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INTRODUCCION

La utilizacién de sensores para resol-
ver los problemas analiticos que Ja Socie-
dad demanda hoy en dia es, sin lugar a
dudas, una de las tendencias més claras
en la Quimica Analitica moderna. Aun-
que actualmente se dispone de un
importante arsenal de técnicas analiticas
de laboratorio, la gran mayoria implican
un elevado consumo de tiempo dada la
necesidad de realizar pretratamientos de
la muestra costosos y laboriosos. Ade-
mas, estas técnicas no suelen ser ade-
cuadas en los casos en que el parime-
tro analitico debe controlarse de manera
continua y en tiempo real. La tecnologia
de sensores es especialmente apropiada
para abordar de un modo barato, répi-
do y fiable muchos de estos retos. Un
grupo especialmente atractivo dentro de
los sensores en general es el constituido
por los denominados biosensores, en los
que se emplean mecanismos o princi-
pios bioldgicos para el reconocimiento
de especies particulares. En un biosen-
sor, el sistema de reconocimiento biol6-
gico, también llamado biorreceptor o
receptor, debe inmovilizarse o retenerse
sobre la superficie de un dispositivo
denominado transductor que permita
convertir la velocidad de la reaccién bio-
quimica que se produce en el proceso
de reconocimiento biolégico en una
sefial eléctrica que posteriormente es

amplificada, procesada y
convertida a la forma dese-
ada. Cuando el elemento
transductor estd fundamen-
tado en procesos de natu-
raleza electroquimica (en el
sentido mas amplio de la
acepcibn), se estd ante los
denominados biosensores
electroquimicos que son el
objeto de este articulo.

GENERALIDADES
SOBRE
BIOSENSORES
ELECTROQUIMICOS

La utilizacién de dispositivos electro-
quimicos como transductores para el
desarrollo de biosensores es, probable-
mente, Ja més extendida de todas debi-
do a una serie de importantes ventajas
practicas: a) las medidas electroquimicas
pueden llevarse a cabo en volimenes
pequefios de muestra con relativa facili-
dad, lo que se debe a la naturaleza inter-
facial de la medida electroquimica; esto
hace que estos dispositivos sean espe-
cialmente adecuados para la monitori-
zacion “in vivo™; b) la sefial obtenida es
eléctrica y por tanto es factible la trans-
duccidn directa de la velocidad de reac-
cidn en la sefial de lectura; ¢) los limites
de deteccién que se obtienen son sufi-
cientes y adecuados para la deteccion
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de muchos analitos de interés; d) la rela-
tiva simplicidad y bajo coste de la ins-
trumentacién electroquimica permite una
facil disponibilidad de estos dispositivos.

Si bien entre los transductores elec-
troquimicos se encuentran, de forma
general, los de tipo conductimétrico,
potenciométrico y amperométrico, son
los dos dltimos y en especial los ampe-
rométricos los més utilizados en la pric-
tica. La metodologia de trabajo mds usual
para la construccién de un biosensor
electroquimico implica la inmovilizacién
del sistema de reconocimiento biologi-
co (enzimas, tejidos, microorganismos,
anticuerpos) sobre la superficie del trans-
ductor que es un electrodo, como se
muestra en la Figura 1.

El método de inmovilizacién del sis-
tema de reconocimiento biolégico va a
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Electrodo

Sistema de reconocimiento
biolsgico inmovilizados

Figura 1: Esquema simplificado de un biosen-
sor electroquimico.

jugar un papel clave en las caracteristi-
cas de funcionamiento del biosensor y
constituye un aspecto esencial en el pro-
ceso de su desarrollo. De forma general
y no solo para los biosensores electro-
quimicos, la inmovilizacién puede reali-
zarse bien por métodos fisicos o bien
por métodos quimicos.

Entre los primeros pueden citarse
como mis usuales los métodos que
implican la adsorcion de las moléculas
biolégicas sobre un material adsorben-
te, y los denominados métodos de atra-
pamiento que pueden llevarse a cabo
mediante la inclusién de las biomolécu-
las dentro de una matriz de un polime-
ro altamente entrecruzado o de un gel,
mediante la inclusion en la propia matriz
del transductor (es decir, del electrodo
en el caso de los biosensores electro-
quimicos), o por encapsulamiento den-
tro de una membrana semipermeable.

