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RESUMEN

Los biosensores son dispositivos analiticos en los que se combinan, en una interfase dada,
elementos de carécter biologico con materiales electronicos. Estos sensores poseen un
mercado establecido y creciente en laboratorios analiticos, en el diagnostico médico y
monitoreo de pacientes, en procesos tecnoldgicos industriales, en tecnologia militar y
aeronautica, la agricultura y en el monitoreo y control del medio ambiente, entre otras
muchas aplicaciones.

La principal limitante en su desarrollo se basa en la estabilizacion e inmovilizacion del
medio biologico, capaz de determinar la presencia selectiva de los analitos presentes en la
muestra, realizindolo de manera productiva y compatible con las técnicas de la
microelectronica ya establecidas.

La siguiente monografia se propone introducirlo en el mundo de la Electroquimica
Analitica con Biosensores asi como exponer su importancia en el futuro de la sociedad
moderna por su diversidad de aplicaciones.

Palabras claves: biosensor, ciclodextrinas, enzimas.

Introduccién

El aumento acelerado de la poblacion, en los dltimos decenios, unido a la demanda
creciente de bienes de consumo Yy servicios, ha provocado que la humanidad enfrente
peligros reales relacionados fundamentalmente con las esferas de la salud, la alimentacion,
el medio ambiente y la energia.

El empleo de tecnologias limpias o no contaminantes, el consumo por parte de la
comunidad mundial de productos biodegradables o reciclables, asi como el incremento en
el control de calidad de las producciones y sobretodo de las emisiones al medio ambiente se
impone cada dia més. Como resultado de esto, la investigacion cientifico técnica ha
dirigido sus pasos a la identificacion, produccion e implementacion de nuevos productos o
tecnologias que se basan en la utilizacién de compuestos de origen biologico.

Uno de los principales objetivos de la Quimica Analitica Moderna es la determinacion
selectiva de los analitos a bajos niveles de concentracion y en presencia de sustancias
interferentes. Los considerables avances acontecidos en la instrumentacion analitica han
dado lugar a una mejora en la selectividad, incluso en el andlisis de trazas, debido al
desarrollo de técnicas tales como: cromatografia de gases, HPLC, espectrometria de masas,
etc; pero son técnicas de elevado costo y en general requieren del tratamiento previo de la
muestra.

El desarrollo de sistemas de sensores altamente sensibles, especificos y resistentes a las
condiciones donde seran empleados constituye un topico de gran interés investigativo en la
actualidad. Este interés esta fundamentado por la necesidad vigente de contar con sistemas
analiticos confiables para la cuantificacion de determinados compuestos organicos
asociados con diversas patologias, procesos industriales y contaminacion ambiental. Tales
sistemas analiticos, y en especial los electroquimicos, ofrecen innumerables ventajas con



respecto a los actuales métodos Opticos de andlisis y se vaticinan como los futuros
aditamentos portatiles necesarios para el desarrollo de un sistema médico tele-asistido a
nivel mundial.

El desarrollo de nuevos y originales métodos orientados a mejorar la estabilidad de las
enzimas, asi como de incrementar la efectividad de su inmovilizacién en diferentes
electrodos constituye la piedra angular de estas nuevas tecnologias altamente sensibles.

Nos proponemos con la siguiente monografia introducir a aquellos que la lean en el
fabuloso mundo de la Electroquimica Analitica con Biosensores asi como exponer su
importancia en el futuro de la sociedad moderna por su diversidad de aplicaciones.

Desarrollo

Los seres vivos son capaces de reconocer y adaptarse a los diversos cambios quimicos de
su metabolismo o del entorno con elevada selectividad y sensibilidad gracias a la presencia
de estructuras llamadas receptores. Estos sistemas receptores tienen estructuras de proteinas
complejas unidas en la mayoria de los casos a las membranas celulares y presentan una
gran afinidad hacia los ligandos especificos como pueden ser hormonas, enzimas o
anticuerpos. La elevada especificidad y selectividad de los receptores bioldgicos los
convierten en unas sustancias especialmente atractivas para el desarrollo de sensores o
biosensores con mltiples aplicaciones en la sociedad moderna.

