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BIOSENSORES ENZIMATICOS

Resumen

Las enzimas son catalizadores de alta selectividad. Es debido a esto que, en la actualidad
el uso de enzimas a escala industrial es una realidad y se considera que en los préximos
afios el numero de procesos biocataliticos se incrementard de manera acelerada. Aqui
se presenta un panorama general del uso de las enzimas en procesos industriales y se
discuten algunos factores que han permitido el posicionamiento de estos biocatalizado-
res en sectores estratégicos como el de los alimentos y bebidas o el de la quimica fina.
Se menciona ademas la relevancia econémica que en los Ultimos afios ha desarrollado
el sector de los biocatalizadores y en qué sectores industriales ha impactado. Algunos
procesos enzimaticos exitosos son discutidos y se
presentan las perspectivas de la biocatdlisis para los
proximos anos.
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El primer biosensor enzimatico, _ >C
de analitos, electroquimica, electrodo

de tipo electroquimico para

la deteccidn de glucosa en ENZYMATIC BIOSENSORS
sangre, fue desarrollado en el
Hospital Infantil de Cincinnati, Abstract

en Estados Un|d~os, por Clark Y The first enzymatic biosensor proposed by Lions and
Lyons en el afio de 1962. Clark in 1962 for the measurement of glucose in
blood proved the high efficiency of the enzymes as
recognition elements in biosensors. Thus, a great va-
riety of devices have been developed using enzymes
as biological recognition element for analytic detec-
tion in several areas such as environmental, food and medicine. This paper describes the
enzymatic biosensor in a simple way, emphasizing in the electrochemical type as the most
commonly used. Several examples of enzyme biosensors are exposed in areas where they
have a significant impact. We conclude from this analysis that the enzyme biosensors
have enormous technological potential due to high sensibility of detection and quantifica-
tion, reproducibility, selectivity, precision and accuracy.
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Figura 1. Representacion
esquematica de un biosensor.

BIOSENSORES ENZIMATICOS

Introduccion

omo se describio en el articulo introductorio de este nimero, las enzimas son cata-

lizadores bioldgicos producidos por los seres vivos para acelerar las reacciones bio-

guimicas. Esa capacidad es explotada por el hombre para generar diversos bienes
y servicios, entre ellos, la deteccidon de moléculas de un cierto compuesto, saber si esta
presente o no en determinado ambiente, y en qué concentracion estd. Los biosensores,
por otro lado, son dispositivos que proporcionan informacién cualitativa, cuantitativa o
semicuantitativa del medio ambiente que lo rodea a partir de reacciones bioquimicas
especificas. De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC,
por sus siglas en inglés), un biosensor es un dispositivo que usa reacciones bioquimicas
especificas mediadas por enzimas, anticuerpos, organelos, tejidos o células completas
para detectar compuestos quimicos usualmente por sefiales eléctricas, térmicas u épti-
cas (FLORINEL, 2012).

Los elementos biolégicos mencionados funcionan como elementos de reconoci-
miento, es decir, entran en contacto directo con el compuesto quimico que nos interesa
detectar (llamado analito), generando un cambio particular que otro componente del
sensor, el elemento transductor, convierte en una sefial facilmente medible. En algunas
ocasiones, entre el elemento de reconocimiento y el transductor se establece un tercer
componente: una interfase para amplificar mas la sefal o hacer mas estable el dispo-
sitivo. En la Figura 1 se esquematiza un biosensor con los componentes basicos que lo
integran.

Analito
Elemento de
reconocimjento
Catalitico Afinidad -Optico
-Células -Anticuerpos -Actstico
-Enzimas -Proteinas -E!ectrolqumm
-Tejidos -Receptores -Mlezo? ectrico
-Acidos nucleicos -Magnetico
-Calorimétrico
-Mecénico
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Figura 2. Representacion
esquematica de la clorope-
roxidasa de Caldariomyces

fumago, donde se muestran
en colores los diferentes
aminodcidos reactivos en

la enzima: rojo (lisinas),
verde (4cidos glutdmico)

y amarillo (histidinas y
tirosinas). En rosa se muestra
el grupo hemo, sitio activo de
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Para fabricar un biosensor se
debe conocer por separado
cada componente que lo con-
forma. Esto permite construirlo
como un dispositivo integrado,
es decir, en el que los compo-
nentes existen como si fueran
uno solo. En el caso de los bio-
sensores enzimaticos, el ele-
mento de reconocimiento es

la enzima.

una enzima. A manera de ejem-
plo, en la Figura 2 se muestra
la estructura tridimensional de
una enzima en la que se ilustran
los diversos grupos quimicos
gue estan expuestos en la supe-
rificie (por ejemplo, carboxilos y aminos); estos grupos quimicos, siempre que no sean
esenciales para la funcidn de la enzima como elemento de reconocimiento, pueden ser
empleados para unir la enzima al transductor a través de enlaces quimicos o simple ad-
sorcion.