Por lo que respecta a los métodos qui-
micos de inmovilizacién, estos pueden
ser por union covalente que implica la
reaccién de grupos funcionales de la bio-
molécula que no sean esenciales para su
actividad biolégica con un polimero que
posea grupos activos (o bien por copo-
limerizacién con un monémero), o por
entrecruzamiento intramolecular entre
las biomoléculas y polimeros con gru-
pos bi- o multifuncionales (glutaraldehi-
do, por ejemplo). La diferencia entre
ambos métodos de inmovilizacion qui-
mica radica en que en el primero la bio-
molécula sdlo esta enlazada a un centro
activo del polimero (con un solo punto
de anclaje), mientras que en el entre-
cruzamiento puede estar unida a dife-

rentes centros activos del polimero y
éstos unidos entre si, formando una red.

Por otra parte, ya se ha dicho que el
sistema de reconocimiento biologico
empleado para construir biosensores
electroquimicos puede ser de muy dife-
rentes tipos. Sin embargo, hasta la fecha
son dos grupos los que se encuentran
con mayor frecuencia en la bibliografia
especializada y se han aplicado con
mayor éxito: los electrodos enziméticos
y los inmunosensores.

BIOSENSORES
ENZIMATICOS

En este tipo de biosensores cataliticos,
una o varias enzimas son inmovilizadas en
la superficie del transductor electroquimi-
co. La reaccion analitica implica, en su
modalidad ms simple, la catdlisis por par-
te de la enzima de una reaccién en la que
la molécula transformada se denomina sus-
trato v en la que usualmente se emplea
otro reactivo denominado cofactor. Por
ejemplo, en la reaccién enzimatica:

Glucosa + O, SO ido gluconico + H,0,

la glucosa es el sustrato, el oxigeno es

el cofactor y la glucosa oxidasa (GOD)
la enzima que cataliza la reaccion.

Por otra parte, el desarrollo de biosen-
sores enzimaticos en los que se empleen
dos o mis enzimas permite la consecucién
de importantes ventajas (Ver Esquema 1):

a) Aumentar la sensibilidad utilizando
una enzima auxiliar que regenere el ana-
lito, dando lugar por tanto a un recicla-
do del sustrato.

b) Obtener un producto de la reaccién
que sea facilmente detectable, emplean-
do una enzima auxiliar que actGe catali-
ticamente sobre alguno de los productos
de la reaccién enzimatica principal.

¢) Eliminar interferencias. Puede ocu-
rrir que alguno de los productos de la
reaccién enzimatica principal acte sobre
la actividad enzimdtica inhibiéndola, o
que existan otros inhibidores en disolu-
¢ién o incluso que haya sustratos inter-
ferentes; en estos casos, la enzima auxi-
liar puede catalizar una reaccién de
dichas sustancias interferentes de mane-
ra que no se vea afectada la reaccién
enzimitica con el sustrato de interés.

Seguidamente se comentardn algunos
ejemplos escogidos de biosensores enzi-
miticos tanto potenciométricos como
amperométricos.
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BIOSENSORES
ENZIMATICOS
POTENCIOMETRICOS

El fundamento més comdn del empleo
de un transductor potenciométrico es el
basado en la utilizacién de membranas
selectivas de iones. Desde los primeros
trabajos del grupo de Guibault, se ha
recorrido un largo camino en la sofisti-
cacion de los disefios electrédicos. Un
ejemplo cldsico es el biosensor para la
determinacién de urea basado en la reac-
cién de hidrélisis de este compuesto,
catalizada por la enzima ureasa (1), en
la que se genera ion amonio como pro-
ducto el cual es sensorizado mediante
un electrodo de membrana de vidrio
selectivo a dicho ion. Recientemente se
ha utilizado un sensor de urea con un
fundamento muy similar al mencionado
en sistemas de analisis por inyeccién en
flujo de canal simple y de canal doble
(Figura 2) (2). La buena estabilidad del
electrodo enzimdtico permite la utiliza-
cién del mismo biosensor en los siste-
mas en continuo durante dos meses. En
las condiciones 6ptimas, es posible la
determinacién de urea a niveles fisiold-
gicos y patolégicos, habiéndose aplica-
do al anlisis de muestras reales de sue-
ro humano.

La modificacién enzimdtica de elec-
trodos selectivos de iones, mediante
unién covalente de las correspondientes
enzimas directamente a la superficie de
la membrana, constituye hoy en dia un
procedimiento generalizado que da lugar

a biosensores con una elevada sensibi-
lidad, estabilidad y con una rapida res-
puesta (3). Un ejemplo ilustrativo es la
construccién de un biosensor para el
control de la produccién biotecnoldgica
de penicilina G utilizando un electrodo
de membrana de pH con tridodecilami-
na como iondéforo selectivo del ion
hidrégeno (4).

