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La necesidad de analisis de diferentes componentes a tiempo real en areas cada
vez mas diversas ha promovido en estos ultimos afios que los esfuerzos realizados
en el desarrollo de instrumentacion analitica se dirijan hacia la construccion de
dispositivos cuya utilizacion no requiera la supervision profesional, cuyo manejo
sea sencillo y cuyo coste sea menor. Como resultado de esta demanda de
informacion relacionada con el analisis de forma rapida, fiable y descentralizada se
ha favorecido el desarrollo de sensores quimicos y biosensores como alternativa
de analisis a la instrumentacion analitica convencional (Figura 1).

Figura 1. La instrumentacién analitica convencional (izquierda) versus los sensores quimicos en
formato de kit diagnostico (derecha).



Los sensores quimicos existen desde hace mucho tiempo. Se han estudiado en
profundidad y han encontrado durante todo este tiempo un gran campo de
aplicacion. Se conocen muy bien por su uso cotidiano en el laboratorio los

electrodos redox, los electrodos selectivos a iones, especialmente el de pH, entre
otros muchos. Simultaneamente al avance de los sensores, y debido al gran
impulso de la informatica, se viene desarrollando del mismo modo instrumentacion
capaz de realizar el seguimiento continuo de procesos complejos mediante
ordenador de los parametros fisicos y/o quimicos basados en sensores quimicos.
Mediante este tipo de instrumentacion es posible intervenir en el control de
procesos de forma rapida y segura.

Los biosensores, de aparicion mas reciente, constituyen un campo
multidisciplinario de 1+D y un mercado muy atractivo. Originariamente la
investigacion en este campo provenia principalmente del sector clinico vy
biomédico. Las inversiones realizadas en el desarrollo de biosensores para la
aplicacion en el campo clinico fueron compensadas en un corto plazo con la
aparicion de los biosensores para la determinacion y control de glucosa en
pacientes diabéticos. Los biosensores demostraron asi su capacidad de realizar
andlisis fuera del ambito del laboratorio y por personas no entrenadas, por ejemplo,
en la consulta médica por el mismo paciente.

Actualmente los biosensores no son patrimonio exclusivo de la investigacion
biomeédica. La industria alimentaria demanda métodos rapidos para estimar la
identidad, la caducidad, el deterioro o la contaminacion de los alimentos. A la
industria en general, y a la alimentaria en particular, le es necesario controlar de
manera confiable los productos en matrices muy complejas. Con la consolidacion
de la Union Europea, las medidas dirigidas hacia el control de alimentos cada vez
son mas estrictas y generan necesidades analiticas muy variadas.

Sensores quimicos y biosensores

Un dispositivo sensor, de forma general, esta formado por dos partes. Una de
dichas partes es el denominado “elemento de reconocimiento molecular” o
‘receptor” que interacciona con un determinado componente de la muestra, el que
se quiere determinar, de manera “especifica’, es decir, sin que el resto de la



muestra interfiera en la medida. El otro componente, se conoce como “transductor”
(Figura 2). Cuando el componente que se busca determinar en la muestra
compleja interacciona con el “receptor” del sensor, se produce un cambio que es
detectado por el “transductor” y transformado en una sefial eléctrica que es medida
por un instrumento.
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Figura 2. Diagrama esquematico del funcionamiento de un sensor. El “elemento de
reconocimiento” o “receptor” s6lo reconoce un componente de la muestra. La sefial proveniente
del proceso de reconocimiento se convierte en una sefial eléctrica mediante el transductor. Esta
sefial es amplificada y posteriormente procesada y presentada en forma digital. El receptor
puede interactuar con el analito mediante mecanismos fisicos, quimicos o biolégicos.

Esta configuracion tan simple de reconocimiento y transduccion es la que ha
permitido el disefio de una instrumentacién con caracteristicas préacticas e
innovadoras en el campo del analisis. Mediante este esquema analitico tan sencillo
fue posible eliminar numerosas etapas necesarias en un proceso analitico
convencional tales como el tratamiento de la muestra o la separacion del
componente que se quiere determinar del resto de la muestra, que complican un
procedimiento clasico de analisis basado en equipamiento analitico tradicional.