El desarrollo de los biosensores es un area interdisciplinaria cuyos limites no pueden ser
definidos con facilidad. El concepto de biosensor para muchos autores es un dispositivo
analitico en si mismo responde selectiva y reversiblemente a la actividad o a la
concentracion de especies quimicas en muestras biologicas. Cualquier sensor operado
quimicamente o fisicamente en muestras bioldgicas puede ser considerado un biosensor.

En 1956 el principio del papel litmus para la medida del pH fue adoptado para simplificar
la determinacion enzimatica de glucosa. Por impregnacion del papel de filtro con enzimas
especificas de glucosa se crearon las primeras “tiras de test enzimatico”. Este dispositivo
puede considerarse como el predecesor de los biosensores opticos, y al mismo tiempo, el
micio de la llamada “quimica seca”.

Clark y Lyons (1962) propusieron la inmovilizacion de una capa enzimatica sobre
detectores eléctricos construyendo de esta forma el primer biosensor para la deteccion de
glucosa. El primer biosensor comercial se desarrollo también para la determinacion de
glucosa por la compafiia ExaTechTM, Medisense Inc., EE.UU., en 1987 (Lechuga y Calle,

1995).

|.- Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analitico integrado que combina una parte biologicamente
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sensible con un sistema electrénico, de forma que la reaccién de reconocimiento molecular
que tiene lugar en la primera se traduce en sefial eléctrica que luego es amplificada,
procesada y convertida en la forma deseada en el segundo. La sefial biologica que se
procesa electronicamente es proporcional a la concentracion de la sustancia que se quiere
determinar (analito).

El reconocimiento molecular se realiza por el principio llave — cerradura del receptor y la
sustancia a reconocer.

Para que el dispositivo disefiado funcione correctamente, resulta crucial el comportamiento
quimico de las interfases entre medio de andlisis y la capa de reconocimiento molecular
(interfase externa) y entre la biocapa y el sistema electronico (interfase interna). Por tanto,
ademas de la eleccion de un material biologico y de un método de inmovilizacion
adecuados, es importante escoger un sistema de traduccion de la sefial 6ptimo.

Los biosensores proporcionan, por tanto, una integracion temporal, que permite realizar un
proceso de medida quimica directa, y asi obtener una sefial continua y reversible, ademas
de una integracion espacial, lo que favorece la miniaturizacion.

La IUPAC define un biosensor como un dispositivo capaz de proporcionar una informacion
analitica  especifica  cuantitativa 0  semicuantitativa,  utilizando un elemento  de
reconocimiento bioldgico que estd en contacto directo con un elemento transductor. (Pefia,
2003)

Las ventajas de un biosensor son, entre otras, la alta selectividad y sensibilidad de la
medida, la facilidad de manejo y el bajo costo, permitiendo su utilizacion por personal no
especializado, rapidez en el analisis, posibilidad de miniaturizacion, la posibilidad de evitar
etapas del método analitico tan tediosas como la toma y el tratamiento de la muestra,
generalmente no es necesaria la separacion del analito y la adicion de reactivos y permite
realizar mediciones continuas, distribuidas, multidimensionales, remotas, y en condiciones
de trabajo dificiles para otras técnicas.

I1.- Clasificacion.

La clasificacion de los biosensores puede realizarse desde dos puntos de vista diferentes: la
naturaleza del proceso bioldgico (receptor) y el mecanismo de traduccion electronica.
(Thévenot etal., 1999).

I1.1.- Receptor: elemento de reconocimiento bioldgico.

La mayoria de los biosensores comercializados se basan en reacciones enzimaticas y
antigeno — anticuerpo.

En las reacciones enzimaticas la molécula transformada se denomina sustrato y usualmente
implica el empleo de otro reactivo llamado cofactor, para generar los correspondientes
productos.

