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Resumen

Un biosensor es un dispositivo que permite la deteccidn de una sefial bioquimica (presencia
de un analito) de manera cuantificable. El biosensor consta generalmente de un bioreceptor
adosado a un transductor. El bioreceptor es el elemento biolégico (enzima, anticuerpo, célula
entera, organulo o combinaciones de los mismos) que interactda con un analito o una familia
de analitos y genera una sefial que es recogida por el transductor.

Los biosensores se clasifican en (1) electroguimicos, (2) calorimétricos, (3) piezoeléctricos.
(4) opticos.

Los sensores amperométricos son una clase de sensor electroquimico y su funcionamiento
se basa en la medida de una corriente eléctrica cuando se le aplica un voltaje dado.

Para poder detectar la presencia de analitos se emplean bioreceptores que pueden llegar a ser
altamente selectivos, estos pueden ser: anticuerpos, acidos nucleicos, microorganismos,
tejidos organicos o enzimas. Las enzimas son los bioreceptores que se utilizan mas a menudo.

Los bioreceptores se inmovilizan al transductor para que puedan interactuar con este sin
desprenderse. Existen varias técnicas de inmovilizacién empleadas para este fin estas pueden
ser fisicas o quimicas.

Las técnicas de inmovilizacion fisicas son: atrapamiento o encapsulaciéon

Las técnicas de inmovilizacion quimicas son: adsorcién en la superficie, entrecruzamiento y
enlaces covalentes.
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1. Introduccion

1.1 Eluso de biosensores es ampliamente utilizado en el area de la biomédica, estos
permiten la monitorizacion casi en tiempo real de un sinndmero de analitos presentes en el
cuerpo y permiten el seguimiento de procesos sin la necesidad de extensos examenes de
laboratorio. Existen diferentes tipos de biosensores que utilizan principios distintos para
realizar la medida, este trabajo se enfocara en el estudio de los sensores electroquimicos
del tipo amperométrico y en los distintos tipos de
bioreceptores y sus métodos de inmovilizacion. '

Muestra o
. . . analito

1.2 Un biosensor es una herramienta o sistema
_anall'ti_c_o compuesto por un material bioldgico I ———
inmovilizado llamado bioreceptor (tal como una anticuerpo, célula,
enzima, anticuerpo, célula entera, organulo o ) etc.)

. . . Lo Bioreceptor
combinaciones de los mismos), en intimo contacto
con un sistema transductor adecuado que convierta Transductor
la sefial bioquimica (presencia de un analito) en una Transductor (¥ (potenciometrico,
sefial eléctrica cuantificable[1]. Smpesams oo
optico, etc.)

1.3  Los biosensores iniciaron su desarrollo y B +—— sefal cuantificable
comercializacion, fundamentalmente, alrededor de "
los afios 60, orientados a aplicaciones clinicas y de Microprocesadores |« procesamiento
impacto bioguimico. El primer biosensor fue un
analizador de glucosa desarrollado por Clark y Lyons
en 1962 y comercializado a partir de 1975 por Yellow Figura 1: Esquema de un biosensor
Springs Instrument Company. Este desarrollo fue un
sensor enzimatico para determinar la concentracion
de glucosa en sangre a través de la reaccion catalizada por la glucosa oxidasa; éste
biosensor fue disefiado en 1962, acoplando la glucosa oxidasa a un electrodo selectivo de
oxigeno. Posteriormente, las enzimas inmovilizadas se fortalecieron en el diagnéstico
clinico permitiendo el desarrollo de biosensores para urea, aungue el reconocimiento solo
fue efectivo quince afios mas tarde cuando empezé a divulgarse en las diferentes
publicaciones de caracter cientifico [2].

1.4 Un biosensor se compone de dos partes, un bioreceptor y un elemento transductor,
ambos estan acoplados en un mismo elemento y se les llama sonda o electrodo [3].

1.5 Un biosensor exitoso debe poseer al menos algunos de las siguientes caracteristicas:

El bioreceptor debe ser altamente especifico para los fines del analisis, ser estable en
condiciones normales de almacenamiento y, salvo en el caso de las tiras de enzimas
colorimétricas y tiras reactivas, debe mostrar una buena estabilidad en un gran nimero de
pruebas [3].

La reaccion debe ser lo mas independiente de los parametros fisicos tales como
agitacion, el pH y la temperatura. Esto permite el analisis de las muestras con un minimo
de pre-tratamiento [3].