Un aspecto fundamental de este disefio es la generacion de una sefial
suficientemente intensa entre el componente que se desea analizar (el analito) y el
“receptor” selectivo de éste o “elemento de reconocimiento”. Mientras mas simple y
confiable sea el proceso de reconocimiento, méas lo sera el dispositivo resultante.
Los deméas aspectos asociados al proceso y al sensor, como la conversion
(transduccion) de las sefiales, su procesamiento y transmision son igualmente
importantes pero ya poseen un tratamiento mucho mas desarrollado y efectivo
gracias a los adelantos constantes y continuos de la micro y optoelectronica.

La investigacion y el desarrollo de los sensores quimicos estan dirigidos
principalmente a la obtencion de receptores cada vez mas selectivos de moléculas.
También es necesario inmovilizar los receptores sobre los transductores mas
adecuados, sin que unos ni otros pierdan sus caracteristicas funcionales. Hay todo
un espectro de posibilidades de inmovilizacion de receptores sobre los
transductores, desde inmovilizaciones simples por adsorcion, retencion del
receptor en geles o membranas poliméricas, 0 por entrecruzamiento de los
receptores entre si mediante agentes bifuncionales, hasta inmovilizaciones mas
complejas por unién quimica entre el receptor y el transductor. Por otro lado, existe
un abanico de posibilidades en el desarrollo de nuevos transductores mediante
nuevos materiales de complejidad creciente. De todas formas, los esfuerzos se
dirigen hacia el disefio de nuevos materiales de reconocimiento suficientemente
selectivos.

Los elementos de reconocimiento o receptores de naturaleza sintética presentan
un grado de reconocimiento limitado. A pesar de esto se consiguen cada vez mas
materiales adecuados para el desarrollo de sensores en aplicaciones muy
concretas. Esta limitacion hizo que se consideraran como “elementos de
reconocimiento” los receptores de naturaleza bioldgica o biorreceptores, para la
construccion de transductores con materiales bioldgicos de reconocimiento
molecular, mucho mas selectivos que los de naturaleza sintética. Estos sensores
quimicos que incorporan materiales bioldgicos en su construccion se conocen
como biosensores. Un biosensor es un sensor quimico cuya parte receptora esta
constituida por material bioldgico para el reconocimiento molecular de la muestra.
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Receptores y transductores

El componente receptor de un sensor quimico transforma selectivamente
determinada informacién quimica contenida en una muestra en una forma de
energia susceptible de ser medida por el transductor. EI componente transductor
es un elemento capaz de transformar la energia que codifica la informacion
quimica procedente de la muestra en una sefial analitica util.

El componente receptor puede interaccionar con el analito mediante un mecanismo
fisico sin que haya una reaccion. Es el caso en el que se detecta la interaccion
mediante un cambio de absorbancia, en el indice de refraccion, en la
conductividad, en la temperatura o en la masa. Mas comun es que el receptor
reconozca al analito mediante una reaccion quimica o bioguimica.

Se conoce la selectividad limitada de la mayoria de las reacciones utilizadas en el
analisis quimico, que obliga a tratar previamente la muestra a fin de eliminar las
interferencias. Este hecho ha ocasionado que sdlo un numero reducido de
reacciones quimicas sean aprovechadas como sistemas receptores en los
sensores quimicos, ya que éstos se disefian para funcionar en determinaciones
directas sin tratamiento de la muestra.

En la actualidad se estan utilizando elegantes procedimientos sintéticos de
arquitectura molecular para la obtencion de reactivos muy innovadores. Por otro
lado, se sabe que el reconocimiento molecular es la base de la vida celular, de su
organizacion y mantenimiento. La comunicacion quimica entre células mediante
sistemas moleculares complementarios es un proceso de vital importancia,
responsable de la organizacion y la proteccion de organismos y de la regulacion de
su metabolismo. Este tipo de reconocimiento, optimizado por la evolucién
biologica, es el que se ha estado utilizando para el desarrollo de los biosensores.
Efectivamente, las interacciones entre enzimas y sustratos o inhibidores, entre
anticuerpos y antigenos o haptenos, entre diversos receptores y hormonas,
farmacos y neurotransmisores y entre fragmentos de ADN han servido de modelo
a variados sistemas biosensores, algunos ya comercializados (Figura 3).