Sin embargo, no todos los disefios
modernos de biosensores enzimaticos
potenciométricos estin basados en el
empleo de membranas selectivas de
iones. Asi, por ejemplo, Kubota y col.
(5) han reportado recientemente un bio-
sensor para L-acido ascérbico en el que
la enzima ascorbato oxidasa se inmovi-
liza en un electrodo de grafito/resina
epoxi por oclusién en una matriz de
poli(etileno-co-vinilacetato) y copolime-
ro EVA. La variaci6n del potencial se ori-
gina en la reduccién de Cu* a Cu* enla
enzima, debida a la presencia de ion
ascorbato, lo que cambia la densidad
electronica en la superficie del electro-
do, que es medida por el transductor.

Otro enfoque interesante es el empleo
de matrices biocompdsitas consolidadas.
Estas matrices constituyen una impor-
tante posibilidad de producir en masa
biosensores electroquimicos con pro-
piedades ventajosas, entre las que mere-
ce la pena destacar la capacidad de rege-
neracion de su superficie. Un ejemplo
de esta metodologia es la construccién
de un biosensor para D-amigdalina (de
interés en alimentos) mediante la con-
solidacién de una mezcla de sales de pla-

i

b

Figura 2. Esquema FIA de los sistemas monocanal (arriba) y de doble canal (abajo). B, disolucién regu-

ladora; P, bomba peristiltica; S, vilvula de inyeccion; E, célula, C, bucle de mezcla, W, desecho, WE,
electrodo de trabajo (biosensor); RE, electrodo de referencia; M, membrana sensora.

ta (Ag,S, AgD) con la enzima 8-glucosi-
dasa (6). La presion aplicada durante la
preparacion de la pastilla biocompdsita
determina el grado de inmovilizacion de
la enzima en la membrana. Las sales
electroactivas que atrapan la enzima
constituyen un medio protector para mis-
ma, alcanzindose periodos de vida ope-
racional para el biosensor de mis de tras
meses.

BIOSENSORES
AMPEROMETRICOS

Desde que en 1967 Updike y Hicks
publicaron el primer electrodo enzima-
tico amperométrico (7), se ha asistido a
un extraordinario interés por este tipo
de biosensores, con los que ademds de
la selectividad inherente al elemento de
reconocimiento bioldgico puede conse-
guirse una buena sensibilidad. Los bio-
sensores amperométricos monitorizan las
corrientes faradaicas resultantes de inter-
cambios electronicos entre el sistema bio-
l6gico y un electrodo mantenido a un
potencial constante apropiado. Natural-
mente, las “enzimas redox” u oxido
reductasas son de particular interés para
la construccién de este tipo de biosen-
sores ya que en la conversién enzimiti-
ca del sustrato tiene lugar una reaccion
de transferencia de electrones. Con obje-
to de una mejor compresion, se proce-
de a continuacion a diferenciar entre los
grupos mas importantes de estas enzi-
mas utilizadas para la construccion de
biosensores amperométricos.

a) Oxidasas

Estas enzimas dependen de un cofac-
tor fuertemente enlazado dentro de la
estructura de la enzima. La estructura del
cofactor redox es o bien del tipo flavina
(FAD o FMN) o un grupo que contiene
ion cobre. Todas las oxidasas utilizan
oxigeno molecular como agente de reo-
xidaci6n en el ciclo catalitico y, depen-
diendo de la capacidad de la enzima
para donar dos o cuatro electrones al
oxigeno, el producto final es peréxido
de hidrégeno o agua (Esquema 2)

Como se deduce del esquema 2, la
reaccidn enzimitica puede seguirse
electroquimicamente bien por la dis-
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Sustrato

Producto

Esquema 2. Secuencia de reaccién para una reaccion de oxidacion catalizada por una oxidasa emple-
ando oxigeno molecular como aceptor de electrones-protones.

minucién del contenido de oxigeno en
la disolucién o, si el peréxido de hidr6-
geno es el producto final, por su oxi-
dacién (o reduccidn) electroquimica
directa sobre el electrodo. Sin embar-
go, cualquiera de estos dos procedi-
mientos tiene asociados importantes
inconvenientes. La reduccién electro-
quimica de oxigeno empleando un
electrodo de Clark es poco sensible y
necesita un potencial bastante negati-
vo (~-0.6 V vs. Ag/AgCl) lo que da
lugar a una corriente de fondo eleva-
da. La oxidacién electroquimica de
H,0, ocurre a altos sobrepotenciales
(~0.6-0.7 V vs. Ag/AgCl, pH 7.0) sobre
electrodos metilicos e incluso a poten-
ciales mayores sobre electrodos de car-
bono (+0.9-1.15 V), lo que posibilita
reacciones interferentes por parte de
especies ficilmente oxidables como
ascorbato, urato, paracetamol y neuro-
transmisores, muy comunes en las
muestras clinicas.

