un material más
grueso necesita de muestras de un mayor tamaño para saturar los poros de su estructura
[73]. En este caso, la porosidad del papel de grado 1 es 2.7 veces más alta que el papel de
grado 4, por lo que se observa un desplazamiento mayor de líquido en el papel de �ltro grado
4. Por su parte, el papel de cromatografía muestra ser mucho más grueso que el papel de
�ltro, lo que explica que el desplazamiento de líquidos sea mucho menor para este tipo de
papel. Sin embargo, al ser una donación, no se cuenta con las especi�caciones del papel de
cromatografía utilizado en el presente trabajo.

A partir del estudio del comportamiento de super�cie hidrofóbica impregnada con cera
de para�na a 130 °C cuando se colocó una gota de colorante alimenticio sobre su super�cie,
se encontró que las gotas no se desplazaron de manera radial a lo largo de la super�cie
del papel, sino que la gota se mantuvo en la super�cie del papel. Con ello, se con�rmó la
creación de una super�cie hidrofóbica resultante de la impregnación de la cera de para�na
en las �bras del papel.

2. Comparación del área de la zona de detección en las diferen-

tes variaciones de prototipo por técnica de fabricación para la

selección del prototipo �nal

Para elegir el prototipo �nal para cada método de fabricación se utilizaron dos criterios
principales. Primero, que el promedio del área de la zona de detección creada para las tres
repeticiones de las variaciones fuera lo más cercana posible al área diseñada para la zona
de detección. Segundo, que la desviación estándar de los grupos de tres repeticiones para
cada variación fuera lo más pequeña posible, de manera que se pudiera aumentar la repro-
ducibilidad de los dispositivos para su posterior evaluación con el objetivo de determinar la
viabilidad de su implementación como biosensores.

En el caso de la técnica de inmersión en cera, se obtuvieron prototipos con zonas de
detección bastante similares al área diseñada. Esta técnica mostró el rango de valores más
reducido y cercano al valor que se deseaba obtener para las áreas de detección (círculo de
19.625 mm²). Además, mostró tener la menor variabilidad entre las repeticiones realizadas
para los prototipos elaborados. El prototipo �nal para este método fue la variación que
utilizó papel de �ltro Whatman® grado 4 con cera de para�na a 120 °C (1D/FP4/120).
Esto debido a que mostró la media más cercana al área diseñada (19.625 mm²) con un valor
de 21.313 mm², y mostraba una menor desviación estándar (0.399 mm²) en comparación
con la siguiente media más cercana que correspondía al prototipo 1D/FP1/130, con media
de 21.470 mm² y desviación estándar de 0.853 mm².
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El método que consistió en la variación de la técnica de inmersión en cera diseñada para
elaborar 6 prototipos en una sola inmersión resultó ser el que mostraba una mayor desviación
estándar para las diferentes variaciones de los prototipos. Sin embargo, se debe resaltar que
esta técnica logra la fabricación de los dispositivos de una manera más rápida en comparación
con la inmersión normal. Debido a ello, se resalta que es de gran importancia continuar con
el estudio y optimización de esta técnica para el aumento de su reproducibilidad. Esto
de manera que se logre la fabricación más rápida de este tipo de prototipos sin perder la
reproducibilidad de la técnica de inmersión en cera tradicional.

Dicha característica es de gran importancia para una técnica de fabricación para dispo-
sitivos analíticos basados en papel, pues al asegurar que las barreras hidrofóbicas producen
zonas de detección que tienen el mismo tamaño, la manipulación de los reactivos y muestras
puede ser más controlada, lo que genera resultados más reproducibles para los ensayos reali-
zados en dichas zonas de detección [75]. El prototipo �nal para esta técnica fue la variación
que utilizaba papel de �ltro Whatman® grado 1 con cera a una temperatura de 125 °C
(6D/FP1/125). Esto de debido a que dicha variación muestra la media más cercana al área
diseñada, con la menor desviación estándar en comparación a los otros puntos cercanos al
valor objetivo.

Por su parte, el método de permeación con cera demostró ser el más rápido, pero al mis-
mo tiempo el menos preciso para la de�nición de la forma deseada en el área de detección.
Aunque algunas de las zonas de detección mostraron valores muy cercanos al deseado, la for-
ma no se asemejaba a un círculo. Como ejemplo se puede mencionar la variación PPFP1/60,
la cual mostró un promedio de 19.524 mm² para las áreas de detección de los prototipos,
pero con formas muy diferentes a un círculo. Debido a esto, se determinó que los prototipos
elaborados con esta técnica no permitirían la reproducibilidad de los ensayos analíticos, pues
la técnica no permite el control de la forma y tamaño de la zona de detección.