Si la reaccién implica cofactores o coenzimas estas deberian preferiblemente, también
ser co-inmovilizadas con la enzima [3].

La respuesta debe ser precisa, exacta, reproducible y lineal en el rango de analisis util,
sin dilucién o concentracion [3].

1.5 Siel biosensor se va a utilizar para la monitorizacion invasiva en situaciones clinicas, la
sonda debe ser pequefia y biocompatible, no debe tener efectos toxicos o antigénicos. El
biosensor completo debe ser barato, pequefio, portatil y capaz de ser utilizado por los
operadores semi-calificados [3].

1.6 Como se menciono existen diferentes tipos de biosensores para medir distintos tipos de

analitos, segun el analito a medir, se utilizara una reaccion que dara un cambio fisico como
resultado, es este cambio fisico lo que el transductor va a medir [3].
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Estos cambios fisicos pueden ser:

1) Calor (biosensor calorimétrico) Ej. Medicion de antigenos

2) Cambios en la distribucion de cargas (biosensor potenciométrico) Ej. Medicion de
penicilina

3) Movimiento de electrones por una reaccion reduccion-oxidacion (biosensor
amperométrico) Ej. Medicion de glucosa

4) Cambios en la conductividad (biosensor conductimétrico) Ej. Medicion de urea

5) Emisién de luz o cambio en la absorbancia (biosensor 6ptico) Ej. Microorganismos en
la orina

6) Efectos en la masa de los reactivos (biosensor piezoeléctricos) Ej. Medicion de lactato

(3]

Este trabajo se centrara sobre el andlisis de los biosensores electroquimicos del tipo
amperométrico.

2 Biosensores amperométricos

2.5 Elfuncionamiento de los sensores amperométricos se basa en la medicion de la
intensidad de una corriente generada cuando se les aplica una diferencia de potencial entre
sus electrodos. Estos sensores generalmente tienen tiempos de respuesta, rangos
dinamicos y sensibilidad parecidos a los sensores potenciométricos. La diferencia es que
los sensores potenciomeétricos hacen uso de electrodos selectivos a iones para transformar
una sefial biolégica en eléctrica y los amperométricos se basan en la medicion de una
reaccion de reduccién-oxidacion [3].

2.6 Enlos sensores de tipo amperométrico se produce una reduccion del oxigeno en la
superficie del catodo, si esta reduccidn es eficiente, la concentracion del oxigeno debe de
ser cero. De esta manera la velocidad de la reduccién dependera de la difusion del oxigeno
y por lo tanto de la concentracién del oxigeno a granel. Una pequefa pero importante
cantidad de oxigeno se consume en el proceso, por lo que en la medicién de dicho proceso
el electrodo de oxigeno esta lejos del equilibrio y esto lo hace mas sensible a los cambios
de temperatura que los sensores del tipo potenciométrico ya que trabajan mas cerca del
equilibrio [3].

2.7 El primer biosensor fue el electrodo de Clark. Electrodo de Clark consiste en un catodo
platino en el cual reducen el oxigeno y un electrodo de referencia de cloruro de plata.
Cuando un potencial de -0,6 V, en relacion con el Ag AgCl se aplica al catodo de platino,

una corriente proporcional a la concentracion de

oxigeno se produce. Normalmente los dos electrodos

—

-06V P ~ .. .
estan bafiados en una solucion de cloruro de potasio
e saturado y separado del seno de la disolucion por
una membrana plastica permeable al oxigeno (por
= ejemplo, Teflén, politetrafluoroetileno.) [3]
Ag/AgCl

2.8 En la Figura 2 se muestra la respuesta de un
e biosensor amperométrico utilizando glucosa oxidasa
con la presencia de soluciones de glucosa. La taza
constante de agotamiento del oxigeno puede ser
5018 utilizado para generar curvas de respuesta estandar y
determinar muestras desconocidas. El tiempo
1% necesario para un ensayo puede reducirse
x A° considerablemente si sélo se necesita la fase inicial
transitoria (curva) de la respuesta, para esto sera
necesario recurrir a un modelo adecuado de software

3.

El principal problema de estos biosensores es su
dependencia de la concentracidon de oxigeno disuelto.

teflon membrane

dialysis membrane. o
° oxygen
A glucose
& enzyme (Ez)

Ez
glucose + O, <= glucuronic acid + H,0,

Figura 2: Electrodo de Clark
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Esto puede ser superado por el uso de 'mediadores' que transfieren los electrones hacia
el electrodo directamente sin pasar por la reduccion del oxigeno co-sustrato. Con el fin de
aplicar de forma generalizada estos mediadores deben poseer un niimero de
caracteristicas utiles [3].