Por lo tanto, una de las lineas de inves-
tigacidn mas actual es intentar disminuir
el potencial aplicado para la deteccién

electroquimica. Una forma es tratar de
obtener una transferencia electronica
directa entre las oxidasas y los electro-
dos (8), lo que no es posible en muchos
casos debido a que el centro activo estd
profundamente situado dentro de la enzi-
ma. Sin embargo, muchas oxidasas reac-
cionan ficilmente con mediadores arti-
ficiales que pueden ser empleados para
lanzar los electrones desde la forma
reducida de la enzima hacia un electro-
do tal y como se muestra en el esque-
ma 3.

El empleo de estos mediadores arti-
ficiales hace que el potencial de tra-
bajo del electrodo enzimitico esté fija-
do ahora por el potencial formal del
par mediador, lo que es muy ventajo-
so si el mediador tiene un bajo valor
de dicho potencial, ya que entonces se
evitan interferencias debidas a otras
especies electroactivas que reaccionen
a potenciales mis elevados. Ademis,
si en la oxidacion de la forma reduci-
da del mediador no estin implicados
los protones, la respuesta del electro-
do enzimitico no dependera del pH.

Sustrato

Producto

QUuoxm—Hommrm

Esquema 3.- Empleo de mediadores redox en el desarrollo de un biosensor amprométrico enzimitico

Algunas de las moléculas que se han
utilizado como mediadores enzimati-
cos son el tetratiofluvaleno, el Meldo-
la Blue y el ferroceno y sus deriva-
dos (9).

En la Tabla 1 se recogen algunos ejem-
plos elegidos de aplicaciones recientes
de biosensores enziméticos amperomeé-
tricos basados en el empleo de enzimas
oxidasas.

b) Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas amplia-
mente utilizadas para la determinacién
de peréxido de hidrégeno y de peque-
fios per6xidos organicos. En la reaccién
con el perdxido la forma nativa de la
enzima se oxida en una etapa de dos
electrones para formar el denominado
compuesto-I. La regeneracién de la for-
ma nativa se lleva a cabo mediante dos
etapas individuales de reduccion de un
electrén con una especie intermediaria
llamada compuesto-II:

Peroxidasa nativa + H,0, —= Com-
puesto-] + H,0

Compuesto I + H)A — Compuesto II
+ HA*

Compuesto II + H,A — Peroxidasa
nativa + HA* + H,0

Como especies donadoras de electro-
nes puede utilizarse aminas aromaticas,
compuestos fendlicos, hexacianoferra-
to(I), yoduro, ascorbato, etc. (21).

Los disefios electrédicos mds simples
utilizan monitorizacién directa de la
transferencia electrénica de la peroxida-
sa a un potencial més negativo de 0.6 V
vs. ECS. La corriente es debida a la
reduccién electroquimica de los com-
puestos -1 y -1I, cinéticamente lentas
sobre la mayorfa de los materiales elec-
trédicos. Con objeto de evitar esta trans-
ferencia electrdnica lenta, los compues-
tos donadores de electrones
mencionados anteriormente se han uti-
lizado como mediadores, bien en diso-
lucién o bien inmovilizados, que reac-
cionan ripidamente con la peroxidasa
oxidada.

El mecanismo se muestra en el esque-
ma 4 (22).
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TABLA L. BIOSENSORES ENZIMATICOS AMPEROMETRICOS BASADOS EN EL EMPLEO DE ENZIMAS EN LA FAMILIA DE LAS OXIDASAS

PGCE
SOx PGCE
-~ R ,
l—ﬁ'uctosa GEC A
- D-lactosa
Sucrosa »
ChOx Colesterol Electrodo
(mantequilla, de Clark
margarina)
GOx Glucosa Fibra  Azul de Prusia
de carbono '
AOx L-yD Electrodos ~  Rh
-aminodcidos  fabricados V
(Leche, zumo,  por estarcido
orina) - ‘
GOx Glucosa Electrodos ~ Ferroceno
' (Sangre) fabricados B
' por estarcido
' (Comercial}’ ,‘
GOx Glucosa GCE
(Suero) ’
GOx 'GIucosa Cristales de
LOx Lisina (muestras  Electrodo
farmacéuticas) compdsito
conductor rigido
GOx Glucosa Electrodos de AuyPd i
(Procesos de grafito/ o
fermentacién) resina-epoxi
POX = piruvato oxidasa; SOx = sulfito oxidasa; GOx = ghucosa oxidasa; 1Ox = hsmao"" ;
dasa TTF = Tetratiofluvaleno; TCNQ = tetracianoquinodimetano. PGCE = electrodo d
bono vitrificado; IL = intervalo-lineal; LD = limite de deteccion: e

Cuanto menor sea la velocidad de
reaccion entre la peroxidasa y el media-
dor, mayor serd la concentracién de enzi-
ma que habri de utilizarse para evitar la
dependencia de la sefial de la concen-

tracién del mediador, asi como para
obtener una elevada sensibilidad de los
electrodos. En consecuencia, a menudo
se requieren concentraciones milimola-
res de mediador para medir concentra-

ciones micromolares de H,0,.