La necesidad de una zona de detección circular de�nida radica en la naturaleza del
desplazamiento radial hacia afuera que presentan los líquidos al entrar en contacto con la
super�cie del papel, de manera que se logre distribuir las muestras más uniformemente [73].
Por otro lado, una buena reproducibilidad permite la uniformidad en las zonas de detección,
lo que como se menciona anteriormente, hace posible el control en la manipulación de los
reactivos y la reproducibilidad de los ensayos. La variante que utilizó papel de cromatografía
y una temperatura de 120 °C (PPC/120) fue elegida como el prototipo �nal para esta técnica
de fabricación, ya que muestra la segunda media más cercana al objetivo, y la desviación
más pequeña para este método de fabricación.

Al realizar la comparación entre los prototipos �nales para las tres técnicas de fabri-
cación, se escogió la variación del método de inmersión en cera que utiliza papel de �ltro
Whatman® grado 4 con cera de para�na a 120 °C (1D/FP4/120). Esto debido a que era
la segunda variación con la media más cercana al valor objetivo, y tenía una desviación
estándar más pequeña que el punto más cercano. Asegurando una mayor reproducibilidad
para la evaluación de su utilización como biosensor. Se debe resaltar, que la variación de
la técnica de inmersión en cera para la fabricación de 6 dispositivos en una sola inmersión
mostró el valor más cercano a la media. Esto muestra que el método es prometedor. Sin
embargo, es necesario trabajar en su optimización para poder reducir la variabilidad de los
prototipos que produce, ya que esto lo haría una alternativa más rápida para la elaboración
de dispositivos basados en papel.
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3. Evaluación del prototipo �nal para su posible implementa-

ción como biosensor

Una vez seleccionado el prototipo �nal, se evaluó su posible implementación como bio-
sensor para la detección de glucosa utilizando el complejo yodo-almidón descubierto por
Coloin y de Claubry en 1814 [76] en conjunto con la ampli�cación en cascada catalizada por
la enzima glucosa oxidasa (GOx). El funcionamiento de la reacción radica en la capacidad de
la enzima para oxidar la glucosa en presencia de dioxígeno, convirtiéndola en ácido glucónico
y peróxido de hidrógeno [77]. En presencia de peróxido de hidrógeno y gracias a la condición
acídica que promueve el ácido glucónico, se induce la oxidación del yoduro de potasio (KI) a
yodo molecular y luego a triyoduro. Este es capaz de combinarse con el almidón para formar
el complejo yodo-almidón, que se caracteriza por su intenso color azul [67, 78, 79].

Se realizó una serie de controles para determinar que la formación de color en la solución
con yoduro de potasio (KI) y almidón es inducida por el peróxido de hidrógeno producido por
la acción de la enzima GOx al reaccionar con la glucosa. Se estudió la formación de color luego
de 15 minutos de incubación, debido a que ese sería el tiempo de incubación utilizado como
parámetro para la reacción. La primera mezcla contenía glucosa, GOx y KI. Para esta se
pudo observar la formación de un ligero color amarillo que indica la producción de triyoduro
derivada de la oxidación del KI inducida por el peróxido de hidrógeno producido por la
Gox en presencia de glucosa [67]. En la segunda mezcla de control se colocó glucosa, GOx
y almidón. No se observó la formación de ningún color en dicha mezcla, lo que indica que,
aunque la GOx es capaz de producir peróxido de hidrógeno, este no es capaz de desarrollar
color por sí mismo en presencia de almidón. La tercera mezcla contenía KI y almidón,
para esta tampoco se observó la formación de color. Lo que indica que, sin peróxido de
hidrógeno, el KI no es capaz de formar el complejo yodo-almidón por sí mismo en presencia
de almidón. Finalmente, la cuarta mezcla contenía glucosa, GOx, KI y almidón. Para esa
mezcla se observó de manera clara la formación de color azul. Los resultados con�rman que
la combinación de glucosa con la enzima GOx produce peróxido de hidrógeno, el cual induce
la oxidación del KI a triyoduro, que en presencia de almidón forma el complejo yodo-almidón
de color azul.