1) Ellos deben reaccionar rapidamente con la forma reducida de la enzima.

2) Deben ser lo suficientemente solubles, tanto en la forma oxidada y reducida, para
poder difundir rApidamente entre el sitio activo de la enzima y la superficie del
electrodo. Esta solubilidad, sin embargo, no debe tan grande como para causar una
pérdida significativa del mediador del micro entorno del biosensor.

3) La sobretension para la regeneracion del mediador oxidado, en el electrodo, debe ser
baja e independiente del pH.

4) Laforma reducida del mediador no debe reaccionar con facilidad con el oxigeno.

(3]

OdoALDATH
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N
(OX.)
ENZIMA

Figura 3: Esquema sin mediador
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Figura 4: Esquema con mediador

3 Bioreceptores

La caracteristica mas importante de los materiales biolégicos usados para fabricar
biosensores es la selectividad. Esta selectividad permite que el sensor pueda detectar un
solo tipo de analito, inclusive permitiendo diferenciar isémeros (misma férmula molecular
pero diferente férmula estructural y, por tanto, diferentes propiedades [5]) de una misma
molécula [4].

3.5 Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre transductores
electroquimicos:
1) Anticuerpos
2) cidos nucleicos
3) Microorganismos
4) Tejidos orgénicos
5) Enzimas [4]


http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_estructural
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3.6 Anticuerpos
Los anticuerpos al igual que el ADN son

—CH—CH— |

los agentes de mayor selectividad Pss PR [T

. ’ N
existentes hoy en dia. Esto se debe a que © _ w o, ©
tienen una estructura tridimensional que le Sistibody o N, "

permite enlazarse al antigeno de manera

muy especifica. \ m
3.7 Elinconveniente de la utilizacion de m
[ )

anticuerpos en biosensores es que no
tienen capacidad catalitica, esto hace
necesario el uso de anticuerpos marcados
con isotopos radiactivos, enzimas
particulas luminiscentes etc.[4]

Figura 5: Anticuerpos bioreceptores
3.8 Acidos nucleicos

La cadena de ADN es una doble hélice que
tiene pares de bases llamadas nicleo  Cromosoma
adenina/timina y citosina/guanina. Estos )
pares de bases tienen una alta especificad y
las convierte en un material muy interesante
para la fabricacion de biosensores. Estas
cadenas se inmovilizan sobre los T ,
transductores para formar electrodos, La bases }"\v
hibridacion (proceso de mezclar diferentes ‘
especies o variedades de organismos para
crear un hibrido [6]) de esta molécula

centrémero

teiomero

ADN
inmovilizada con su par es detectada por el doble hebra
transductor.

3.9 Estos materiales también deben ser
marcados al igual que los anticuerpos ya que Figura 6: Cadena de ADN

no tienen capacidad catalitica.[4]

3.10 Microorganismos

En al caso de los microorganismos, el principio del funcionamiento del biosensor se basa
en que estos tienen la capacidad de asimilar compuestos organicos y este cambio es
detectado por el transductor. [4]

3.11 Tejidos organicos

Los tejidos organicos pueden ser usados como elementos de reconocimiento casi sin
preparacioén, pero como tienen una gran cantidad de enzimas inmovilizadas son menos
selectivos frente a otros materiales biol4gicos.

La ventaja que tienen es que al encontrarse estas enzimas en su medio natural es mas
dificil su degradacién aumentando asi la vida Util del sensor.[4]

3.12 Enzimas

Las enzimas son proteinas con la capacidad de catalizaren las reacciones quimicas.
Estas reaccionan o bien con un analito o con una familia de analitos sin consumirse.
La actividad enzimatica esta regulada por el pH del medio, la fuerza idnica, la temperatura,
y en algunos casos requiere que esté presente un cofactor. El cofactor es un producto no
proteico necesario para que se lleve a cabo la reaccion (O2 por €j.)[4]

3.13 Las ventajas del uso de enzimas son la buena selectividad que tienen y la velocidad de
reaccion que poseen, la desventaja mas importante que tienen es que poseen un corto
tiempo de vida util.[4]


http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADbrido_%28biolog%C3%ADa%29
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4

Inmovilizacion del bioreceptor

La inmovilizacién es el proceso por el cual se fija el material biologico al transductor para
tener formas insolubles que retienen su actividad.