Figura 3. La interaccion de dos hebras de ADN (constituyente principal del genoma de
organismos vivos), o de un anticuerpo con su antigeno especifico (constituyente principal del
sistema inmune), o de una enzima con su correspondiente sustrato (efectoras bioldgicas més
importantes mediante la catalisis de reacciones bioquimicas a nivel celular) son algunos modelos
de interacciones biologicas en las que se inspiran los biosensores.

Metodologias y tecnologias

La determinacién de componentes en medios complejos mediante sensores y
biosensores se ha propagado extensamente debido a su simplicidad. En algunos
casos son los mismos laboratorios quienes construyen sus propios sensores para
aplicaciones muy particulares.

Los sensores y biosensores son ideales para ser utilizados en mediciones directas,
es decir, sin un tratamiento preliminar de la muestra. Son particularmente
adecuados en los procesos industriales, sin necesidad de tomar muestras, in situ.
Por ser portatiles y robustos, los sensores quimicos también son apropiados en
mediciones de procesos, junto' a reactores industriales o en circunstancias
especiales. Los sensores pueden conectarse de algun modo con el proceso a
seguir o controlar muestras en forma continua. Es decir, el sensor esta
acompariado de un sistema de toma de muestra automatizado.

Los sensores y biosensores pretenden ser dispositivos cuya fabricacion se realice
de forma masiva a muy bajo coste. Asi, con una fabricacion econdmica, estos
dispositivos podrian ser de “uso personal” y desechables, es decir, de usar y tirar.
Por lo tanto, la investigacion y desarrollo de los sensores quimicos y biosensores
va también dirigida hacia disefios compatibles con tecnologias que posibiliten una
gran produccion de dispositivos a bajo coste. En este sentido tiene una gran
importancia el hecho de que los sensores se puedan desarrollan con tecnologias
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planas, de capas delgadas microlitograficas, como las que se utilizan en la
fabricacion de dispositivos microelectronicas y en circuitos impresos.
Eventualmente pueden construirse sensores de capas gruesas que no requieren
inversiones muy elevadas, como los producidos con técnicas serigraficas.

Figura 4. Instrumentacion portatil asociada a los sensores y biosensores (izquierda). Sensores
de “un solo uso” producidos mediante técnicas serigraficas (derecha). © UAB

Biosensores de ADN o genosensores

El grupo completo de instrucciones codificadas necesarias para producir un
organismo vivo y para programar sus actividades para toda su vida se denomina
genoma. El constituyente fundamental del genoma es el ADN (acido
desoxirribonucleico). Detectar cadenas de ADN se ha convertido en un area de
importancia creciente en numerosas aplicaciones tales como en la identificacion de
las personas y resolucion de casos forenses, en la deteccion y prevencion de
enfermedades hereditarias mediante el consejo genético, en antropologia mediante
el estudio de las corrientes migratorias humanas, en toxicologia y farmacologia
mediante el disefio de farmacos de accion puntual, en investigacion biomédica, en
la monitorizacion medioambiental, en la deteccién de agentes infecciosos (virus,
bacterias), y en la industria, principalmente en la monitorizacion de procesos
industriales biotecnoldgicos y en el control de calidad en industria alimentaria.