Pueden distinguirse dos grandes grupos (Pingarron y Sanchez Batanero, 1999).

a) Biosensores cataliticos: basados en una reaccion catalizada por macromoléculas, las
cuales pueden estar presentes en su ambiente bioldgico o pueden haber sido aisladas y
modificadas. Las més utilizadas son:



o Enzimas (mono o multienzimas): constituyen los sistemas de investigados debido a
la elevada selectividad de las enzimas y su capacidad de dar respuestas rapidas a
sustratos especificos.

El caracter catalitico de las enzimas hace que en su reaccion con el sustrato se
regeneren a su estado inicial y no sea necesario ningun tipo de tratamiento para
restablecer el biosensor.

Se han desarrollado algunos biosensores enziméticos, donde se emplean dos 0 mas
enzimas, con el objetivo de aumentar de la sensibilidad del método utilizando una
segunda enzima que regenere el analito o en su lugar que la segunda enzima actie
cataliticamente sobre alguno de los productos de la reaccion enzimatica principal
con el fin de obtener un nuevo producto que se detecte con mayor facilidad.

Por ultimo, puede ocurrir que alguno de los productos de la reaccion enzimatica
principal actle sobre la actividad enzimatica inhibiéndola, o bien existan otros
inhibidores en disolucion, o incluso que haya sustratos interferentes, en estos casos,
la segunda enzima puede catalizar una reaccion de dichas sustancias interferentes de
modo que la reaccion enzimatica con el sustrato de interés no se vea afectada.

o Células Vivas: Microorganismos (bacterias, hongos, células eucariotas, levaduras),
Organulos o particulas (mitocondrias)
o Tejidos plantas y animales

b) Biosensores de afinidad: basados en la interaccion de los analitos con macromoléculas o
grupos de moléculas organizadas que han sido aisladas de su ambiente bioldgico. Entre
ellos se encuentran los inmunosensores y los que utilizan quimiorreceptores y
macromoléculas proteicas (acidos nucleicos, ADN, ARN).

11.11.- Fundamento del transductor.

Los factores que influyen en la eleccion del sistema de electronico son: facilidad de
fabricacion, miniaturizacion, estabilidad, resistencia, toxicidad de los materiales y
resistencia a la biodegradacion. Atendiendo a estos criterios, los biosensores pueden
clasificarse en:

a) Opticos: espectroscopicos de absorcion, reflexion, fluorimétricos, bioluminiscencia, onda
evanescente, resonancia de plasmon superficial.

b) Térmicos o calorimétricos.
c) De masa (piezoeléctricos)
d) Electroquimicos: potenciométricos, conductimétricos y amperométricos.

Son los mas utilizados como transductores debido a que poseen una serie de ventajas
como son:

o Las medidas electroquimicas pueden ser realizadas en volimenes pequefios, incluso
del orden de nanolitros, con relativa facilidad, lo que es debido a la naturaleza
interfacial de la medida electroquimica. Esto hace que tales dispositivos sean
especialmente apropiados para la monitorizacion “in Vivo”.

o La sefal obtenida es eléctrica, y por tanto es factible la transduccion directa de la



velocidad de reaccién en la sefial de lectura.

o Los limites de deteccion que se obtienen, normalmente entre 10° y 10 mol I, son
suficientes y adecuados para la deteccion de numerosos analitos de interés.

o La relativa simplicidad y el bajo coste de la instrumentacion electroquimica
permiten una facil disponibilidad de estos dispositivos.

No obstante, los sensores electroquimicos tienen también dos importantes
inconvenientes. Como es conocido, las técnicas electroanaliticas poseen una baja
selectividad en comparacion con otras técnicas analiticas, si bien este inconveniente se
minimiza drasticamente al utilizar un sistema de reconocimiento bioldgico que posea
una alta selectividad para ciertos analitos. Por otro lado, es necesario utilizar un
electrodo de referencia

I11.- Biosensores Amperométricos.