Para lograr esta inmovilizaciéon se pueden usar 2 métodos:
1) Fisicos

2) Quimicos

Para los métodos de inmovilizacion Fisicos tenemos:

1) Atrapamiento

2) Encapsulamiento

Para los métodos de inmovilizacion Quimicos tenemaos:

1) Adsorcion en la superficie

2) Entrecruzamiento

3) Enlaces covalentes[4]

A continuacién haremos un breve resumen de cada uno de estos métodos.

4.5 Atrapamiento

El atrapamiento es la retencion de una enzima en
las cavidades de una matriz porosa.

Esta ésta construida en general por monémeros
fotocurables o polimeros como el PVC, colageno
etc.

Como ventajas presenta una gran simplicidad
desde el puto de vista experimental asi como el no
necesitar gran cantidad de material, también es
ventajoso que la enzima no sufre ninguna alteracion
de punto de vista estructural.[4]

Figura 7: Atrapamiento de una
enzima en un polimero

4.6 Microencapsulacion

En la Microencapsulacion las enzimas estan en
contacto directo con el transductor, estas enzimas
estan rodeadas de membranas que son
semipermeables.

Las membranas semipermeables dejan pasar el
sustrato y el producto pero no dejan escapar la
enzima.

La ventaja de este método es que las enzimas no se
ven afectadas por los cambios de pH, temperatura o
fuerzas ionicas del medio ya que estan aisladas por
la membrana.[4]

Figura 8: Atrapamiento de una
enzima en un polimero

4.7 Adsorcion en la superficie

En la adsorcion, las enzimas se unen a un soporte sin funcionalizar, mediante
interacciones iénicas, fuerzas de Van der Waals y
puentes de hidrogeno.[4]

Los principales factores que influyen en la

adsorcion son:

1) El pH del medio: controla el nUmero y la
naturaleza de las cargas que presenta la
superficie de la proteina y del sélido.

2) Lafuerzaiodnica: al aumentar la fuerza iénica
se produce la desorcién del enzima, ya que Figura 9: Adsorcion a la superficie
los iones inorganicos se unen con mas fuerza
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al soporte que la proteina.

3) El diametro del poro: debe ser aproximadamente dos veces el tamafio del eje mayor
del enzima.

4) La presencia de iones que actlien como cofactores del enzima, ya que pueden
incrementar la carga enzimatica del derivado.[4]

Las ventajas de este método son que la preparacion es sencilla y barata, pero tiene la
desventaja de que la unién es mecanicamente inestable y la unién al soporte es débil.[4]

4.8 Entrecruzamiento
La técnica consiste en usar reactivos bifuncionales
gue generan uniones intermoleculares.
El entrecruzamiento permite eliminar pérdidas de
actividad enzimatica por efectos disfuncionales.[4]

Figura 10: Entrecruzamiento

4.9Union covalente

La union covalente consiste en la activacion de
grupos quimicos del soporte para que reaccionen con
las proteinas.

La inmovilizacién por unién covalente requiere que
ciertos parametros como el pH o la fuerza iénica de la
solucion sean controlados, asi también se necesita que
la superficie del transductor este bien limpia.

La ventaja de este sistema es que se consiguen
tiempos de vida (til bastante largos (4~14 meses.)[4]

Figura 11: Unién covalente

5 Conclusion

En el presente trabajo se pretendié explicar el principio de funcionamiento de los
biosensores amperométricos, sus caracteristicas y los distintos métodos que se utilizan
para inmovilizar diferentes tipos de bioreceptores.

Los sensores del tipo amperométrico tienen numerosas ventajas que los convierten en
una herramienta valiosisima en la biomédica, permitiendo a los médicos obtener datos del
estado del paciente en tiempo real de un sinumero de parametros bioldgicos, y permitiendo
a los pacientes el monitoreo continuo de su propio estado de salud, obteniendo asi una
mayor calidad de vida.

Hoy en dia los avances en o que respecta a los bioreceptores hacen posible que se
pueda medir practicamente cualquier analito o proceso biolégico de interés.

Sin duda para las décadas siguientes esperamos avances importantes dado que el
mercado de los biosensores es uno de los mas importantes tanto para la ingenieria
biomédica como para la industrial.
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