En general, pueden distinguirse tres
tipos de electrodos de peroxidasa para
la monitorizacién de peréxido de hidrd-
geno: (a) electrodos cuya superficie ha
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Esquema 4.- Mecanismo de la peroxidasa empleando mediadores (Med).

sido modificada con peroxidasa bien
adsorbida o enlazada covalentemente,
dando lugar a aproximadamente una
monocapa de moléculas de enzima sobre
el electrodo; (b) electrodos cuya super-
ficie se modifica mediante el recubri-
miento con un polimero (redox o con-
ductor electrénico) en el cual las
moléculas de peroxidasa estin fisica-
mente 0 quimicamente atrapadas; (c)
electrodos compésitos en los que Ia enzi-
ma esti “homogéneamente” distribuida

en la mezcla de materiales conductor y
aislante. En la revisién de Ruzgas y col.
(22) se recogen las caracterfsticas de
varios electrodos de estos tipos.

La determinacién de H,0, es impor-
tante a nivel industrial debido, por ejem-
plo, a que muchos cremas decolorantes
de cabello tienen en su composicién un
2-7% de perdxido de hidrogeno; ademds,
es necesario determinarlo para el con-
trol medioambiental relacionado con el
«mog». Por otro lado, los perdxidos orgi-

nicos aparecen como producto de la
autooxidacién de lipidos insaturados,
que son precursores de aldehidos y ceto-
nas, los cuales son responsables del mal
sabor en aceites y derivados, por lo que
su determinacion es importante en el
control de calidad de estos alimentos. En
la Tabla 2 se recogen algunos ejemplos
de determinacién de peréxido de hidr-
geno y de diferentes peréxidos organi-
cos empleando biosensores de peroxi-
dasa.

Tasra IL. BIOSENSORES DE PEROXIDASA EMPLEADOS EN LA MONITORIZACION

DE PEROXIDO DE HIDROGENO Y PERIOXIDOS ORGANICOS

Enzima (muestra) Electrodo Mediador E,V Jiticas Ref.
HRP. HO, . Pasta de carbono  o-fenilendiamina 0.2 [1=2.1-1.000 pM 23
HRP H,0, P2B Grafito Feoceno  +0,] [L=20-80 pM 24
.. Peroxidos. . Pastade catbono  ofenilendiamina 02  I1=5-20 pM 25
. orgénicos . Grafto/resina . Transferencia i para H,0,
F .. -epoxi directa de e~
HRP  Perdxios Pasta de carbono Ferroceno 02 26
01ganicos
HRP H0, P2B  Grafito/Teflon Ferrocianuro 0.0 11=0.5-100 pM 27
HRP= Peroxidasa de ribano; AHP= perosidasa de A‘rtbromyces ramosus; P2B= perdxido de  2-butanona; IL= intervalo lineal.




» A. Julio Reviejo y Jos& M. Pingarrén

Finalmente, ya se ha mencionado con
anterioridad que una caracteristica
comin de muchas oxidasas es que pro-
ducen H,0, en la oxidacién de los
correspondientes sustratos. Por consi-
guiente, la utilizacién de biosensores
bienzimaticos de peroxidasa y diferen-
tes oxidasas se ha propuesto como
manera de solucionar los problemas aso-
ciados con el elevado valor del poten-
cial requerido para la monitorizacion
electroquimica directa de H,0,.

En [a Tabla 3 se recogen algunos ejem-
plos escogidos de aplicaciones recientes
de biosensores enzimaticos amperomé-
tricos basados en el empleo de peroxi-
dasa junto a enzimas de la familia de las
oxidasas.

¢) Desbidrogenasa
Las reacciones catalizadas por estas

enzimas se caracterizan por no depen-
der del oxigeno molecular. El esquema

5 muestra un ejemplo del ciclo de reac-
cion global de oxidacion de un sustrato
a un producto. La forma reducida del
cofactor necesita la presencia de un
aceptor de electrones y protones distin-
to del oxigeno molecular para reciclar la
enzima.