Como se menciond, el anclaje o unidn de la enzima al transductor usualmente se
produce mediante una interfase que puede ser organica, inorganica o hibrida. Las que
recientemente son mas utilizadas son los nanomateriales, tales como nanoparticulas de
oro, plata, sulfuro de cadmio, de carbono o silice. Estas deben ser modificadas para ser
compatibles a las enzimas. La Figura 3 ejemplifica la integracion entre enzima, interfase,
y transductor para la construccién de un biosensor. El método éptimo de integracién de
los componentes del biosensor serd aquel que permita una respuesta rapida, sensible,
selectiva, reproducible, precisa, exacta, y que le dé estabilidad al dispositivo.

Figura 3. Construccién de

un biosensor electroquimico
a base de la enzima clorope-
roxidasa (elemento de reco-
nocimiento). La enzima se
une al transductor (electrodo
de grafito) mediante una
interfase compuesta de acido
mercaptopentanoico y nano-
particulas de oro. La interface
puede unirse covalentemente
ala enzima por ejemplo por
un enlace amida, entre el
grupo amino de las lisinas
superficiales de la enzima con
el grupo carboxilo del acido
(elaboracion propia).

¢

Cloroperoxidasa

Electrodo de grafito
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Los biosensores enzimaticos son muy utilizados debido principalmente a su alta selectivi-
dad, es decir, la capacidad de reconocer un tipo de compuesto en particular en una mez-
cla donde otros estan presentes. Normalmente, un biosensor enzimatico cuantifica la
concentracién del analito a partir del efecto producido por la reaccién catalizada. Como
consecuencia de la reaccién enzimdtica puede ocurrir un cambio de color, un cambio en
la concentracién de los protones o electrones en la muestra, un desprendimiento o una
captacion de gases, una emisién de luz o de calor, o bien la produccion de compuestos
de productos electroactivos. Todos esos cambios pueden ser transformados por medio
de un transductor a una sefial amplificada y medible por el usuario final.

Un biosensor puede ser clasificado en dptico, piezoeléctrico, térmico o electro-
quimico dependiendo del transductor utilizado para medir dichos cambios. Los biosenso-
res enzimaticos electroquimicos (aquellos cuyo transductor es un electrodo) son el tipo
mas comun debido a que presenta multiples ventajas como: minima preparacién de la
muestra, alta sensibilidad y selectividad, conversién directa de la sefial electroquimica a
sefiales eléctricas (lo que repercute en simplicidad de disefio y operacion), rapidez, viabi-
lidad en costo, miniaturizacién y portabilidad, entre otros.

El primer biosensor enzimatico, de tipo electroquimico para la deteccion de glu-
cosa en sangre, fue desarrollado en el Hospital Infantil de Cincinnati, en Estados Unidos,
por Clark y Lyons en el aio de 1962. El dispositivo consistié en confinar a la enzima glu-
cosa oxidasa (abreviada como GOx) dentro de membranas semipermeables unidas a un
electrodo, con el fin de detectar oxigeno. El principio de deteccién fue el siguiente: la GOx
cataliza la reaccion entre oxigeno y glucosa, produciendo peroxido de hidrégeno (H,0,) y
acido glucdnico. La concentracién de glucosa se determina indirectamente cuantificando
el oxigeno remanente, cuya concentracidn disminuye conforme avanza la reaccién. Des-
pués de diez afios de haber construido el primer prototipo, la compaiiia estadunidense
Yellow Spring comercializd con gran éxito esta tecnologia, como el primer analizador de
glucosa en sangre que utiliza Unicamente 25 | de muestra. Hoy en dia existen mdas de 500
compafiias y organizaciones de investigacidén en todo el mundo dedicadas al desarrollo
de biosensores.