El estudio de la reacción en solución se hizo con el objetivo de determinar las concen-
traciones y tiempos de incubación que permitían una detección más sensible de diferentes
concentraciones de glucosa. Las principales variables que se manipularon fueron: la concen-
tración de GOx, la concentración de almidón y el tiempo de incubación de la GOx con la
glucosa. En un inicio la reacción mostraba una tendencia a la saturación, por lo que no era
sencillo diferenciar entre concentraciones de glucosa. Las variables mencionadas se manipu-
laron con el �n de reducir la saturación de la reacción y aumentar la sensibilidad y facilidad
de lectura a simple vista. Se alcanzó una reacción �nal capaz de detectar cambios en la
concentración de glucosa, y esta fue estudiada para la detección de concentraciones entre 0
y 5 mM.
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Debido a que el complejo yodo-almidón se caracteriza por tornarse de un color azul
oscuro y aumentar la absorbancia a 570 nm [67], se realizó una curva de calibración con
la absorbancia a 570 nm de los resultados obtenidos para diferentes concentraciones de
glucosa. Con esta curva se evaluó la relación entre la concentración de glucosa y aumento
en la absorbancia producido por la reacción en solución. Se pudo observar que el aumento
de la absorbancia a 570 nm tenía una relación directa con la concentración de glucosa en la
muestra, ya que a medida que aumentaba la concentración de glucosa, aumentaba también
la absorbancia en las muestras.

Se probaron diferentes parámetros para el tiempo de incubación luego de agregar todos
los reactivos, y se determinó que el tiempo ideal de incubación era de 5 minutos. Esto se debía
a que, al esperar un mayor tiempo, las muestras comienzan a saturarse y ya no es posible di-
ferenciar entre concentraciones de glucosa. Incluso con 5 minutos de incubación, aún se pudo
observar una saturación en la absorbancia para las muestras con concentraciones por encima
de 3 mM. Esto se puede percibir como una oportunidad para la optimización de la reacción,
con el objetivo de aumentar su sensibilidad y evitar su saturación con concentraciones más
altas de glucosa.

La saturación de la reacción puede deberse a la saturación de la enzima, ya que estas
tienen una capacidad máxima para catalizar reacciones. Por lo que, si la cantidad de sustrato
es muy alta en comparación con los sitios de reconocimiento libres en las enzimas, la reacción
alcanza un punto en el que no habrá más sitios de reconocimiento disponibles para seguir
detectando más sustrato. En este caso, agregar más sustrato tampoco causará una diferencia
para la reacción [80].

La actividad de la GOx puede ser afectada por factores capaces de alterar la estructura
de las proteínas, entre los que se pueden mencionar la temperatura y el pH [80, 81]. El pH
óptimo para el funcionamiento de la GOx es de 5.5, aunque en un rango de 4-7 también
exhibe actividad [82]. En este trabajo se utilizó un pH de 7, por lo que existe un margen
de mejora. Una alternativa podría ser la utilización de otro tipo de bu�er para la dilución
de los reactivos, de manera que se pueda mantener el pH en los valores óptimos para el
funcionamiento de la enzima. Por otro lado, la temperatura óptima de funcionamiento de
la GOx se ha reportado entre 20 y 45 °C [77]. La optimización de la temperatura a la que
se lleva a cabo la reacción también podría ayudar a aumentar la sensibilidad y reducir la
saturación de la reacción.

Pese a lo anterior, con la curva de calibración obtenida se logró demostrar la capacidad
de la reacción para detectar diferentes concentraciones de glucosa por medio de la formación
del complejo yodo-almidón en conjunto con la ampli�cación en cascada catalizada por la
enzima glucosa oxidasa. A partir de los resultados obtenidos para la evaluación en solución
de la reacción, se procedió a implementarla en el dispositivo analítico basado en papel. Como
primer paso, la reacción fue estudiada utilizando las mismas concentraciones de glucosa que
cuando se estudió en solución, para efectos de comparación. A partir de esto, se pudo observar
que los resultados no mostraban la misma saturación luego de la concentración 3 mM que
se observaba en solución. Debido a ello, se procedió a ampliar el rango de concentraciones
de glucosa con el objetivo de determinar la capacidad de detección de la reacción en papel.
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Al ampliar el rango de concentraciones de glucosa hasta una concentración de 10 mM, se
lograría que la reacción funcionase con casi todas las concentraciones clínicamente relevantes
para el análisis de glucosa en pacientes. Esto basado en que, según la Organización Mundial
de la Salud, el cuerpo humano trata de mantener un equilibrio en los niveles de glucosa en
sangre entre 3.9 y 5.6 mM (70 a 100 mg/dL). A medida que el nivel se eleva por encima de
los 7 mM (126 mg/dL) aumenta el riesgo de padecer diabetes [83].

