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MENSAJE EDITORIAL

Diciembre del 2017
Estimados lectores,
En nuestra uGltima edicion de este ano de FRONTERA BIOTECNOLOGICA, encontraran cuatro interesantes articulos.

En el primer articulo “EL CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA APLICADA, DEL INSTITUTO
POLITECNICO NACIONAL, A TRECE ANOS DE SU CREACION? el Dr. Radl René Robles de la Torre, decano de
este Centro de Investigacién, hace una resena de la evolucién del CIBA y del impacto en la regién de la labor de investigacion
y docencia que aqui se vienen realizando desde su establecimiento en Tlaxcala.

En el segundo articulo, “PROTEINAS EN ALIMENTOS: SU IMPORTANCIA NUTRICIONAL Y SUS EFECTOS
TERAPEUTICOS”, se presenta una revisién que aborda el panorama general sobre laimportancia nutricional y terapéutica
de las proteinas y los péptidos bioactivos, los cuales debido a sus propiedades funcionales y terapéuticas, son atractivos para
su uso en la produccién de alimentos.

Los péptidos bioactivos o péptidos con actividad biolégica producidos durante la digestién gastrointestinal o la elaboracién
de alimentos pueden ejercer un importante papel en la regulacién y la modulacién metabélica, que sugiere su uso potencial
como nutracéuticos e ingredientes de alimentos funcionales para promocién de la salud y la reduccién del riesgo de
enfermedad.

El tercer articulo titulado, “LA VIDA SEXUAL DE UN HONGO EXTRAORDINARIO LLAMADO “PLEUROTUS”
aborda la tematica del ciclo de vida de una de las setas comestibles de mayor valor nutricional e importancia econémica,
Pleurotus sp. La reproduccién de estos hongos es un aspecto muy importante pues define la formacién del cuerpo fructifero,
que es a lo que comercialmente se le denomina seta. La vida sexual de Pleurotus y otros organismos, obedece a una serie
de factores genéticos y quimicos que determinan la compatibilidad reproductiva entre dos individuos de la misma especie.
Dentro de los factores genéticos, se encuentran los genes de apareamiento o MAT, los cuales regulan el establecimiento del
micelio dicariético y la formacién de cuerpos fructiferos.

Finalmente el cuarto articulo, “POROUS SILICON BASED BIOSENSOR FOR DETECTION OF BIOGENIC AMINE
(SPERMIDINE)”, los autores nos exponen el trabajo de investigacién realizado para la obtencién de un biosensor de
silicio poroso con nanoparticulas de oro, para la deteccién de una amina biogénica, la espermidina. Las aminas biégenas o
biogénicas son compuestos nitrogenados no proteicos, de bajo peso molecular, que pueden ser elaboradas por nuestro
organismo (endégenas) o encontrarse en los alimentos que ingerimos (exdgenas) Las exdgenas, son sustancias que se forman
en alimentos que se han sometido a un proceso de fermentacién o que se han expuesto a la contaminacién microbiana
durante el almacenamiento.

Los invitamos a leer y a compartir con otros investigadores, estudiantes, trabajadores y publico en general, esta edicién tan
interesante de FRONTERA BIOTECNOLOGICA.

“LA TECNICA AL SERVICIO DE LA PATRIA”.

Dra. Martha Bibbins Martinez
Editor en jefe
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El Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada
del Instituto Politécnico Nacional, CIBA — IPN, se
encuentra en terrenos de lo que fue la Hacienda de SAN
JUAN ATOYAC, hoy conocida como Ex-hacienda de San
Juan Molino. La Hacienda de San Juan Atoyac se construyé
a finales del Siglo XVII, ya que se encuentra censada en
registros de |1712. De los edificios originales solo quedan
ruinas de la Capilla, Casa Habitacién, Troje menor, asi como
un edificio en pie correspondiente a la Troje Mayor, la cual
se construyé a finales del siglo XVIIl. En el interior de la
Capilla atin se pueden observar algunos restos de Pinturas
de la época. La Capilla se ha convertido en icono para los
habitantes de la regién, posee una fachada de aplanado
color gris, los muros son de piedra y adobe de un espesor
de 80 cm, en dos niveles.

HACIENDAS Y RANCHOS DE  TLAXCALA EN 1712

Figura |.- Tomada de Haciendas y ranchos de Tlaxcala en 1712
por Isabel Gonzalez Sanchez, Instituto Nacional de Antropologia
e historia 1969.

El Centro de Investigacion en Biotecnologia
Aplicada del Instituto Politécnico Nacional, CIBA
— IPN, se ha venido consolidando como un nuevo
icono de la regién pero su trascendencia ha ido mas
alla de los limites nacionales. A continuacién se resume
el origen e historia del Centro de Investigacion en
Biotecnologia Aplicada del IPN.

Al final de los 90’s el Instituto Mexicano de
Investigaciones Tecnoldgicas (IMIT), institucion que
desarrollaba investigacion aplicada a solicitud de la
industria nacional y que pertenecia a la SHCP, quien
solicité al gobierno federal su desincorporacion. El
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL levanté
la mano y el H. Consejo General Consultivo del IPN,
en sesion ordinaria del 30 de agosto de 1996 aprobé
la creacion del Centro de Investigacion en Ciencia
Aplicada y Tecnologia Avanzada, (CICATA),
con los activos del IMIT, instalado en la calzada
Legaria. De esa forma, el Secretario Académico del
IPN, Ing. Jorge Maciel y el Coordinador General de

Posgrado e Investigaciéon, (CGPI), Dr. J. Enrique Villa
Rivera, nombran al Dr. Feliciano Sanchez Sinencio
primer director del CICATA Legaria, este centro
inicia actividades académicas con un posgrado en
Biomedicina Molecular y llevan a cabo investigacion
aplicada a solicitud de las empresas.

Después de algunos mesesy de llevar a cabo un proyecto
exitoso, se planea la creacién de otros CICATA s al
interior del pais, de esa forma se eligieron: Altamira,
Querétaro, Morelia y Puebla para ser sedes de nuevos
CICATA s, senalando que la filosofia para estos centros
fue que realizaran investigacién aplicada a solicitud
de la industria. Estos Centros comenzaron a laborar
inicialmente en casas rentadas y adaptadas para hacer
investigacion, mientras se concluian los edificios de
cada uno de ellos. El CICATA-Puebla inicia actividades y
durante 1997y 1998 seincorporan varios investigadores
y llevan a cabo varios proyectos de investigaciéon. En un
principio el director del CICATA Legaria fue nombrado
Director General de los CICATAs.

Sin embargo, en diciembre 2000 ante los cambios
tanto en el gobierno federal como en el IPN, se analiza
y se revisa la problematica del rapido y repentino
crecimiento de los CICATA s y al no contar con el
presupuesto para ello se decide cerrar el CICATA
Morelia, para apoyar el fortalecimiento de los demas.

El CICATA-Puebla comenzé a trabajar en una casa
rentada pero también habia encontrado apoyo logistico
en las instalaciones de la Universidad Tecnologica de
Puebla. En los primeros meses del 2001 se nombran
directores en cada centro, para el de Puebla designan
al Dr. Sergio R. Trejo Estrada como director interino.