Son los méas prometedores en el contexto de los biosensores electroquimicos pues
monitorizan las corrientes faradaicas resultantes de intercambios electrénicos entre el
sistema bioldgico y el electrodo mantenido a un potencial apropiado. Los biosensores
amperométricos enzimaticos son, sin lugar a duda, los mas utilizados de manera que
generalmente cuando aparece el término Biosensores Amperométricos en la literatura se
esta haciendo referencia a estos y sobre ellos se tratara a lo largo de este apartado.

Los biosensores amperométricos proporcionan respuestas mas rapidas, poseen mayor
selectividad e intervalo de actividad mas amplio. En su construccion generalmente usan las
enzimas purificadas especfficas para cada analito, aunque en algunos casos se inmoviliza
un tejido vegetal que las contiene (Eggins et al., 1997; Forzani et al., 1997; Moressi et al.,
1999; Munteanu et al., 1998; Cosnier y Popescu, 1996).

Estos dispositivos combinan las ventajas de la especificidad para reconocer moléculas
particulares con la transduccion directa de la velocidad de reaccion en una corriente. A
pesar de todo lo dicho anteriormente la poca estabilidad de algunas enzimas, la escasa
actividad especifica en determinados casos, las interferencias por parte de activadores e
inhibidores, la necesidad de emplear a veces un cofactor o reactivo auxiliar y el coste del
analisis son algunos de los problemas que presentan los biosensores enzimaticos.  Sin
embargo, estas dificultades se han minimizado con el desarrollo de numerosas técnicas de
inmovilizacion.

La representacion, en forma de esquema, de un biosensor enzimético se muestra en la
Figura 2. La capa de enzima inmovilizada se interpone entre la superficie del electrodo y la
disolucién del analito, habiéndose utilizado tanto métodos fisicos como quimicos para
preparar capas de enzimas inmovilizadas sobre diversos tipos de superficies electrodicas.
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Figura 2.- Diagrama de las etapas que tienen lugar en un biosensor amperométrico



Un electrodo enzimatico opera mediante un mecanismo de cinco etapas. La primera es el
transporte del sustrato desde la disolucion a la superficie del electrodo. En la segunda el
sustrato difunde a través de la membrana al punto activo de la enzima; tercero, la reaccion
del sustrato y la enzima se produce en el punto activo. En cuarto lugar, el producto se forma
en el punto activo y es transportado a través de la membrana a la superficie del electrodo.
Finalmente el producto formado es sensorizado y se mide la intensidad.

La sefial eléctrica obtenida en estos sistemas durante la medicion es proporcional a la
concentracion de compuestos presentes en la disolucion. De esta forma, se genera un
reciclado electrodico — enzimatico de sustrato que produce una amplificacion de la sefal, y
por tanto, una mayor sensibilidad del biosensor.

La mayoria de los biosensores desarrollados estan basados en la transduccion directa de la
reaccion enzimatica, ya que se monitoriza directamente la oxidaciébn o reduccion
electrodica de uno de los reactivos o productos por la accion catalitica de la flavoenzima o
cofactor del complejo enzimético.

Por otra parte, algunos métodos utilizan una sustancia mediadora, cuya oxidacion o
reduccion sobre el electrodo sirve para monitorizar la concentracion de los sustratos en
disolucién. La finalidad de este mediador es la de acelerar la transferencia de electrones, lo
gue permite, en general, obtener respuestas mas rapidas y mejores limites de deteccion. En
ciertos casos, el empleo de un mediador puede servir para aplicar un potencial de medida
mas adecuado. Ejemplos de mediadores son: la hidroquinona y el hexacianoferrato (1I1) de
potasio (K3Fe(CN)sg), el mendola blue y compuestos con particulas de rutenio.