Como se puede intuir, la determinacion de secuencias de ADN de humanos,
microorganismos y plantas tiene cada dia mayor relevancia en otras numerosas
areas de interés. Pero las metodologias clasicas de anélisis de ADN quedan cada
vez mas desfasadas frente a una demanda creciente de mas informacion génica
en menos tiempo y a un coste menor. Ademas, la necesidad de analisis de ADN en
areas cada vez mas diversas —tales como la industria— con dispositivos cuya
utilizacion no requiera la supervision profesional, cuyo manejo sea sencillo y cuyo
coste sea menor facilito el desarrollo de metodologias alternativas a las clésicas.
Dentro de este contexto, y debido a la consecucién del Proyecto Genoma Humano,
los chips de ADN se han convertido en una alternativa necesaria a los métodos
clasicos de analisis de ADN. Los chips de ADN son unas plataformas en las que se
llevan a cabo centenares o incluso miles de analisis de genes en paralelo y que
han llegado a ser insustituibles en proyectos ambiciosos, como descifrar el codigo
genético de un organismo. Los chips de ADN, sin embargo, tienen limitaciones
para problemas analiticos mas especificos, como el de establecer de manera
rapida y econdmica el origen de una contaminacion microbiana o la identificacion
de un producto alimentario. Los genosensores obedecen a la demanda de analisis
de ADN con dispositivos que no necesiten la supervision profesional, con una
operacion simple y a un coste reducido.

Respecto a las técnicas clasicas de analisis de ADN la principal ventaja de los
genosensores es su capacidad de generar directamente una sefial mensurable, en
un periodo corto de tiempo, simplificar el procedimiento de analisis reduciendo el
numero de etapas, desarrollar los ensayos en condiciones diferentes a las del
laboratorio, su posible regeneracion y la posibilidad de miniaturizacion de la
instrumentacion asociada.

Se puede decir que un genosensor es un sensor quimico con ADN como elemento
de reconocimiento, o lo que es lo mismo, un biosensor de ADN.

El Grupo de Sensores y Biosensores de la Universitat Autonoma de Barcelona
(GSB) viene dirigiendo alguna de sus lineas de investigacion hacia el desarrollo de
biosensores de ADN electroquimicos, robustos, y econémicos, de uso simple, y
dirigidos a su aplicacion principalmente en la industria alimentaria y biotecnoldgica.
Los biosensores de ADN desarrollados por el GSB tienen como caracteristicas
principales su capacidad de generar una respuesta analitica en un corto lapso de




tiempo, simplificando el procedimiento de analisis y reduciendo el numero de
etapas necesarias. Estos ensayos genéticos simplificados pueden ser asi
realizados fuera del entorno del laboratorio mediante instrumentacion portatil.

Los dispositivos desarrollados buscan resolver un problema tecnoldgico en el
desarrollo de biosensores: la irreversibilidad de las interacciones entre los
electrodos y el material bioldgico, en este caso el ADN, mediante un proceso de
simple pulido con el objeto de reutilizarlos. Alternativamente se pueden fabricar los
biosensores mediante técnicas serigraficas (Figura 4), hecho que abarata su coste
permitiendo una utilizacion de un solo uso. La sefal analitica empleada se basa en
la oxidacion selectiva del ADN a un potencial especifico. Esta oxidacion del ADN
ocurre debido a sus bases nitrogenadas guanina y adenina. Esta medida directa
simplifica ain mas el proceso de anélisis ya que no se requiere un paso adicional
de marcaje, a diferencia de los procedimientos habituales de hibridacion. Los
dispositivos desarrollados han llegado a detectar cantidades infimas de ADN para
algunas aplicaciones, del orden de femtomoles (subnanogramos, o 10-19 gramos)
de secuencias especificas de ADN.

Todas las caracteristicas enunciadas hacen de estos biosensores de ADN,
desarrollados por el GSB, unos dispositivos de evidente interés comercial, ya que
su construccion con materiales simples permite la transferencia de esta tecnologia
hacia la fabricacion en serie de dispositivos de un solo uso en forma de kit
genosensor.

En particular, en el GSB hemos disefiado biosensores de ADN centrados en el
diagnostico alimentario, para la determinacion de contaminacion bacteriana. Se ha
desarrollado, en colaboracion con el Departament de Genética i Microbiologia de la
Universitat Autdbnoma de Barcelona, un biosensor de ADN para la determinacion
de la bacteria Salmonella (Figura 5). La deteccién precoz de este patdgeno
bacteriano es de capital importancia en la industria alimentaria, tanto de materias
primas como de productos terminados, ya que es un microorganismo responsable
de graves brotes de contaminacion alimentaria. El procedimiento total de analisis
es de 270 minutos, en contraste con lés 3 a 5 dias requeridos para su
determinacion con métodos microbiolégicos clasicos basados en el cultivo de la
bacteria.