No obstante que en el CICATA Puebla se trabajaba
con varios proyectos de investigacién en el area de
biotecnologiay vinculados con empresas y gobiernos de
varios estados, también se pasaba por serios problemas
presupuestales. De esta forma a inicios del 2003 el
CICATA Puebla recibe la visita del Director General
quien menciona que el IPN no tiene presupuesto para
crecer y mantener a todos los CICATAs; y que habia
que pensar en c6mo atraer recursos para subsistir, en
dicha reunién, afortunadamente, se encontraba una
persona representante del gobierno de Tlaxcala vy,
una vez que se fueron las autoridades del area central
menciona que dicho estado estaria muy contento si
el IPN abriera espacios educativos en el estado de
Tlaxcala, este comentario fue el detonante que culminé
en la apertura de un centro en Tlaxcala.
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En el IPN se analiza la situacién anterior y en sesién del
Consejo General Consultivo del IPN del 28 de agosto del
2003, se aprueba el acuerdo de creacién del Centro de
Investigacion en Biotecnologia Aplicada, este acuerdo
fue publicado en la Gaceta politécnica, nim. 585, del |15 de
septiembre de 2003.

Figura 2.- Fotografias del casco y Capilla de la Ex-Hacienda de
San Juan Molino y el edificio de gobierno del CIBA-IPN Unidad
Tlaxcala.

En diciembre 2003 hay cambios en la administracion del IPN,
siendo el Dr. José Enrique Villa Rivera el nuevo Director
General del IPN, quien continua con la formalizacién con el
gobernador de Tlaxcala, MVZ Alfonso Sanchez Anaya,
y el 27 de agosto del 20041, firman de manera conjunta
el Convenio General de Colaboracién, Tlaxcala-IPN, e
inauguran oficialmente el laboratorio del CIBA-IPN Unidad
Tlaxcala.

El CIBA-IPN Unidad Tlaxcala recibié en comodato por
50 afios, una area ubicada en el municipio de Tepetitla
de Lardizabal que incluye las ruinas de lo que fue la Casa
principal y Capilla de la Hacienda de San-Juan Molino, en la
troje mayor de la ex hacienda y con el apoyo importante de
parte del Gobierno del Estado se adaptan los laboratorios
del CIBA a los que se integra todo el equipo cientifico
y personal del CICATA Puebla, para continuar con las
actividades académicas y de investigacion.

En febrero del 2006 el IPN recibe en donacién2, por parte
del nuevo Gobierno del estado de Tlaxcala a través del
Gobernador, Lic. Héctor Israel Ortiz Ortiz, quien firma las
escrituras en favor del IPN, el casco de la Ex Hacienda y
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terreno de mas de dos hectareas (26,345.02 m2), con ello
el Instituto tendra mayor seguridad juridica y podra invertir
en infraestructura y propiciar el crecimiento y desarrollo del
CIBA-IPN en Tlaxcala.

De esta forma, el IPN anuncia una inversién para la
construccién del area de gobierno y espacios para el
personal docente del Centro, el edificio se termina en
enero de 2008 y se inaugura el 2 de octubre del 2009, con la
visita al CIBA del Gobernador Ortiz Ortiz y el Director Villa
Rivera, junto con la apertura oficial del pozo de agua que
abastece al Centro.

El 30 de septiembre del 2007 se publicé en la Gaceta
politécnica la autorizacién de un programa de posgrado
desarrollado en el CIBA: Maestria en Biotecnologia
Aplicada, (MBA). Hay que destacar que tan solo en dos
anos, (octubre 2009), el Programa MBA ingresé al Padrén
Nacional de Posgrado de Calidad, (PNPC) del CONACYT,
actualmente este Programa se encuentra consolidado en
el padrén. Asimismo, el 30 de junio de 2008 se autoriza la
creaciéon del Doctorado en Biotecnologia, que se impartira
en la modalidad de RED en varios centros y/o escuelas del
IPN, entre ellos el CIBA, en enero del 2009 este Programa
en RED es aceptado en el PNPC del CONACYT.

| “El Sol de Tlaxcala, 29 de Agosto de 2004 y | de Septiembre
de 2004, Tlaxcala, Tlaxcala.

2 “La Jornada”, 4 de Febrero de 2006, Periédico de circulacion
Nacional.

13/09/2005

Figu 3.- Nuevo icono parael municiio de Tepetitla de Lardi-
zabal, Tlaxcala

El crecimiento y expansién del CIBA-IPN ha sido de tal
magnitud, tanto en personal adscrito como en el nimero
de proyectos de investigacion, sean institucionales o de
financiamiento externo (CONACYT, industria nacional), se
han incrementado notablemente y de manera importante,
de tal forma, que el Consejo General Consultivo del IPN,
en sesién ordinaria del 3| de Julio del 2012 aprobé la
autorizacion del Plan y Programa de Estudios del Programa
Institucional de Posgrado, Maestria y Doctorado en
BIOTECNOLOGIA PRODUCTIVA, cuyo rasgo distintivo es
que desarrollan proyectos con la industria, este programa
inicia de manera conjunta en el CIBA-Tlaxcala y la UPIBI-
Cdmx, ambas instituciones del IPN.
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Actualmente en el CIBA Tlaxcala operan cuatro programas
de posgrado relacionados con la Biotecnologia y tres de
ellos estan en el PNPC.

Para dar respuesta al crecimiento, en nimero de programas,
proyectos y estudiantes, el personal adscrito al CIBA-
Tlaxcala también ha experimentado incrementos notables,
en el Cuadro | se resume la evolucién del nimero de
personas adscritas al CIBA-Tlaxcala.

Cuadro | .- Relacién y Evolucién del Personal del CIBA-Tlaxcala

RESUMEN HISTORICO

Cambios de

Fecha Nombre del Centro et Director(a) Periodo
domicilio

22-10- CICATAS Legaria Calle Acatlan 63, - . . . go

1997 Querétaro y Puebla Col. La Paz Feliciano Sanchez Sinencio | 1997-199i

CICATAS Legaria

Agosto- : Calle Acatlan 63, Juan Manuel Figueroa

1998 Querétaro, _Puebla Col. La Paz Estrada 1998-200

Morelia

-y Calle Acatlan 63, | Sergio Rubén Trejo Estrada 200"
Ly Col. La Paz (director interino) 2004200
————— CICATA - Puebla
Agosto- Instalaciones del . . .