Los biosensores amperométricos generalmente se aplican en medios acuosos que consisten
en una disolucion reguladora de pH (disolucién PO4*", con un valor de pH que oscila entre
5.0 y 7.4). Sin embargo, a partir de los trabajos de Hall y col (Hall et al. 1988a; Hall et al.
1988b) ha quedado claro que es posible desarrollar biosensores enzimaticos en fase
organica con prestaciones que incluso pueden mejorar las conseguidas en medio acuoso,
tales como la posibilidad de monitorizacion de analitos en muestras hasta ese momento
inaccesibles, sin necesidad de un exhaustivo tratamiento de muestra.

Los disolventes organicos pueden producir grandes cambios en la actividad y especificidad
de las enzimas, dado que estas propiedades dependen de diferentes interacciones no
covalentes, como enlaces de hidrogeno, idnicos o interacciones de Van der Waals. Aunqgue,
es obvio que los disolventes organicos pueden perturbar estas interacciones y con ello
producir cambios cinéticos y termodindmicos en el comportamiento de las enzimas.

Producto de los estudios realizados se ha establecido que es necesaria la presencia de una
capa de agua que rodee la enzima para que pueda existir actividad catalitica. Esta cantidad
de agua esencial se requiere para mantener la hidratacion que proporcione la flexibilidad y
polaridad necesarias al microambiente que rodea la parte activa de la enzima. (Pefia, 2003)

IV.- Electrodos Empleados en la Construccion de Biosensores.

Los electrodos més utilizados, donde se inmovilizan estas enzimas independientemente o
en conjunto, son los de pasta de carbono y los de carbono vitrificado. En ambos casos por
su elevada inercia quimica, amplio intervalo de potencial de trabajo, baja resistencia
eléctrica y estructura cristalina responsable de corrientes residuales bajas.

Se reportan también los electrodos compdsitos con grafito, como son los de grafito-resina



epoxi (Pefia,2003), grafito-Teflon, grafito-Nafion, tecnologia de impresidn (screen printing)
(Schmidt, 1998; Wang y Chen, 1995, Scholz et al., 2000; Serra, 2002). Asimismo, se han
llevado a cabo aplicaciones utilizando carbono vitreo reticulado (Pefia et al, 2001) y
electrodos de oro y de platino. (Zhang et al., 2001; Villalonga et al., 2007 a, b; Camacho et
al., 2007).

V.- Métodos de Inmovilizacién de las Enzimas.

El buen funcionamiento de un biosensor depende en gran medida, de la inmovilizacion del
sistema de reconocimiento bioldgico sobre el transductor. El objetivo fundamental de la
inmovilizacién es permitir un intimo contacto entre la enzima y el transductor manteniendo
inalterable en lo posible la estabilidad de dicho sistema de reconocimiento bioldgico.

El método de inmovilizacion de las enzimas en la fabricacion de los biosensores influye en
el tiempo de vida til, la sensibilidad, la selectividad, el tiempo de respuesta, la estabilidad
y la susceptibilidad ante agentes interferentes.

La inmovilizacion de las enzimas es una de las etapas criticas en el disefio de los
biosensores ya que la enzima ha de ser retenida firmemente para que no pueda desprenderse
al introducirse en la disolucion o producto del proceso de difusion de las especies en ella;
por otro lado debe permitir la suficiente movilidad que garantice la comunicacion
electronica entre el centro redox de la enzima y el conductor electronico (Au, Ag, Pt, C).

Es necesario favorecer un intimo contacto entre el biorreceptor y el transductor,
manteniendo inalterable en lo posible la estabilidad de dicho sistema de reconocimiento. La
inmovilizacion de la proteina, particularmente de las enzimas, conlleva una serie de
ventajas (Scheller et al., 1997) para su posterior aplicacién en Quimica Analitica:

e En muchos casos la enzima es estabilizada.

e El material inmovilizado puede ser facilmente separado de la muestra y reutilizado
en posteriores analisis.

e La actividad altamente constante y estable de la biomolécula hace que la enzima sea
parte integrante delinstrumento analitico.