El hecho de que la reacción no muestre saturación en papel al mismo nivel que se mostra-
ba en solución, puede deberse a los efectos de la inmovilización de la enzima en la super�cie
del papel. La técnica de inmovilización utilizada en este caso es la de absorción física, esta
se caracteriza por la utilización de interacciones físicas que crean enlaces débiles que pueden
permitir el desprendimiento de la enzima de la matriz durante la aplicación [84]. Compara-
da con otros tipos de inmovilización, esta técnica resulta en una menor estabilidad para las
enzimas [85]. Además de que la orientación de las enzimas no puede ser controlada, por lo
que su distribución aleatoria puede hacer más difícil el acceso de los sustratos a los sitios de
reconocimiento de las enzimas [86]. A partir de esto, se considera que, aunque la absorción
es la técnica más rápida y comúnmente utilizada para inmovilización [85], existe una opor-
tunidad para la optimización de la reacción en el dispositivo analítico en papel y la mejora
en su desempeño al considerar otra técnica de inmovilización.

La obtención de la curva de calibración para la detección de diferentes concentraciones
de glucosa por medio del ensayo colorimétrico muestra resultados que logran con�rmar la
viabilidad de la prueba de concepto presentada en este trabajo. Sin embargo, se debe recalcar
que existe oportunidad para la optimización de la reacción, lo que podría permitir ampliar
el rango de concentraciones que el dispositivo analítico y aumentar su sensibilidad.

Por medio de la implementación del prototipo como una prueba de concepto, se pudo
validar la viabilidad de su utilización como un biosensor para la detección de glucosa por
medio de un ensayo colorimétrico. Además, se logró comprender que este tipo de dispositivos
también presenta un enorme potencial para la adopción de una gran variedad de estrategias
en la detección de una amplia gama de especies biomoleculares. Dichas especies incluyen a los
marcadores biológicos, los cuales son utilizados como indicadores para procesos biológicos
y enfermedades. El monitoreo de estos marcadores puede hacer posible el diagnóstico y
detección de enfermedades en las poblaciones, contribuyendo a la obtención de mejores
tratamientos para los pacientes y la reducción de costos para los sistemas de salud [87].

Finalmente, se logró visualizar el potencial de este prototipo para el desarrollo de pruebas
de diagnóstico en el punto de atención. Esto debido a que muestra ser un dispositivo con
una técnica de fabricación de bajo costo, que no necesita de equipo o infraestructura de alto
nivel, ni de personal con alto nivel de especialización para su manipulación. Además de que
este tipo de pruebas presenta la posibilidad de ser utilizadas por cualquier profesional en el
área de la salud.
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La capacidad de producir este tipo de dispositivos para ser implementados como pruebas
de diagnóstico en el punto de atención en Guatemala, representa una gran oportunidad
para el desarrollo del sistema de salud. Esto debido a que ofrecen alternativas para las
pruebas de diagnóstico especializadas que requieren de gran infraestructura y recursos para
su implementación. Teniendo como antecedente el contacto que gran parte de la población
ha tenido con los biosensores por medio de la utilización de pruebas rápidas de COVID-
19 durante la pandemia, la introducción de biosensores de bajo costo como pruebas de
diagnóstico en punto de atención permitiría dar acceso a herramientas capaces de contribuir
con el monitoreo de la salud en la población. Asimismo, facilitaría la detección y diagnóstico
de una gran variedad de enfermedades de manera rápida, accesible y sencilla de interpretar
en entornos de escasos recursos.
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CAPÍTULO 10

Conclusiones

Se fabricaron y optimizaron prototipos para dispositivos analíticos basados en papel
utilizando las técnicas de inmersión en cera, una propuesta de variación de la técnica
de inmersión en cera que permite la fabricación de 6 dispositivos en una inmersión y
permeación con cera utilizando papel de cromatografía y papel de �ltro.