2001 “Ranchito’, (UTP) Sergio Rubén Trejo Estrada | 2003-200:

CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA APLICADA

PERSONAL DOCENTE
CICATA- iept-2004 Sergio Rubén Trejo Estrada | 2004-200°
PUEBLA CIBAIEAXCALA = Centro de Km 1.5, carretera
DRSERGIOR | D CICRADA | MARTINEZ AVALA | PeREZ StiaRe. | CRANARIAMYRNA| - 4/08/2007 '"I;';st‘e'cgsgiggi:" Tepe}'rt]':fa"‘a Alma Leticia Martinez Ayala | 2007-201;
2001 2 08-2004 v 280007 2 0j08a012 23092015 a la fecha Agosto- Aplicada (CIBA Tecuexcomac, David Guillermo Pérez 2012 -
2012 Tlaxcala) Tepetitla, Tlaxcala | Ishiwara, (director interino) 2015
Dr. 6 13 21 25 30 eptiembre Maria Myrna Solis OBA 2015-al:
fen 7 20 o1 Py 2 23,2015 fecha
: > 2 2 : Avanzada (DTA)y 5 D Ciencias en Bi log
o i 5 3 2 3 vanzada ( ) Y 5 Doctores en Ciencias en Biotecnologia
SubT 25 46 60 64 62 (DCB). Asi mismo, en este tiempo una egresada de la MTA
PERSONAL ADMINISTRATIVO gané el premio a la mejor tesis de posgrado en el IPN (2005),
CICATA- o, .
PUEBLA CIBATLAXCALA y una egresada de MBA obtuvo una Mencién Especial en los
R SEROOR, | TREICESTRADA | wARTNEZ AYVALA | PEREZ sHinARA (ORAMMEAINRA| - Onceavos Premios de AGROBIO-México en octubre 2013.
2001 2 08- 08-2004 a 24082007 a 01082012 a 23092015 a la fecha
23082007 31072012 22092015
s 5 5 5 3 3 El CIBA-IPN Unidad Tlaxcala poco a poco se va consolidando
s ‘2‘ ? 183 184 186 como un centro lider en el ambito de la biotecnologia,
Técnico , L.
Sec. 0 2 2 2 5 asi lo muestran las estadisticas de personal, egresados y
s = - - s = proyectos, el trabajo de investigacién del CICATA primero
forT 3 [ & & [ o T & y posteriormente del CIBA-Tlaxcala han requerido siempre

Uno de los objetivos fundamentales de los centros de
investigacion del IPN es la formaciéon de profesionistas
con preparacién de posgrado, para ello el CICATA-Puebla
adopté el programa de Maestria en Tecnologia Avanzada
MTA en el mes de agosto de 1999 y la primera alumna
graduada de este programa en el CICATA-Puebla fue el 22
de noviembre de 2002, desde su inicio hasta noviembre del
2017, en dieciocho afos considerando CICATA Puebla y
CIBA Tlaxcala, un total de 20| alumnos han egresado con
un diploma de posgrado, que se componen de la siguiente
forma: 60 Maestros en Tecnologia Avanzada (MTA), 92
Maestros en Biotecnologia Aplicada (MBA), 41 Maestros
en Biotecnologia Productiva, 4 Doctores en Tecnologia

del trabajo de un director(a) que coordina y conduce los
destinos del CIBA. Esta informacién se detalla en el siguiente:

Fuentes

Setenta anos de historia del Instituto Politécnico Nacional,
Tomo IV Volumen I, Instituto Politécnico Nacional, Ciudad
de México, 2006, México.

Gacetas Politécnicas,

Periédicos locales y nacionales,

Informacién  proporcionada por personal de Ila

Administracién.
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RESUMEN

Las proteinas son componentes indispensables de la dieta
del ser humano, ya que provee los aminoacidos necesarios
para el mantenimiento de las funciones biolégicas. Ademas,
pueden ejercer efectos benéficos en el organismo.
Recientemente, se han identificado secuencias cortas de
aminoacidos denominadas péptidos bioactivos como los
responsables de efectos benéficos. Tales péptidos bioactivos
provienen de proteinas de origen animal y vegetal. Entre
los distintos biopéptidos que se han descrito, se encuentran
aquellos que funcionan sobre el sistema cardiovascular
o el gastrointestinal, pero también existen algunos que
funcionan como agentes antioxidantes o antimicrobianos.
Los péptidos son atractivos, pues son una opcién alterna
a los medicamentos. Para la obtencién de los biopéptidos
se utilizan diversas técnicas, desde la hidrolisis enzimatica
in vitro hasta técnicas como la ingenieria de proteinas para
potenciar su actividad bioldégica. En el presente articulo
hablaremos de las propiedades nutricionales y terapéuticas
de las proteinas, incluyendo los biopéptidos.

PALABRAS CLAVE

Biopéptidos, proteinas, propiedades terapéuticas

ABSTRACT

Proteins are indispensable components of the human diet,
providing the amino acids necessary for the maintenance of
biological functions. In addition, proteins can have beneficial
effects on the organism. Recently, short amino acid
sequences, called bioactive peptides, have been identified
as responsible for beneficial effects. Such bioactive peptides
derived from proteins can be of animal and vegetal origin.
Among the different biopeptides that have been described,
there are biopeptides acting on the cardiovascular or
gastrointestinal system, but also some of them function
as antioxidant or antimicrobial agents. Peptides are
attractive because they can be used as an alternative to
pharmacological agents. Biopeptides are obtained by using
diverse techniques, from in vitro enzymatic hydrolysis to
protein engineering to enhance their biological activity. In
this article, we will discuss the nutritional and therapeutic
properties of proteins, including biopeptides.

KEYWORDS

Biopeptides, proteins, therapeutic properties

|. INTRODUCCION

En la actualidad, los consumidores de alimentos exigen que
dichos productos posean ciertas caracteristicas y cubran
distintos aspectos. Entre los mas demandados estd una
alta aportacién de nutrientes, la preservacién inocua del
producto a partir de la aplicacién de sustancias naturales,
la generacién de productos minimamente procesados y el
mantenimiento de propiedades organolépticas. Justamente,
las proteinas son sustancias multifuncionales que pueden
contribuir en la generacién o mantenimiento de los aspectos
previamente mencionados. En las Ultimas décadas, las
proteinas han adquirido gran relevancia porque, ademas de
su importancia nutricional, pueden ejercer efectos benéficos
en el cuerpo humano. Por su alto contenido de proteinas
y su importancia como alimentos nutritivos, el huevo, la
leche, la carne, las leguminosas, los cereales y sus derivados
fueron los primeros objetos de estudio de investigaciones
en las que se identificé la presencia de los péptidos con
propiedades terapéuticas.

Distintas investigaciones han identificado y caracterizado a
los péptidos con efectos terapéuticos, sustancias constituidas
por 2 a 20 aminoacidos encriptados en la estructura primaria
de las proteinas y liberados mediante hidrdlisis. Este Gltimo
proceso puede ocurrir mediante distintos métodos: por
los tratamientos térmicos a los que son sometidos durante
la preparacién de los alimentos, a través de la aplicacién
directa de enzimas que actlan como proteasas, por el
metabolismo de microorganismos usados en procesos
fermentativos, o bien en el mismo proceso digestivo tras
consumir un alimento. Entre las propiedades terapeuticas
de los péptidos se encuentran aquellas reflejadas en el
sistema cardiovascular con actividad hipotensora, actividad
hipocolesterolémica, actividad antitrombédtica, entre otras.
También existen péptidos que actiian en el sistema digestivo
con un efecto opiaceo o aquellos que se unen a minerales
y facilitan la absorcién de estos. Otras investigaciones
han reportado la existencia de péptidos con actividad
antimicrobiana, inmunomodulante y anticancerigena (Agyei
y Danquah, 201 1).