Los métodos de inmovilizacion comprenden métodos fisicos, fundamentalmente por
adsorcion o por atrapamiento, y metodos quimicos, ya sea mediante union covalente o por
entrecruzamiento o crosslinking. Dentro de cada uno de estos métodos existen numerosas
variantes y ademas, también es posible utilizar combinaciones de diferentes métodos de
inmovilizacion, pero no profundizaremos en ellos, ya que solo se pretende proporcionar una
vision general.

1. Inmovilizacion por adsorcion: es el método mas sencillo. Las biomoléculas se adsorben
sobre materiales adsorbentes que sean insolubles en el medio de ensayo. Este tipo de
inmovilizacion se basa en uniones de tipo no covalente, como fuerzas electrostaticas,
hidrofobicas, enlaces de hidrogeno o de Van der Waals, entre los lugares activos del
adsorbente y las moléculas biologicas. El procedimiento de adsorcién consiste en poner
en contacto las moléculas de enzima con el material adsorbente durante el tiempo
suficiente para que se produzcan las interacciones.

Los adsorbentes mas utilizados son resinas de intercambio ionico, gel de silice, arcillas,
alimina, vidrio poroso y materiales cerdmicos. La ventaja de este método es su



sencillez, aunque tiene como contrapartida que es un proceso reversible, por lo que
cambios de pH, fuerza ibnica o de temperatura en el medio pueden provocar la desorcion
de la biomolécula. Este tipo de inmovilizacion es interesante cuando la enzima es
insoluble en el medio de trabajo. En este caso, la biomolécula puede adsorberse
directamente sobre el transductor, sin necesidad de emplear ningun material adsorbente.

2. Inmovilizacion por atrapamiento: puede llevarse a cabo de tres formas diferentes
(inclusién dentro de una matriz de polimero altamente entrecruzado o en un gel;
inclusién en la matriz del transductor; o por separacién de la biomolécula del seno de la
disolucion mediante encapsulamiento en una membrana semipermeable).

En los biosensores de pasta de carbono y en los compdsitos, el método de inmovilizacion
mas usado es por atrapamiento en la matriz, a veces la inmovilizacion se realiza en la
superficie del electrodo con una capa fina de sol-gel (Kane, 1998).

En otras ocasiones, la enzima se atrapa en la matriz compoésito después de haberse
mezclado con otras particulas (ej. Zeolitas) (Marko Varga et al.,, 1996), o después de haber
guedado atrapada en gel de silice con éxido de titanio (Rosatto et al., 1999; Kubota et al.,
2002, 2003; Gushikem et al., 2002).

Las inmovilizaciones enzimaticas mas frecuentes en los electrodos de grafito solido son por
adsorcion, favorecidas por la morfologia rugosa de sus superficies. En los electrodos de
carbono vitrificado se logran las deposiciones enzimaticas por union covalente a la
superficie, encapsulamiento con pelicula Eastman AQ o de Nafibn o atrapamiento en una
capa de hidrogel (Huang etal., 2003; Kim et al., 2003).

Los métodos quimicos de inmovilizacion pueden llevarse a cabo por acoplamientos o
uniones covalentes entre la enzima y centros activados de polimeros, o por el
entrecruzamiento intermolecular a dichos centros activados, presentando de este modo una
fuerte fijacion al polimero.

3. Acoplamiento covalente: se lleva a cabo haciendo reaccionar la enzima con un polimero
insoluble en agua que posea centros activos, 0 bien por copolimerizacion con un
monomero. La reaccion debe involucrar grupos funcionales de la biomolécula que no
sean esenciales para su actividad biologica.

Los métodos basados en el entrecruzamiento intramolecular se llevan a cabo entre
enzimas y polimeros con grupos bi y multifuncionales (glutaraldehido, derivados de bis-
iscianato, etc), por copolimerizaciébn con otra proteina inerte o por adsorcién de las
biomoléculas en un adsorbente, realizindose después el entrecruzamiento.