Ademas de esta aplicacion, el dispositivo desarrollado puede ser utilizado en
diversas situaciones, para sélo citar algunas, en campos de aplicacion tan variados
como el clinico, industrial, biotecnologico, 0 medioambiental. Desde el punto de
vista de la tecnologia, solo es necesario disefiar el elemento de reconocimiento
bioldgico del biosensor de ADN con un gen especifico del problema analitico
concreto.
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Figura 5. Una bacteria como la Salmonella, uno de los principales patégenos alimentarios, puede
ser determinada en distintos alimentos precozmente, con el objeto de evitar brotes de
salmonelosis, mediante los biosensores. Los mismos pueden analizar la informacion
inmunolégica de la bacteria o bien, como en el caso de los dispositivos desarrollados en el Grupo
de Sensores y Biosensores de la UAB, su genoma.

Aplicaciones de los biosensores en la industria alimentaria

Como ya se explicara, los biosensores han encontrado su principal aplicacion en el
ambito clinico, cuyo mejor exponente es el biosensor de glucosa o en el andlisis
medioambiental. Sin embargo, sus aplicaciones se han ido ampliando a areas cada
vez mas diversas y fuera del ambito hospitalario. En el campo alimentario existe




una creciente demanda de este tipo de dispositivo respecto a otras metodologias
(Figura 6).

Figura 6. Metodologias utilizadas en el analisis alimentario. PCR (1), biosensores (2), analisis
microbiologicos (3), técnicas del ADN recombinante (4), técnicas inmunolégicas (6), otras (5).

Por ejemplo, son numerosas las legislaciones europeas que determinan el uso, la
elaboracion y condiciones de utilizacion de los diversos aditivos alimentarios,
especialmente aquellos que pueden causar efectos mutagénicos, tales como los
conservantes, antioxidantes o colorantes. Asimismo, la Unién Europea limita
también el contenido de determinados contaminantes en los productos
alimentarios, tales como metales pesados, plaguicidas y pesticidas, micotoxinas
(aflatoxinas), residuos de antibidticos o residuos de medicamentos (hormonas,
antibidticos, beta-agonistas). También para cumplir con lo establecido por la
legislacion vigente es necesario poder garantizar la ausencia de organismos
modificados genéticamente (OMG) en los productos alimenticios o, llegado el caso,
cuantificar su presencia y declararla en el etiquetado. En todos estos casos pueden
utilizarse biosensores para su determinacién rapida. Pero no solo se debe
garantizar la ausencia de OMG, sino que en otras ocasiones puede ser de utilidad
la garantia de la identidad de un producto alimentario acorde a su etiquetado,
siendo de especial utilidad biosensores para el analisis rapido de la composicion
de los alimentos o de sus materias primas. Asimismo, pueden encontrar aplicacion
el andlisis de la contaminacion con otros productos alimentarios no deseados, o
bien, de la contaminacion microbiana, en especial de Candida albicans, E. Coli, o,



como ya se explicara, de Salmonella. Otra aplicacion consiste en la determinacion
rapida del frescor de los alimentos, como por ejemplo, de la carne o del pescado,
basandose en biosensores capaces de reaccionar con compuestos producidos
durante la descomposicion de estos alimentos.

Por ultimo, es importante destacar que, como ya se comentara, la principal ventaja
del uso de los biosensores en el control de calidad de alimentos respecto a las
metodologias analiticas tradicionales, consiste en la rapidez en la respuesta, la
elevada especificidad y sensibilidad, asi como en la posibilidad de utilizarlos fuera
del ambiente del laboratorio in-line u on-line permitiendo la monitorizacion de todo
un proceso. Una ventaja fundamental de los biosensores es la posibilidad de
desarrollar instrumentos miniaturizados capaces de determinar simultaneamente
un gran numero de analitos. En esta direccion se encuentran principalmente
dirigidos los esfuerzos de investigacion del Grupo de Sensores y Biosensores de la
Universitat Autonoma de Barcelona.
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