El objetivo de este articulo es presentar un panorama
general sobre la importancia nutricional y terapéutica de las
proteinas. Para ello se abordaran investigaciones cientificas
enfocadas en la identificacion de proteinas y péptidos
que, por sus propiedades funcionales y terapéuticas, son
atractivos para su uso en la produccién de alimentos.
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Il. PROPIEDADES DE LAS
PROTEINAS

2.1 Propiedades nutricionales

Las proteinas son importantes a nivel nutricional porque
funcionan como fuente de energia, aportan nitrégeno y
aminoacidos esenciales, su valor nutricional depende del
contenido de aminoacidos esenciales que éstas aportan. A
partir de esta premisa, el huevo, la leche y sus derivados
son alimentos importantes en la dieta humana porque sus
proteinas contienen todos los aminoacidos esenciales en
proporciones considerables que permiten la alimentacién de
adultos, el desarrollo de neonatos y el crecimiento de nifios
(Park, 2009). Los cereales poseen una buena proporcién
de aminoacidos esenciales, excepto por el triptéfano y la
lisina; en cambio, las leguminosas carecen de aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina), pero tienen un buen
balance de triptéfano y lisina. Debido a estas diferencias, se
recomienda el consumo combinado de estos alimentos para
generar una dieta balanceada y cubrir los requerimientos de
aminoacidos esenciales. Una caracteristica de las semillas
de distintas especies vegetales es que tienen un contenido
elevado de proteinas. Tal es el caso de la semilla de
amaranto, la cual contiene cantidades adecuadas de todos
los aminoacidos esenciales. También se ha demostrado que
la proteina mayoritaria de esta semilla corresponde a una
globulina | IS denominada amarantina, la cual contiene un
buen balance de aminoacidos esenciales (Barba de la Rosa
etal., 1996).

A partir del conocimiento de la composiciéon de aminoacidos
en una proteina, es posible evaluar su calidad como nutriente.
El método sugerido para evaluar la calidad proteica es la
calificacién del coémputo quimico o score de aminoacidos
corregido por digestibilidad proteica (protein digestibility
corrected amino acid escore o PDCAAS, por sus siglas
en inglés). El PDCAAS compara el perfil de aminoacidos
de una proteina objeto de estudio con las necesidades
nutricionales de un parametro cuya comparacién se basa en
los requerimientos nutricionales de un niflo mayor a un ano
de edad, quien representa los requerimientos mas exigentes
de los diferentes grupos etarios (a excepciéon de los
lactantes que se comparan con la leche humana). La maxima
puntuacién PDCAAS que puede recibir una proteina es |.0;
este factor se calcula multiplicando el valor correspondiente
al ESCORE por el valor correspondiente a la digestibilidad.
El ESCORE se expresa como mg de aminoacidos de la
proteina objeto de estudio entre mg de aminoacidos de
una proteina patrén (Suarez et al., 2006). En la Figura | se
presenta el ESCORE y el PDCAAS para algunos alimentos
de origen animal y vegetal.
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Figura 2. Score y PDCAAS para alimentos de origen animal y
vegetal. Tomada de Suarez y col., 2006.

2.2 Propiedades terapéuticas

Los efectos terapéuticos que brindan las proteinas y sus
péptidos han sido reportados en distintos estudios. Estas
sustancias pueden ser una alternativa para la prevencién
o el tratamiento de diferentes padecimientos; incluso, por
sus efectos benéficos, pueden ser una opcién para reducir
el consumo de farmacos. En los siguientes parrafos se
describiran algunas de las investigaciones que muestran
evidencias de estas afirmaciones.

Se sabe que las proteinas de la leche, animal o humana poseen
propiedades antibacterianas conferidas por algunas proteinas
tales como la lactoferrina, algunas inmunoglobulinas y
ciertos péptidos que se generan al hidrolizar otras proteinas
lacteas. Asimismo, se han identificado otros péptidos con
actividad bactericida, especificamente aquellos hidrolizados
de proteina de huevo. En términos generales, los péptidos
antimicrobianos pueden actuar de muchas formas sobre
las células bacterianas; por ejemplo, activan enzimas que
provocan lisis celular, forman poros en la membrana, o
inhiben la sintesis de acidos nucleicos (Lohner y Blondelle,
2005; Hernandez-Ledesma et al., 2008). Se ha reportado
que la actividad de algunas proteasas, como la alcalasa, la
tripsina y la pepsina, sobre [B-lactoglobulinas dan paso a
fragmentos bacteriostaticos que actlan contra Escherichia
coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus (El-Zahar et al.,
2004).

Otros efectos terapéuticos de las proteinas de la leche son los
reportados por Meisel (2005), quien identificé la existencia
de agentes antidiarreicos (casomorfinas) generados a partir
de la hidrdlisis de proteinas de leche bovina que actiian en
la regulacién de la motilidad del intestino y en la mejora de
la absorcién de agua y electrolitos. En cuanto a la actividad
inmunomodulante que generan los péptidos y las proteinas,
no se tiene claro el mecanismo de accién, pero se ha
observado que existen péptidos derivados de la hidrdlisis de
[B-caseina y a-caseina capaces de: 1) estimular la fagocitosis
de eritrocitos por macréfagos del peritoneo y 2) ejercer un
efecto protector frente a infecciones causadas por Klebsiella
pneumoniae. Estos mecanismos fueron observados en
estudios in vivo, en los que se aplicaron péptidos de forma
intravenosa en ratones (Vioque y Millan, 2005).
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Las proteinas también tienen efectos benéficos en el
sistema cardiovascular. Nagaoka, et. al. (2001) realizaron
estudios in vivo con modelos murinos y observaron que
las proteinas de suero lacteo poseen una mayor actividad
hipocolesterolémica en comparacién con las proteinas de
caseina o las proteinas de soya. La reduccién de colesterol
también ha quedado en evidencia en otras investigaciones.
Se ha encontrado que los péptidos de soya reducen la
absorcion de colesterol; se ha concluido que este tipo de
péptidos disminuyen los niveles de colesterol en la sangre
de las personas hipercolesterolémicas. Ademas, se ha
comprobado en estudios in vivo que reducen la absorcién
de colesterol en ratas. Algunos cientificos atribuyen esta
actividad terapéutica a la disminucién de la solubilidad
micelar del colesterol (Vioque y Millan, 2005). Ahora
bien, los péptidos con actividad antitrombédtica inhiben la
agregacion plaquetaria y la unién de fibrinégeno debido a
que compiten por receptores especificos de la plaqueta. Se
ha reportado la existencia de secuencias peptidicas que son
liberadas por hidrélisis de k- caseina por la actividad de la
reninay que tienen actividad antitrombética; por ejemplo, la
secuencia MAIPPKKNEDK corresponde a los aminoacidos
106 a | |6 de la k- caseina (Hartmann y Meisel, 2007; Vioque
y Millan, 2005).

Los alimentos también se ven afectados por procesos
oxidativos, los cuales disminuyen su calidad nutricional y
funcional. Los péptidos que limitan o disminuyen el dano
oxidativo han sido estudiados por distintos cientificos,
quienes también han reportado la utilidad de estos péptidos
para prevenir la oxidacién de células del cuerpo humano.
Los péptidos antioxidantes se pueden ingerir en la dieta
o emplearse en la industria de los alimentos con el fin de
prevenir el deterioro oxidativo (Vioque y Millan, 2005). Se
han identificado diferentes secuencias peptidicas derivadas
de la hidrdlisis de a-caseina cuya actividad antioxidante
previene la oxidacién enzimatica provocada por distintas
lipoxigenasas que acttan sobre los acidos grasos (Fitzgerald
y Murray, 2006).