Las deshidrogenasas pueden dife-

renciarse entre aquellas que tienen
cofactores enlazados y las que depen-
den de un cofactor soluble que actia
como un cosustrato en el ciclo enzi-

TaBLA III. BIOSENSORES BIENZIMATICOS AMPEROMETRICOS BASADOS EN EL EMPLEO DE ENZIMAS

DE LA FAMILIA DE LAS OXIDASAS Y DE LAS PEROXIDASAS

L ‘Analito “‘ . ' 'Cm cteris ,,: =1 ﬁcas : ‘, L
Enzima (muestra) Electrodo Mediador E,V analiticas kRefgr
IOXHRP  Idactato Grafito Polimero de s +0.1 M-S 28
(muestra ID=0,0zpyM o
GOX/HRP ~ Glucosa Pasta Ferrocianuro 0.0 I=001-16pM 29
(sangre) de carbono ’ S
GOx/HRP  Glucosa (vinos,  Grafito/Teflon Ferroceno 0.0 - TL=10-800 M 30
mostos) ' CI=28pM
AOD/HRP  Alcoholes Pasta de -0.05 D=10500pM 31
‘ carbono : o R
P20O/HRP Glucosa Pasta de carbono Ferroceno 0.05 o o
Xilosa, ‘ ‘
Galactosa
(Procesos de
fermentacién
XOx/HRP  Hipoxantina  Grafito/Teflon Ferroceno 0.0 =0.09 uM B
LOx/HRP A. Lictico Electrodo Ferroceno 0.0 ; 34
(leche. yogur) compdsito ‘ - R i
ChOx/HRP  Colesterol Grafito/Tefllon Ferroceno 0.0 ' T '
(mantequilla, ‘ ' o
manteca.
huevos) ,
AAOx/ARP  Aminodcidos  Pasta de carbono -0.05 [L=20-100 uM 36
BOx/HRP Bilirrubina Pasta de carbono Ferrocianuro 0.2 I=4-100 EmM 37
LOx: lactato oxidas; GOx: Glucosa oxidas; AOD: alcohol oxidas; P20: pnanosa oxidasa; XOx: xantina oxidasa; ChOx: colesterof oxidasa;
AAOzx: aminoacido oxidasa; BOx: vilirrubina oxidasa.
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Esquema 5. Secuencia de reacciones para una reaccion de oxidacion catalizada por una deshidroge-

nasa

mético. El primer grupo puede a su vez
ser subdividido en flavoproteinas que
tienen como cofactor a FAD o FMN y
las deshidrogenasas dependientes de
la quinona pirroloquinoleina (PPQ)
(21). Aunque la transferencia electrd-
nica directa entre deshidrogenasas y
electrodos ha sido verificada por diver-
sos autores, la mayor parte de las apli-
caciones de estas enzimas para cons-
truir  biosensores electroquimicos
implica el uso de mediadores redox
que transportan los electrones en la
mayoria de los casos desde la forma
reducida de la enzima al electrodo (38).

Las deshidrogenasas dependientes de
NAD* (nicotinamida adenina dinucled-
tico) o NADP* (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato) constituyen el
mayor grupo de enzimas redox cono-
cido. Sin embargo, su empleo para
desarrollar biosensores amperométri-
cos estd limitado por tres inconvenien-
tes importantes. En primer lugar, su
actividad depende de un cofactor solu-
ble que acta como cosustrato y que,
como tal, necesita ser afiadido al siste-
ma sensor, siendo ademis caro. Por
otra parte, el potencial formal del par
NAD(P)*/NAD(P)H es bajo (-560 mV vs.
ECS a pH 7.0), lo que significa que el
NAD(P)* tiene un poder oxidante muy
bajo en relacién con los potenciales de
la mayoria de los sustratos para las des-
hidrogenasas. En la mayoria de los
casos, el empleo analitico de una des-
hidrogenasa dependiente del NAD(P)*
es para oxidar un sustrato con la pro-
duccidn de una cantidad estequiomé-
trica de NAD(P)H, la cual es entonces
medida. Por lo tanto, para poder utili-
zar analiticamente estos sistemas, se
necesita una segunda etapa de reaccién