Las dreas en las que los biosensores enzimdticos han tenido mayor impacto son
las de monitoreo ambiental, la de andlisis clinico y la de alimentos. En los préximos pa-
rrafos, seleccionamos algunos ejemplos representativos acerca del funcionamiento de
algunos biosensores enzimaticos utilizados en estas areas.

Biosensores en el area del monitoreo ambiental

La descarga creciente y acumulativa de agentes contaminantes y tdxicos al medio am-
biente hace necesaria su deteccidn y cuantificacidon de forma rapida y precisa. Los bio-
sensores, en particular los de tipo enzimatico, representan una alternativa interesante
en la inspeccion de diferentes contaminantes en el ambiente forma rapida, eficiente,
automatizada y econdmica.

Una de las familias de compuestos quimicos de mayor interés para su monitoreo
ambiental es la de los plaguicidas organofosforados, los cuales son utilizados comun-
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Figura 4. Reacciones enzi-
maticas llevadas a cabo en

la deteccién de plaguicidas
organosforados. (A) La
hidrdlisis del paratién por

la hidrolasa produce el
p-nitrofenol, compuesto fluo-
rescente y electroactivo, que
puede ser cuantificado con el
transductor dptico o electro-
quimico. (B) En el caso de la
enzima acetilcolin esterasa,
al hidrolizarse su sustrato
natural, la acetilcolina, pro-
duce un cambio de pH que
se puede monitorear con un
potenciometro. En presencia
del plaguicida la medicion se
ve afectada ya que la enzima
es parcialmente inhibida,
afectando con ello la cantidad
de 4cido producido.
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mente en la formulacién de insecticidas, y son compuestos neurotéxicos que pueden
causar la muerte aun en concentraciones muy pequenas. Entre los dispositivos para de-
tectar a este tipo de compuestos se encuentran los biosensores enzimaticos que utilizan
una enzima llamada hidrolasa, aislada de una bacteria llamada Pseudomonas diminuta, |a
cual reconoce a un gran numero de plaguicidas organofosforados como paraoxon, para-
tion, cumafos, diazinon y cloropirifos, y tiene la capacidad de hidrolizar los enlaces P-O,
P—F, P-S y P—CN de estos compuestos, generando productos. Estos pueden ser coloridos,
electroactivos o provocar un cambio en el pH de la muestra, permitiendo su deteccion
mediante el uso de biosensores épticos o electroquimicos. Otra enzima comiUnmente
empleada en este tipo de biosensores es la acetilcolin esterasa, la cual es inhibida en su
actividad catalitica en presencia de un plaguicida organofosforado. Este fendmeno, la
disminucién de la actividad catalitica en presencia del analito de interés, se aprovecha
como una medida de la cantidad de insecticida presente (Figura 4). Estos biosensores son
portatiles, desechables, rapidos y son una excelente opcién para una primera determi-
nacion cuando se sospecha que muestras de agua, alimentos o fluidos biolégicos estén
contaminadas con insecticidas organofosforados.

(A) f I%—
(|3 hidrolasa ?
+ H,O ——— o
C|J OH
R
OH
Compuesto fluorescente
NO, y electroactivo
Paratién
(B) NO,
Acetilcolin 0 | 0
esterasa )J\
O/\‘/ Nt\\ —= )’LOH
. Acido acético,
acetilcolina disminuye pH
Paratién
+

Enzima inactiva

/\/T

Biosensores en el area del analisis clinico

Un drgano o tejido enfermo libera metabolitos (biomarcadores) que inhiben o activan
la expresion de ciertas enzimas especificas, y dependiendo del tiempo de evoluciény la
severidad de la condicién, la cantidad de ellos en el organismo incrementa. Por tanto, el
uso de enzimas como elemento de reconocimiento bioldgico para la deteccidn y diagnds-
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Figura 5. La deteccion elec-
troquimica de colesterol de la
sangre requiere una primera
hidrélisis del colesterol esteri-
ficado. Este paso es catalizado
por la enzima colesterol es-
terasa (CE) (1). El colesterol
producido (2) es oxidado por
la colesterol oxidasa (CO)
para producir colestenona

(3) y perdxido de hidrégeno.
Es posible determinar la
cantidad de colesterol en la
muestra midiendo la corrien-
te asociada a la oxidacion del
perdxido de hidrégeno.
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tico de estos compuestos resulta bastante promisorio.