Otras estrategias para la generacion de péptidos
terapéuticos son las aplicadas por Rao, et. al (2009),
quienes disefaron un péptido multimero recombinante
que fue expresado como una proteina de fusién acoplado
a glutation S-transferasa (GST) en E. coli BL2I. Estos
cientificos disefiaron un procedimiento para la obtencién
de proteinas con fines terapéuticos. Este multimero, al ser
hidrolizado por enzimas digestivas, libera once péptidos
con actividad antihipertensiva. Por su parte, Luna-Suarez
et al., (2008) insertaron cuatro péptidos (VYYVYVY) con
actividad antihipertensiva en una globulina de amaranto con
el propésito de incrementar la capacidad antihipertensiva
de la proteina. Esta proteina modificada la expresaron de
forma recombinante en E. coli y observaron que su actividad
hipotensora fue ocho veces mayor que la actividad de la
proteina sin modificar (Luna-Suarez et al., 2010). Asimismo,

generaron una proteina doblemente modificada, a la cual
insertaron el tripéptido Isoleucina-Prolina-Prolina (IPP) que
también tiene efectos antihipertensivos. Esta nueva proteina
también se expresé en E. coli y encontraron que su actividad
terapéutica hipotensora fue diez veces mayor comparada
con la proteina sin modificar (Castro-Martinez et al., 2012).
Estos resultados fueron confirmados gracias a estudios in
vivo con ratas hipertensas (Medina-Godoy et al., 2013).

En la Tabla | se reportan algunas de las secuencias de
péptidos terapéuticos identificados en distintas fuentes
alimenticias.

Tabla 1. Péptidos terapéuticos identificados en distintas fuentes

alimenticias

Fuente alimenticia Péptido Funcién terapéutica

Leche bovina (k- caseina) FFSDK Inmunomodulatoria
Huevo (lisozima) IVSDQNQMNAWVAWR Antimicrobiana

Arroz. QYPMYPLR Opioide e inmunomodulatoria
Leche bovm.a (B- ITAEK Hipocolesterolémica
lactoglobulina)
Leche humana y bovina (- MAIPPKKDQDK Antitrombotica
caseina)

Langosta americana QYGNLLSLLNQYR Antimicrobiana

Adaptado de Agyei y Danquah, 2011.

I1l. CONCLUSIONES

Como hemos visto, las proteinas, ademas de su importancia
nutricional, pueden ejercer efectos terapéuticos que las
vuelven atractivos para su aplicacién y su uso en el desarrollo
de nuevos productos alimenticios. A lo largo de este articulo
se han resaltado algunos de los factores que influyen en el
mantenimiento o mejora de las propiedades proteicas;
dado que las proteinas son multifuncionales, es necesario
continuar con la investigacién para identificar sus patrones
de comportamiento asociados a factores extrinsecos e
intrinsecos.
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RESUMEN

El género Pleurotus pertenece a la familia Pleurotaceae,
orden Agaricales, y al filo de los basidiomicetos, ademas de
ser clasificados como hongos de pudricién blanca por su
capacidad de crecer sobre madera, degradando la lignina a
través de un complejo multi-enzimatico. Estos organismos
constituyen un grupo de hongos cosmopolitas comestibles
con un alto valor nutricional, con propiedades terapéuticas
y varias aplicaciones biotecnoldgicas.

El hongo Pleurotus ostreatus conocido como la seta ostra,
es la segunda especie comercial de hongos comestibles
mas cultivada a nivel mundial. Al igual que muchos hongos
comestibles, Pleurotus ostreatus, posee un excelente valor
nutricional y constituye una rica fuente de compuestos
bioactivos cuyas propiedades funcionales han sido estudiadas.

Debido a su importancia biolégica y biotecnolégica, las
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y genéticas de
Pleurotus y otros hongos, han cautivado a los cientificos
desde hace varias décadas.

Un aspecto muy interesante de estos organismos, es su
proceso reproductivo, que puede ser sexual o asexual, y se
realiza a través de esporas. La reproduccién sexual obedece
a una serie de factores genéticos y quimicos que determinan
la compatibilidad reproductiva entre dos individuos de la
misma especie.
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Hongos, Pleurotus, reproducci
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ABSTRACT

The genus Pleurotus belongs to the family Pleurotaceae,
order Agaricales, and the phylum of the Basidiomycota, in
addition to being classified as white rot fungi for their ability
to grow on wood, degrading lignin through a multi-enzymatic
complex. These organisms are a group of cosmopolitan
edible fungi with a high nutritional value, therapeutic and
biotechnological applications.

The fungus Pleurotus ostreatus known as the oyster
mushroom, is the second commercial species of edible
fungi most widely cultivated worldwide. Like many edible
mushrooms, Pleurotus ostreatus, has an excellent nutritional
value and constitutes a rich source of bioactive compounds
whose functional properties have been studied.

Because of their biological and biotechnological importance,
morphological, physiological and genetic characteristics
of Pleurotus and other fungi, have fascinated scientists
for several decades. An aspect very interesting of these
organisms, is their reproductive process, which may be
sexual or asexual, both conducted via different kind of
spores. Sexual reproduction is due to a number of genetic
and chemical factors that determine the reproductive
compatibility between two individuals of the same species.

Key words

Fungi, Pleurotus, reproduction
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| INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariontes ampliamente
distribuidos en el mundo, los cuales, tienen un papel
fundamental en el balance de los ecosistemas, y en el caso de
los hongos de pudricién blanca, como los basideomicetos,
también impactan en el reciclado del carbono.

El género Pleurotus es uno de los mas amplios y diversos en
la clase de los Basidiomicetos.

De acuerdo a Zervakis & Polemis, 2013, el género
comprende cerca de 30 especies y un taxo subespecifico
de hongos comestibles con una amplia distribucién en el
mundo (Figura I).

Varias especies son ampliamente consumidas debido a su
alto valor nutricional y potencial valor medicinal (Khan &
Tania, 2012). Tiene muchas propiedades terapéuticas como
antimicrobiano, antiviral, antitumoral, antimutagénico,
antioxidante, antilipidico, antihiperglucemico,
inmunomodulatorio (Patel et al.,, 2012). El cultivo de
Pleurotus es de gran importancia econémica en la industria
de alimentos, la cual se ha expandido en pocos afos y lo ha
convertido en el segundo hongo cultivable mas importante,
tan sélo detras de Agaricus bisporus cominmente conocido
como champinén (Chang, 1999)

4 4 4 i
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Figura 1. Especies del género Pleurotus, A) Pleurotus djamor,

B) Pleurotus pulmonaris C) Pleurotus eryngii, D) Pleurotus
citrinopileatus, E) Pleurotus ostreatus, F) Pleurotus sapidus.