que desplace el equilibrio hacia el pro-
ducto. Esto puede hacerse acoplando
una segunda etapa puramente quirmica
o enzimatica en la que se consuma o
bien el NADH producido o bien el pro-
pio producto de la reaccién. Una mane-
ra de llevarlo a cabo es oxidar electro-
quimicamente el NADH midiendo la
corriente como una sefial proporcional
a la concentracidon de sustrato. Sin
embargo, y este es el tercer inconve-
niente, esta reaccién electroquimica es
muy irreversible y para altas concen-
traciones de NADH (>0.1 mM) se pro-
ducen reacciones colaterales que ensu-
cian la superficie del electrodo (39).
Dado que para la fabricacién de bio-
sensores la oxidacion electroquimica del
NADH es la via de mayor interés, se han
realizado un gran niimero de investiga-
ciones para encontrar buenos media-
dores que catalicen dicha oxidacién
electroquimica dentro del intervalo 6pti-
mo de potenciales para evitar posibles
interferencias. Parece que los mejores
resultados se han obtenido con acepto-
res de dos electrones que también fun-
cionan como aceptores de protones, o
mediante el acoplamiento del sistema
de deshidrogenasa dependiente de
NAD(P)* con una segunda etapa enzi-
mética basada en diaforasa, una enzima
que oxida al NAD(P)H. Los electrodos
compdsitos v, en algunos casos, los elec-
trodos modificados con capas poliméri-
cas son buenos candidatos para resol-
ver los inconvenientes mencionados
anteriormente. Estas configuraciones per-
miten la inmovilizacién conjunta de la
enzima, el cofactor y adicionalmente un
mediador o una segunda enzima, de
manera que estin muy proximos los
unos a los otros para permitir el movi-

miento de los electrones desde el sus-
trato enzimatico al cofactor, posterior-
mente al mediador y finalmente al elec-
trodo. Una completa revisién de los
biosensores amperométricos basados en
enzimas deshidrogenasas dependientes
del NAD(P)* es la realizada por Tufién
y col. (40), recogiéndose en la Tabla 4
algunos ejemplos escogidos de aplica-
ciones recientes.

INMUNOSENSORES
ELECTROQUIMICOS

En general, los inmunosensores estin
basados en la reaccion bioquimica que
implica el reconocimiento de la forma
del antigeno (Ag) por el anticuerpo (Ab),
uniéndose por un punto concreto para
formar el complejo antigeno-anticuerpo.
La gran selectividad de los anticuerpos
viene dada por la estereoespecificidad
de los puntos de unién con el antigeno,
lo que hace sumamente atractiva la uti-
lizacién de estos sistemas para el desa-
rrollo del biosensores. La medida de
estas interacciones es frecuentemente
dificil de realizar de manera directa, por
lo que muchos sistemas utilizan el deno-
minado inmunoensayo enzimatico, basa-
do en la unién de una enzima al anti-
geno o al anticuerpo. Dicha enzima actGa
sobre el sustrato, dando lugar a un pro-
ducto que si puede ser detectado por el
transductor.

Dos tipos de configuraciones se sue-
len emplear en los inmunosensores enzi-
maticos (Figura 3). En la llamada confi-
guracidn sandwich, el antigeno se une
al anticuerpo inmovilizado en el trans-
ductor v, a su vez, a dicho antigeno (ana-
lito) se une el anticuerpo marcado con
una enzima. La monitorizacién de la
reaccién enzimtica proporciona la infor-
macién analitica requerida. En la confi-
guracién denominada competitiva, el
anticuerpo y el correspondiente antige-
no, al que se ha unido la enzima, estin
inmovilizados en la superficie del elec-
trodo. La adicion de analito, es decir, de
antigeno sin enzima, provoca una com-
petencia por los anticuerpos inmoviliza-
dos en el transductor. La disminucién de
la respuesta correspondiente a la reac-
cibn enzimitica proporciona la infor-
macion analitica requerida
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TasLa IV. EJEMPLOS DE BIOSENSORES BASADOS EN ENZIMAS DESHIDROGENASAS

) Analito . Caracteristicas .
Enzimas (muestra) Electrodo Mediador E,V analiticas Ref.’ -
GIDH NH/ “Screen.printed”  “Meldola’s Blue” LD=2 uM 41 |

(agua de rio)
G6PhDH Glucosa 6- Pasta 03 LD=50 pM 42
fosfato (sangre) de carbono
D-FDH D-fructosa (miel, Electrodo 0.2 RSD=2.11% 43
leche, chocolate, compdsito
galletas, zamos)
D-FDH D-Fructosa Pt Ferricianuro 0.25 RSD=0.68 % 44
(productos
dietéticos)
ADH Etanol Electrodo 0.03 Calibrado no 45
(vino) compbsito lineal=0.2-4 uM .
D-FDH D-fructosa Pasta Polimerode Os 0.1V IL=hasta 20 uM 46
(miel, zumos, de carbono
bebidas de cola)
AIDH Acetaldehido Electrodo 0.6 I1~0.5-330 uM 47
(bebidas compdsito
alcoholicas)
ADH Etano Pasta 0.15 LD=20 pM 48
(bebidas, de carbono RSD=3.4 pM
alcoholicas)
- D-FDH Fructosa Au LD <10 pM 49
(Zumos)
FDH/GDH  Fructosa y Pt LD=0.1 uM 50
glucosa (miel)
GIDH: glutamato deshidrogenasa; G6PhDH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; D-FDH. D-fructosa deshidrogenasa; ADH: alcohol deshidrogena-
sa; AIDH: aldehido deshidrogenasa; GDH: glucosa deshidrogenasa; IL: intervalo lineal; LD: limite de deteccion.