Como se menciond anteriormente, los biosensores para la medicién de glucosa en san-
gre son el ejemplo mas claro de prototipos que han superado la etapa de investigacion,
controlando mas del 90% del mercado global. Normalmente estos biosensores son de
gran utilidad para el monitoreo de pacientes con diabetes. Los biosensores de glucosa
disponibles comercialmente muestran una gran sensibilidad, tiempo de respuesta ex-
tremadamente rdpido y alta estabilidad. Estas propiedades son obtenidas en gran parte
debido a un eficiente acoplamiento entre la enzima y el electrodo. Generalmente estos
biosensores son del tipo electroquimico y se encuentran disponibles en una gran varie-
dad de disefios como los implantables tipo aguja, los cuales se introducen en el tejido
subcutaneo del abdomen o de la parte superior del brazo. La concentracién de la glucosa
se determina en el fluido intersticial del tejido subcutdneo.

El monitoreo de colesterol en fluidos bioldgicos, principalmente en sangre, es
de gran importancia en el control y diagndstico de ciertas enfermedades como la hi-
pertension, hipertiroidismo, anemia y enfermedades cardiovasculares. Los biosensores
enzimaticos mas eficientes para el colesterol son principalmente del tipo electroquimico
y se basan en la combinacidon de dos enzimas: la colesterol oxidasa (CO) y colesterol
esterasa (CE). La segunda es necesaria debido a que el colesterol en la sangre humana
estd presente en forma de éster y es imperativo hidrolizarlo para que la primera pueda
transformarlo. El funcionamiento del biosensor se basa en la accién secuencial de las dos
enzimas: la CE cataliza la conversion del colesterol esterificado en colesterol libre, el cual
posteriormente se transforma a colestenona y perdxido de hidrégeno en una reaccién
quimica catalizada por la enzima CO. Después, aplicando un potencial eléctrico en el
electrodo, el peréxido de hidrégeno se transforma a oxigeno. Esta reaccién produce una
corriente eléctrica, seial que finalmente se detecta y cuya intensidad se asocia con la
concentracién de colesterol (Figura 5).

Electrodo

Z
A A, /%
Matriz de
polipirrol
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Biosensores en la industria de alimentos

Los biosensores enzimaticos son cominmente empleados en el andlisis de la industria
alimentaria en la deteccién de sustancias no permitidas, tales como farmacos, agroqui-
micos, microorganismos patégenos y aditivos componentes de los alimentos.

La contaminacion con metales pesados aun a bajas concentraciones constitu-
ye un serio problema medioambiental global y de salud debido a que los metales no
son biodegradables, lo que los hace persistentes en la naturaleza. El monitoreo de estos
compuestos mediante biosensores enzimaticos se lleva a cabo gracias a la inhibicion de
la actividad enzimatica que surge como resultado de la formacion de complejos estables
entre la enzima y el ién del metal pesado, lo que bloquea la actividad catalitica de la en-
zima. Tal es el caso de la deteccion de plomo y cobre mediante el empleo de una enzima
peroxidasa de origen vegetal, que se obtiene del rdbano picante. La reaccién quimica
catalizada por la enzima, en ausencia de inhibicién, se basa en el monitoreo de la co-
rriente necesaria para reducir a uno de los sustratos, el perdxido de hidrégeno. Cuando
el metal estd presente en la muestra a analizar, éste interactua en el sitio activo de la
enzima, impidiendo que la reaccién se complete y por tanto disminuyendo con esto la
corriente. Asi, la concentracidon de metal es inversamente proporcional a la corriente que
se detecta con el biosensor. Los limites de detecciéon que se han reportado para estos
biosensores son de 2.5 g/Ly 4.2 g/L para plomo y cobre, respectivamente.

Conclusiones

Por su alta sensibilidad y actividad electrocatalitica, los biosensores enzimaticos repre-
sentan una buena alternativa en la deteccidon de compuestos de interés analitico, princi-
palmente en las dreas del monitoreo ambiental, anglisis clinico y de alimentos. Su facili-
dad de uso, tiempos de respuesta cortos, selectividad y la posibilidad de miniaturizacién
hacen a los dispositivos sensores a base de enzimas un campo de investigacién intenso y
extenso, con tecnologias maduras y en desarrollo.
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