A través de la comparación de la formación de áreas hidrofóbicas fuera del área de
detección de la muestra en los prototipos fabricados, se seleccionó un prototipo �nal,
el cual consistió en la variación del método de inmersión en cera que utiliza papel de
�ltro Whatman® grado 4 con cera de para�na a 120 °C (1D/FP4/120).

Los resultados obtenidos a partir de la implementación del prototipo de dispositivo
analítico basado en papel como una prueba de concepto, con�rman la viabilidad de
la reacción para la detección de diferentes concentraciones de glucosa por medio de
la formación del complejo yodo-almidón en conjunto con la ampli�cación en cascada
catalizada por la enzima glucosa oxidasa.

Existe aún un gran potencial para la optimización de la reacción, lo que podría extender
el rango de concentraciones que el dispositivo es capaz de detectar y aumentar su
sensibilidad.

Se logró comprender el potencial de este tipo de dispositivos para la adopción de
una gran variedad de estrategias en la detección de una amplia gama de especies
biomoleculares. Estas, no solo incluyen a los marcadores biológicos que juegan un
papel vital en el monitoreo de la salud en las poblaciones, sino que se pueden ampliar
a una gran variedad de campos como el monitoreo de contaminantes en el ambiente,
la seguridad alimentaria y el descubrimiento de drogas.

Se identi�có la idoneidad de este tipo de prototipos para ser utilizados en el desarrollo
de pruebas de diagnóstico en el punto de atención. Asimismo, se reconoció el impac-
to que la habilidad de fabricar este tipo de dispositivos representa para el avance y
desarrollo del sistema de salud en países en vías de desarrollo como Guatemala.
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CAPÍTULO 11

Recomendaciones

Se recomienda investigar alternativas para los papeles de �ltro Whatman® grado
1 y grado 4 que permitan reducir aún más los costos de los dispositivos analíticos
basados en papel. Esto, tomando en cuenta que sus propiedades no impliquen cambios
signi�cativos en los resultados obtenidos con el papel Whatman®.

En cuanto a los métodos de fabricación para los dispositivos analíticos basados en
papel, se recomienda la optimización de la variación del método de inmersión en cera
que permite la fabricación de 6 dispositivos en una sola inmersión. Esto se debe a que
muestra un gran potencial al basarse en la técnica de inmersión en cera que muestra
alta reproducibilidad, y que al mismo tiempo permitiría una fabricación más rápida y
e�ciente de dispositivos analíticos basados en papel.

Se recomienda continuar con la optimización de la reacción, de manera que se logre el
establecimiento de un dispositivo analítico más sensible y capaz de diferenciar entre
un rango más amplio de concentraciones de glucosa. Para ello se sugiere enfocarse en
parámetros como la temperatura, el pH y la técnica de inmovilización de la enzima.
Adicionalmente, se puede mencionar la optimización del tiempo de incubación de la
enzima con la glucosa, la concentración de enzima, el volumen total utilizado para el
ensayo en papel, y la utilización de almidón de grado analítico.

Se recomienda el estudio de la estabilidad, sensibilidad y selectividad del dispositivo
analítico basado en papel para la detección de glucosa. Conocer más acerca de la
estabilidad de las enzimas y la reacción a través del tiempo permitiría descubrir detalles
relacionados con la vida útil de los dispositivos al momento de que sean implementados
como pruebas de diagnóstico en el punto de atención. Por otro lado, la selectividad
permitiría estudiar qué tan efectivo será el dispositivo para la detección de glucosa
cuando se implemente con matrices más complejas de muestras biológicas, las cuales
contienen una gran variedad de compuestos que podrían ser capaces de interferir con
la detección del analito.
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El desarrollo de un dispositivo o técnica que permita hacer más portátil el método
para el análisis de los resultados colorimétricos obtenidos en el dispositivo de papel,
siendo los teléfonos inteligentes una muy buena opción para su implementación.

Esta plataforma tiene la posibilidad de ser combinada con una gran variedad de ele-
mentos de bioreconocimiento, los cuales pueden permitir la detección colorimétrica de
una gran variedad de biomoléculas. A raíz de esto, se recomienda estudiar la adaptación
de la reacción que involucra el complejo yodo-almidón para la detección colorimétrica
con analitos diferentes a la glucosa. Esto debido a que los dispositivos analíticos basa-
dos en papel resultantes podrían ser de gran utilidad en entornos de bajos recursos al
ser implementados como biosensores de bajo costo.
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