4. La inmovilizacién sobre electrodos metélicos como platino u oro se lleva a cabo por la
union covalente entre la enzima y centros activados de polimeros, a grupos que
contienen azufre y que se adsorben fuertemente en la superficie electrddica (Ducey y
Meyerhoff, 1998; Villalonga et al. 2007 a, b) o por el entrecruzamiento intermolecular a
dichos centros activados.

Como todo sistema analitico, un biosensor debe caracterizarse por poseer reproducibilidad
alta en las mediciones y especificidad en el analito a detectar, asi como una elevada
estabilidad operacional y funcional. Sin embargo, como todas las proteinas, las enzimas
constituyen sistemas dindmicos cuya estructura activa no solo estd determinada por su
secuencia aminoacidica especffica, sino que estd afectada por los parametros fisico —



quimicos del medio en que se encuentran. Tanto la variacion de estos parametros, como la
transformacién quimica de su estructura proteica pueden originar cambios en la
conformacion tridimensional de la enzima y por consiguiente ocasionar su inactivacion.

Las propiedades de la enzima pueden verse alteradas con el proceso de inmovilizacion,
pudiendo afectar a cada enzima de forma diferente. Los cambios producidos se deben a
alteraciones conformacionales de la enzima como consecuencia del proceso de
inmovilizacién, y/o a la presencia y naturaleza del soporte, por lo que, los parametros
intrinsecos de la cinética de la enzima se ven también afectados.

Una de las estrategias mas efectivas para incrementar la resistencia de las enzimas a la
accion inactivante de estos procesos lo constituye la modificacion covalente de sus
superficies proteicas con sustancias macromoleculares hidrosolubles. En este sentido el
Centro de Tecnologia Enzimatica (CETENZ) ha desarrollado métodos orientados a
incrementar la estabilidad funcional de las enzimas mediante la modificacion covalente con
ppolisacaridos ionicos. Para ello, han sido empleados diferentes polimeros tales como:
carboximetilcelulosa, alginato de sodio y quitosana

En adicion, el CETENZ en colaboracion con el Laboratorio de Bioinorganica de la
Universidad de La Habana han propuesto la modificacion covalente de estas estructuras
proteicas o glicoenzimas con derivados de la ciclodextrina (3-CD). Estas experiencias han
sido aplicadas en el disefio de biosensores enzimaticos con arquitectura supramolecular.
(Villalonga etal. 2008, 2009).

Figura 3.-
Biosensor Enzimatico con
arquitectura supramolecular

Con el objetivo de incrementar el contacto entre la enzima y el transductor y de obtener una
respuesta electronica mas rapida y fiable se han introducido en el disefio de esta fabulosa
tecnologia el uso de los nanomateriales. Para ello, los especialistas en nanotecnologia han
desarrollado nanoalambres, nanoparticulas, nanotubos de carbono, oro, platino e incluso
algunos con propiedades ferromagnéticas.



Figura 4.- Nanotecnologia (nanoalambres, nanotubos y nanoparticulas)

VI.- Las Ciclodextrinas (CD)enel Disefio de Biosensores.

Las ciclodextrinas (CD) constituyen una familia de oligosacéridos ciclicos, no reductores,
formados por 6, 7 u 8 unidades de D-glucosa y denominadas o, B Y y-CD, respectivamente.
Su forma tridimensional recuerda a la de un cono anular truncado con una cavidad central
de interior esencialmente hidrofobico. Tal estructura les permite alojar en la cavidad
moléculas de diferente tipo, organicas o inorganicas. Este tipo de productos se conocen
como complejos de inclusion (Szejtli, 1982, 1988) y han sido objeto de amplio y detallado
estudio debido a sus variadas aplicaciones.

El proceso de inclusion estd condicionado por dos pardmetros fundamentales: la polaridad y
la compatibilidad geométrica del sustrato que se va a incluir en la cavidad de la
ciclodextrina. En la formacién del complejo de inclusion la CD se comporta como un
receptor u hospedero tridimensional que reconoce molecularmente a la sustancia incluida,
denominada sustrato o huésped.