De acuerdo con el modo de trans-
duccién de la sefial, pueden distinguir-
se dos categorias de inmunosensores
electroquimicos. Los inmunosensores
directos siguen la interaccién antigeno
anticuerpo normalmente de manera con-
tinua y en tiempo real, mientras que los
inmunosensores indirectos miden el
resultado del proceso de unién, es decir
la cantidad aumentada (o disminuida)
del marcador unido (enzima, indicador
electroactivo).

También con este tipo de biosensores
las técnicas basadas en membranas han
resultado ser muy populares, por ejem-
plo mediante la combinacién de un elec-
trodo de oxigeno tipo Clark con anti-
cuerpos enlazados a membranas. Asi, se
ha empleado catalasa como marcador
liberador de oxigeno, por ejemplo, para
determinacion de a-fetoproteina (51).
Sin embargo los enfoques més moder-
nos parecen decantarse sobre la union
directa de las moléculas inmunoespeci-

ficas a la superficie sensora usando
adsorcién o unién covalente (52).

La aplicacién de electrodos modificados
con polimeros conductores parece ser bas-
tante interesante para este fin. Por ejem-
plo, empleando anticuerpos anti-HSA
incorporados durante Ia electropolimeri-
zacién en polipirrol, es posible la moni-
torizacién directa y reversible del corres-
pondiente HSA en disolucién utilizando
deteccién amperométrica de impulsos
(53). Ademis, esta metodologia es lo bas-
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Electrodo

Sandwich

-
-

Electrodo -

Competitiva

<> G
Electrodo
<> G

< -G

Electrodo

Figura 3. Configuraciones empleadas en los métodos de inmunoensayo enzimitico.

tante ripida para ser incorporada a siste-
mas FIA, no se requieten etapas de rege-
neracion y la senal cae a cero sin analito.

En Ia Tabla 5 se recogen algunos ejem-
plos de aplicaciones de inmunosensores
electroquimicos en matrices de muestras
reales. La mavoria de estos dispositivos se
han empleado para analisis clinico o bien
para componentes sanguineos o com-
puestos farmacéuticos, aunque fa capaci-

dad de disenar equipos portitiles es una
gran ventaja para la monitorizacion medio-
ambiental sobre todo para realizar un “scre-
ening” preliminar directamente en el lugar
donde se toma la muestra. La mayoria de
las aplicaciones implica la utilizacion de
solo una enzima marcadora, si bien, el
empleo de sistemas de amplificacion basa-
dos en el uso de enzimas en cascada per-
mite conseguir limites de deteccion varios

<

Capa Inmovilizadora
del anticuerpo

ordenes de magnitud menor. Por efemplo,
en el caso del herbicida 2.4-D, la diferen-
cia de emplear una sola enzima 4 un sis-
tema de amplificacion es de 100 ng/L (54)
frente a 20 pg/L (55) usando el mismo ant-
cuerpo. Sin embargo, los sistemas de
amplificacion complicados son menos esta-
bles y requieren condiciones de operacion
mucho mds controladas para un

funcionamiento reproducible. m

TaBra V. APLICACIONES DE BIOSENSORES INMUNOLOGICOS A LA MONITORIZACION

DE DISTINTOS COMPUESTOS EN BIFERENTES MUESTRAS

Analito Muestra Marcador Carac e icas Ref.
h-Albumina Suero HSA-Gox 0.5-100 mg/L 56
a-fetoproteina Suero Mab2-catalasa 0.5-120 pg/L 57
THS Suero Alc DH/NADH OD | 55
Tiroxina BG Suero Ab2-ALP 30-1000 pg/L 58
Anfetamina Suero Cobaltocenium 0.3-130 pg/L 59
Digoxin Suero DigoxinAl? 0,011 pg/L 60
Teofilina Suero POD-liposomas Hasta 0.2 pg/L 61
Atrazina Agua Atrazina-ALP 0.1-10 pg/L 62
24D Agua 24-D-POD 0.1-1000 pg/L 54
24D Agua 24-D-AchE 0.01-10000 pg/L 63
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