2. MoRFoLoGIA Y SExo DE
PLEUROTUS

2.1 Morfologia del cuerpo fructifero

Las fructificaciones de los hongos constituyen los cuerpos
reproductores o fructiferos de los mismos, en estas
estructuras los hongos forman las esporas, las cuales
constituyen la semilla para su reproduccion (Guzman et
al., 2002). El cuerpo fructifero de los basidiomicetos se
forma como consecuencia de la diferenciacién del micelio
(un conjunto de filamentos denominadas hifas) (Herrera y

Ulloa, 1998). El micelio desempefa la funcién de adquirir y
distribuir los nutrientes, asi como de formar la estructura de
soporte para el desarrollo de los cuerpos fructiferos (Klein,
1996). El crecimiento de éste se realiza solo en las puntas
y se atribuye a un fenémeno complejo en el que participan
vesiculas (las cuales son agregados de enzimas hidroliticas)
que degradan y restauran fragmentos de la pared celular.
Las vesiculas se producen a lo largo del segmento subapical
y se transportan por medio de un mecanismo hasta
llegar al centro distribuidor de vesiculas, conocido como
spitzenkérper. Desde ahi son distribuidas en forma radial y
aleatoria hacia la pared apical, dando lugar al crecimiento
de las hifas.

El cuerpo fructifero de los hongos del género Pleurotus
tienen forma de sombrilla o sombrero circular (pileo) y un
eje o pie (estipite) que lo sostiene. En la cara inferior de la
sombrilla abierta hay laminillas (himenio) que van desde el
centro hasta el borde del sombrero; las laminillas son blancas
decurrentes y espaciadas ampliamente. El pileo, donde se
encuentran las laminillas, es excéntrico cuando crece en
superficies verticales y es central cuando crece en camas;
la superficie del pileo es lisa y brillante, un poco viscosa
en tiempo humedo. El estipite es corto y excéntrico. Las
esporas que se encuentran en el basidiocarpo son de color
blanco, crema o lila palido, presenta una forma cilindrica
(raramente elipsoides) y son lisas. Los basidiocarpos pueden
ser de 4-13 cm de diametro, aunque pueden presentar
tamano mayor de acuerdo a las condiciones de fructificacion
(Milla, 2007) (Figura 2).

Pileo

Estipite

Figura 2. Morfologia y estructuras del cuerpo fructifero de
Plerurotus

2.2 Reproduccion sexual

En los basidiomicetos existen dos modelos sexuales: |) el
heterotalismo, en el que son necesarios dos micelios para
llevar a cabo la reproduccién, con lo que se asegura que las
células diploides (basidios) que son formadas en el cuerpo
fructifero produzcan progenie meiotica recombinante
(basidiosporas), y 2) el homotalismo, en el que los hongos
son autocompatibles (es decir, la unién sexual puede
efectuarse
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entre elementos de un mismo micelio). Aproximadamente
un 10% de los basidiomicetos pertenecen a este Ultimo
modelo.

P ostreatus se reproduce por heterotalismo, y alterna
entre una fase monocariética (haploide) y una dicaridtica
(diploide).

Dos hifas monocaridticas compatibles pueden fusionarse
y dar origen a un micelio dicariético (plasmogamia), en el
cual permanecen dos nlcleos parentales independientes
(dicarién, heterocarion) durante todo el crecimiento
vegetativo. Este estado puede fructificar bajo condiciones
ambientales apropiadas.

El estado diploide se da en el basidio, donde la cariogamia
(fusion binaria) se lleva a cabo antes de la meiosis, originando
cuatro basidiosporas uninucleadas. Las basidiosportas
pueden germinar y producir micelio monocariético,
reiniciando el ciclo de vida del hongo (Figura 3). La condicién
monocariética y dicariética del micelio puede ser distinguida
por la presencia de fibulas (estructuras especializadas que
permiten la distribucién de los nucleos de las células hijas en
el dicarién y su ausencia en el monocarién.

El propésito del proceso meidtico es reducir a la mitad
cualquier genoma diploide, tal como el material genético de
los gametos

La meiosis ha sido estudiada en hongos modelos por
mucho tiempo. En efecto, el desarrollo sexual en hongos
es un proceso bastante rapido, pero mas importante, a
diferencia de plantas y animales (Peraza & Malagnac, 2016),

Basidiocarpo

Pileo (n+n)
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Micelio secundario
(n+n)

Estipite Cariogamia
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Figura 3. Ciclo sexual de Pleurotus ostreatus (Adaptado de
Pérez-Martinez et al., 2015)
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las esporas meidticas fingicas estan agrupadas en una sola
estructura, los ascos de los Ascomicetos y los basidios de
los basidiomicetos. La division meidtica ocurre una vez que
las células diploides han sido formadas, es decir, después de
la cariogamia.

El establecimiento del micelio dicariético y la formacién
de cuerpos fructiferos implican programas de desarrollo
altamente complejos los cuales se activan por una
combinacién de sefiales ambientales. Se asume que una
gran variedad de proteinas regulen y coordinen dichos
programas o lleven a cabo transformaciones enzimaticas,
asi como funciones estructurales.

El establecimiento del dicarionte y la aparicién de cuerpos
fructiferos en basidiomicetos son regulados por los genes
MAT (MATING TYPE) o locus de aparamiento. Estos genes
codifican para proteinas de union a DNA y feromonas asi
como sus receptores. La regulacién de la fructificacién por
los genes de apareamiento estd mediada por factores de
transcripcién rio abajo. Finalmente, circuitos de regulacién,
activaran genes que codifican para proteinas estructurales
o para enzimas que participan en la formacién del cuerpo
fructifero (Figura 4) (Pelkmans, et al 2016).

HIFAS HAPLOIDES MONCARIGTICAS APAREAMIENTO COMPATIBLE
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Figura 4. Los genes de apareamiento MAT vy la formacién de
cuerpo fructifero en basideomicetos (Adaptado de Raudaskoski
y Kothe 2010)
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RESUMEN

Estructuras de silicio poroso (SP) con nanoparticulas de oro
(AuNPs) se obtuvieron mediante ataque electroquimico
asistido con sal metalica (acido HAuUCI4). La alta superficie
de la matriz de SP y las AuNPs permitieron incrementar
la sensibilidad del biosensor. Esta estructura se us6 como
plataforma para obtener un biosensor de aminas biogénicas
(AB). La deteccién o6ptica de AB se basé en los cambios de
las senales relacionadas con las reacciones entre la AB y el
elemento reconocido utilizado (diamina oxidasa). En este
trabajo, el SP con AuNPs se bio-funcionalizé mediante la
introduccién de grupos funcionales en su superficie mediante
el método de adsorcién. La Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM) y Espectroscopia de Dispersiéon de Energia
de Rayos X (EDS) mostraron la introduccién de AuNPs en la
estructura del SP. Los estudios de espectrometria infrarroja
con Transformada de Fourier (FTIR) demostraron la correcta
introduccién de los elementos del biosensor. El potencial de
las superficies de SP bio-funcionalizadas se establecié para
ser utilizado como biosensor en la deteccion de AB.
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ABSTRACT