Entre las moléculas que pueden ser reconocidas molecularmente por las CD se encuentran:
compuestos alifaticos, éteres, anillos bencénicos y sus derivados, proteinas, esteroides y
compuestos heterociclicos.

Si una ciclodextrina es transformada quimicamente puede enlazarse a una enzima y
favorecer su estabilizacion y/o mejorar sus propiedades cinéticas. Si la ciclodextrina
modificada se enlaza a una superficie determinada, como puede ser la metalica de un
electrodo o una nanoparticula, la proteina pudiera igualmente incluirse y de esa forma
fijarse sin la formacion de enlace quimico.

La formacion de capas de derivados de la ciclodextrina en superficies metalicas, bien
pudieran ser electrodos de platino u oro, ha sido ampliamente estudiada. Para ello, se
prefiere obtener un derivado de ciclodextrina conteniendo grupos tiol o ditiocarbamatos, los
cuales tienen la propiedad de adsorberse espontaneamente en las superficies bien limpias.

Las ventajas del método de inmovilizacion por formacion de complejos de inclusion vienen
dadas por la posibilidad de recuperar la superficie del electrodo mediante sucesivos
lavados, con lo cual quedaria preparada para ser modificada con otra enzima.
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Figura 4.-
Obtencion del derivado tiolado de

un polimero de B-CD




VII.- Aplicaciones de los Biosensores

Estos sensores poseen un mercado establecido y creciente en laboratorios analiticos y
clinicos, en procesos tecnoldgicos industriales, en tecnologia militar y aeronautica, en la
terapia médica “in vivo” (monitoreco de pacientes), la agricultura, y el monitoreo y control
del medio ambiente, en el control de la fermentacion y en el andlisis de los alimentos.

La mayoria de los biosensores comercializados se basan en reacciones enzimaticas y
antigeno-anticuerpo con aplicaciones clinicas especificas para glucosa, metanol, lactato,
colesterol, aminoacidos, wurea, xantina, hipoxantina, colina, acetilcolina, acido Urico,
oxdlico, lactosa, sucrosa, galactosa, dextrosa, almiddn, sustancias inmunoquimicas, para
contaminaciéon microbiana y DBO, entre otras.

En este sentido, varias enfermedades tales como la diabetes, la gota, y algunos tipos de
canceres pueden ser prevenidos mediante su deteccion con sistemas biosensores
especificos.

Por otra parte una elevada cifra de los biosensores enziméticos amperométricos reportados
en la literatura han sido utilizados fundamentalmente en muestras medioambientales como
efluentes acuosos, aguas potables, de rio, industriales, y de desecho en la determinacion de
peroxidos, algunos insecticidas fenoles, entre otros contaminantes (Camacho, 2008). Para el
caso de muestras de aguas medioambientales es muy importante realizar el estudio con las
condiciones de potencial en el intervalo 6ptimo porgue en ellas hay presentes cantidades
variables de compuestos electroquimicamente activos, como las sustancias humicas.
También se han aplicado al andlisis de suelos, filtros de cigarrillos, muestras de aceites de
oliva y cervezas.

En el campo de la industria alimenticia se requiere un control muy amplio de sus
constituyentes mayoritarios y minoritarios, como pueden ser edulcorantes y aromatizantes
artificiales, agentes antimicrobianos y alergénicos, glucosa en azlcares y siropes, alcoholes
en vino, peroxido de hidrogeno y sulfitos como conservantes, antibioticos en leche,
colesterol, glutamato y vitaminas por poner algunos ejemplos. En la bibliografia se
encuentran biosensores que abarcan précticamente cualquier tipo de analisis que requiere
un alimento para que pueda garantizarse su calidad (Wagner y Guilbault, 1994)

Conclusiones

El fabuloso mundo de los biosensores permanece abierto al conocimiento y sus inmensas
posibilidades de aplicacion han de estimular la investigacion en la busqueda de métodos
que permitan estabilizar funcional y operacionalmente los catalizadores enzimaticos.
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