Porous silicon (PS) structures with gold nanoparticles
(AuNPs) were obtained by electrochemical etching assisted
with metallic salt. High surface matrix of the PS and the
AuNPs would allowed the increment in the sensitivity of
the biosensor. This structure was used as platform to get
a biogenic amine (BA) biosensor. The optical detection of
BA was based on the changes of the signals related to the
reactions between the BA and the recognized element
used (diamine oxidase). In this work, PS with AuNPs was
bio-funcionalized through the introduction of functional
groups on its surface by adsorption method. Scanning
Electron Microscopy (SEM) and X Ray Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS) showed the introduction of AuNPs
in the PS structure. Infrared spectrometry with Fourier
Transform (FTIR) studies demonstrated the correct
introduction of biosensor elements. The potential of the
bio-functionalized PS surfaces was established to be used as
a biosensor in the detection of BA.
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| INTRODUCTION

Porous silicon (PS) is a very promising material due to
its chemical (Coffer, et al, 2005) and optical properties
(F Severiano, et al, 2014). These porous structures are
excellent candidates for devices in the fields of electronics
(Lehmann, et al, 1991), optoelectronics (F Severiano,
et al, 2014), biochemical (Coffer, et al, 2005), as well as
biosensors (Chattopadhyay, et al, 2002). PS can be obtained
by electrochemical etching in a solution of hydrofluoric acid
(HF) and ethanol. The characteristics of the porous layer
(pore diameter and thickness of the porous layer), can be
easily controlled by the etching parameters (DeStefano, et
al, 2004). The internal surface of PS matrix is hydrogen-
terminated after the etching, which allows immobilize
biomolecules on the whole porous surface (Mathew and
Alocilja, 2005). Due to its characteristics, PS can be applied
as a platform in the obtaining of optical or electronic
biosensors. On the other hand, Au nanoparticles (AuNPs)
have been used as catalyst (Lopez-Sanchez, et al, 201 1),
image contrast agents (Alkilany, et al, 2013), biosensor and
bioanalytical element (Sassolas, et al, 2008) and meaningfuly
as part in electrochemical detection platform. This is due to
its properties: large surface area, scattering and absorption
of visible light, high density of electrons and catalytic
properties (Willner, et al, 2010). With the incorporation
of AuNPs in the PS structure it sought to increase the
sensibility of biosensors (Lars, et al 1992). One of the areas
where the application of biosensors is essential, is in the
food industry, especially in the chain of quality control, since
in recent years biogenic amines (BA) have been related
with food intoxications, (Leuschner, et al, 1998), because of
their psychoactive or vasoactive effect as well as their use
as quality standard in food. Among the symptoms that the
BA produce are: skin rash, epigastric pain, disturbances of
the gastrointestinal tract; this kind of health problems are
treated with antihistamines. For these reasons BA are used
as food quality indicators. BA are produced by microbial
decomposition in food with high content of proteins. Also
the processing, maturation and storage of foodstuff (fish,
meat, cheese, beer, wine, etc.) are important factors in the
BA generation (Leuschner, et al, 1998). Diamines such as
putrescine, cadaverine and histamine are decomposition
products of lysine, ornithine and histidine respectively.
The intake of large quantities of histamine could lead to
scombrotoxicosis, while other BA are related to effects
in respiratory distress, nausea, hyper or hypotension, as it
was mentioned before. For these reason is important to
develop BA biosensors with high sensitivity. Actually there
are different methods to measure the presence of BA,
for example, histamine has been sensed by derivatisation
with fluorescent reagents followed by chromatographic
separation (Lopez-Sabater, etal, 1 993). This method might be
tedious and required trained personal, besides of expensive
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equipment. Other methods to measure the presence of
BA are immunochemical, capillary electrophoresis and gas
chromatographic methods, all these methods required
long time of analysis and expensive equipment. To reduce
the time of BA sensing, some enzymatic methods and
enzyme biosensors have been applied (Lopez-Sabater, et
al, 1993; Chemnitius, et al, 1992). This kind of biosensor
show advantages such as rapid analysis and few sample
preparation. Consequently the main objective of this work
was the attainment of a BA biosensor based on enzymes.
The objective of the enzymes was the immobilization of the
BA, and the introduction of AuNPs in the PS structure was
to improve the sensibility of the biosensor. For this work
it was used diamine oxidase (DAO) from pig kidney to the
enzymatic immobilization of BA. Finally, this biosensor based
on DAO, allowed the measure of spermidine.

2. Materials and methods
2.1 PS with AuNPs

P-type silicon wafer with a resistivity of 5-10 Q-cm were
used to obtain PS with AuNPs. The method used was
metal salt-assisted chemical etching (F Severiano, et al,
2017). This process was carried out in a Teflon cell designed
with the habitual setup to obtain PS. The electrolyte was
composed of a mixture of hydrofluoric acid (HF, Merck
40% by volume), ethanol (Alfa-Aesar 99.98% by volume)
and cloroauric acid ( HAuCl, 99.99% trace metals basis,
diluted at 30 wt. % in HCI (Aldrich)). The metal salt was
prepared at ratio |mM and then it was incorporated to the
electrolyte. The volume ratios used in the electrolyte were
1/2/1, HF/ethanol/HAUCI4 respectively, and the etching
time was about 2 hours.

2.2 PS/Aunanoparticlesfunctionalization (silanization)

The silanization of PS/AuNPs was carry out using
(3-aminopropyl) trimethoxysilane (APTMS). APTMS was
diluted in toluene pre-heated between 100-200 °C. The
solution was prepared at 2% of APTMS in volume. The
PS/AuNPs samples were then immersed in the solution for
3 hours at room temperature. The substrates were then
removed from the solution, rinsed with toluene and dried in
an oven at 100°C for | hour.

2.3 Preparation of a bio receptive surface

A covalent coupling of DAO (from pig kidney) on
functionalized PS/AuNPs was performed via standard amine
coupling chemistry with the first step being an activation of
the surface by a mixture of 0.043g of N-hydroxysuccinimide
(NHS) and 0.035g of N-(3-dimethylaminopropyl)-N -
ethylcarbodiimide hydro-chloride (EDC) dissolved in 20
ml of phosphate buffered saline (PBS). This solution was
agitated for |5 minutes and filtered (filter paper of 0.20 um).
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Functionalized PS/AuNPs samples substrates wereimmersed
for 20 minutes at room temperature. The substrates were
removed and rinsed with PBS.

2.4 Incorporation of DAO (Recognition Element)

Diamine oxidase (DAO) from pig kidney was used to the
enzymatic immobilization of BA which was introduced by
adsorption. 20 mg of DAO were dissolved in 500 uL of PBS.
Then 300 uL were put on the surface of the bio receptive
surface (PS/AuNPs/silanization/EDC and NHS) and they
were left for 2 hours. After that, the substrate was rinsed
with PBS.

2.5 Sensing of BA

The sensing process of the biosensor was carried out
through FTIR spectroscopy: attenuated total reflectance
(ATR) mode. The BA to sense were dissolved in PBS and put
in contact with the biosensor. The interaction kinetics was
analyzed for 30 minutes, each spectrum was taken every 30
seconds.

2.6 Scanning electron microscopy (SEM)

Superficial and cross section images of PS/AuNPs platform
were obtained using a high-resolution field emission SEM Jeol,
model JSM 7800F X ray Energy Dispersive Spectrometer
(EDS, model Apollo XL) was used to chemical composition
analysis.

2.7 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

The biosensor was characterized by FTIR in ATR mode.
FTIR spectra were recorded with a Vertex 70 (Bruker)
spectrometer, and each spectrum was the average of 30
repetitions.

3. Results and discussion

3.1 Array of the biosensor

Figure | shows the graphical representation of all steps
taken during the biosensor construction. From left to right:
a) Formation of PS with AuNPs platform, b) silanization, c)
preparation of a bio receptive surface (EDC and NHS), d)
introduction of recognition element (DAO), e) process of
sensing of BA.

Figure | shows the graphical representation of all steps
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taken during the biosensor construction. From left to right:
a) Formation of PS with AuNPs platform, b) silanization, c)
preparation of a bio receptive surface (EDC and NHS), d)
introduction of recognition element (DAO), e) process of
sensing of BA.

3.2 Microstructure of PS/AuNPs from SEM and EDS
analysis

The platform of the biosensor (PS/AuNPs) was
characterized by electronic microscopy. Figure 2 shows
SEM images of the surface of the sample obtained, 5000X
and 20000X are shown in the above and below in the left
side respectively. For a better analysis of the distribution
and quantity of the AuNPs in the porous silicon layer (PSL),
SEM images composed with secondary and backscattering
electrons were obtained, right side images. This analysis
demonstrated the incorporation of AUNPs over and inside
the porous structure. PS/AuNPs sample presented pores
and cavities, the pore diameter for this samples was around
[.5 um and the cavities 1.8 um. AuNPs were on all the PS
surface. The pore size and the presence of cavities can favor
the introduction of the elements of the biosensor in the PSL.

Figure 2. SEM images of PSL used as platform in biosensors.
SEM images of 5000X and 20000X are shown in the left side.
SEM images composed with secondary and backscattering
electrons are shown in the right side.
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Figure 1. Array of the elements of the biosensor. a) PS with AuNPs platform, b) silanization, c) introduction of EDC and NHS, d)
introduction of DAQ, e) sensing of BA.
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EDS analysis was done to know the chemical composition
of the samples obtained with HAuCl,, figure 3. The EDS
results showed the incorporation of Au (peak at 2.12 keV)
in the PS structure. Particularly, the X ray emission lines
corresponding at Au must appear between 2.16 - 3.0 keV.
The more intense peaks correspond to M_, M , M_, lines
(between 2.12 and 2.25 keV), however it is known that
there are important contributions of the I\’Iy family and the
X-ray absorption edges that causes the typical broadening
of the M peak for heavy metals.
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Figure 3. EDS spectrum that confirm the introduction of AuNPs
in the PS.

3.3 FTIR characterization

All steps in the process of assembly of the biosensor
was characterized through FTIR. Figure 4 shows the
absorbance spectra of all steps conducted to obtain the
platform of the biosensor. Step |: Black line in figure 4
(black line), shows the spectra of absorbance for the
platform of PS/AuNPs. The assignment of peaks was:
610 cm™' was related to the bending of hydrides (SiH,)
and the vibrational modes at 1075 and 1200 cm™' were
due to the oxidation (Si-O-Si) in the PSL (ller, 1979).
This vibrational properties of silicon are well known.
This characterization did not show peaks related to the
AuNPs, but the images of SEM show the incorporation
of Au in the surface of PS. Step 2: The process of
silanization was realized after the obtaining of PS/
AuNPs. The substrates (PS/AuNPs) was immersed
in a solution at 2% of APTES in toluene. Absorbance
spectra, figure 4 (red line), shown the PS/AuNPs after
the process of silanization. The assignment of peaks
and bands was: the band at 470 cm™' was associated
to vibrations of hydroxyl groups (Si-OH), the band that
include the signals 1035 and | 127 cm™' was due to the
oxide as it was said before, since the vibrational modes
of silicon oxide are included in the region from 950 to
1250 cm™' (Queeney, et al, 2000; Queeney, et al, 2004).
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Vibrations at 1320, 1490 and 1636 cm™' correspond
to the symmetric and asymmetric -NH,, deformation
modes, this is an indicative of amine group protonation
when the samples are exposed to air (Pasternack, et
al, 2008). The NH, scissor vibration found at 1565
cm™' confirms the presence of the terminal groups of
the APTMS molecules. The results showed that the
process of functionalization was successful. Step 3:
The introduction of the linkers (EDC and NHS) was
realized by adsorption, as was mentioned above.
Figure 4 (blue line), shows the absorbance spectrum
obtained after the EDC and NHS introduction. The
assignment of peaks and bands was: the band at 550
cm’' was associated to vibrations of hydroxyl groups
(Si-OH). The band that include the signals 1066, | 1500
and 1228 cm was due to the oxide as it was said
before. The peak at 1548 cm™' was related to the amide
Il and is due to the bending of N-H and stretching of
C-N in the plane. The peak at 1650 cm™' (amide |) was
due to the stretching of C=0O and bending out the
plane of C-N. The peaks at 1548 and 1650 cm™' are
related to the primary amines and secondary amines,
respectively (Barth, et al, 2007). The peaks associated
to the presence of amides prove the incorporation of
the linkers in the surface of the silanized surface. Step
4: The introduction of the element of recognition was
realized by adsorption from a drop of DAO diluted
in PBS. Figure 4 (cyan line), shows the spectra of
absorbance for this step of the process, it did not show
changes in comparison with the previous step. This
was due to the signal of the linkers (EDS and NHS),
since the response of the DAO was expected around
the 1630 and 1525 cm' (signals related to the amides).
Due to this it was not seen the signal attributed to the
presence of DAQO. But with this structure the process
of sensing was realized.
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Figure 4. Spectra of absorbance of all steps applied during the
construction of the biosensor.
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3.4 Sensing of biogenic amines

The characterization of the biosensors was carried out using
ATR. The biosensors were made on PS/AuNPs platforms,
which were silanized and later they were added linkers (EDS
and HNS) and recognition (DAQO) elements. The spermidine
used in the sensing process were dissolved in buffer solution
(TRIS). This solution was put in contact with the crystal
used in the technique of ATR. The spectra were taken in a
sequence of 60 spectra and each spectrum was composed
of 30 iterations. The aim is observe the band associated to
ammonia at | 132 cm™', this is due to the decomposition of
the BA when enter in contact with the DAO. The spectra
showed in the next sections are composed by a small
number of measurements, in order that the increase of the
signal of interest was clearly appreciated. Figure 5 shows
the spectra obtained from the biosensor when enter in
contact with spermidine. 20000 ppm were prepared in |
milliliter and 20 microliters were taken for measurement.
The biosensor showed response around |132 cm-1, this
response is associated to the ammonia,

a reaction product that took place when spermidine and
DAO enter in contact, which confirm the BA presence.
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Figure 5. Infrared spectra obtained from biosensor when was
put in contact with spermidine. The biosensor showed response
around the region of interest (1132 cm™).

CONCLUSIONS

This study was conducted with the aimed to fabricate and
effectively characterize a biosensor of BA. PS with AuNPs
were obtained with electrochemical etching method using
a metal salt in the electrolyte. The introduction of silanes,
linkers and elements of recognition was proved and
characterized with Fourier transform infrared spectroscopy.
The biosensor was able of sensing Spermidine.
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