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@ Resumen:

Brushita como sistema de inmovilizaciéon de enzimas y su
uso en biosensores amperométricos biocompatibles.

La presente invencién se refiere a un nuevo sistema de in-
movilizacién enzimatico que utiliza un material inorganico
biocompatible (Brushita, un cemento fraguado de fosfa-
to célcico) como matriz para la adsorcién de enzimas y
a un biosensor amperométrico preparado con dicho sis-
tema de inmovilizacion. Comprende el procedimiento de
fabricacién del biosensor y su aplicacion en medios acuo-
sos y predominantemente organicos.

En el proceso de fabricacion del biosensor, primero se
deposita una mezcla brushita-enzima sobre la superficie
electrodica y se deja secar al aire, a temperatura ambien-
te. Posteriormente se procede a la reticulacién intermo-
lecular del enzima adsorbido a la matriz, manteniendo el
electrodo modificado en vapor de glutaraldehido. El bio-
sensor resultante se utiliza para la determinacién de ana-
litos en disolventes acuosos y medios predominantemen-
te organicos.
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ES 2319059 B1

DESCRIPCION

Brushita como sistema de inmovilizacién de enzimas y su uso en biosensores amperométricos biocompatibles.
Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo sistema de inmovilizacion enzimatico que utiliza un material inorgdnico
biocompatible (Brushita, un cemento fraguado de fosfato célcico) como matriz para la adsorcién de enzimas, y a un
biosensor para la determinacién de analitos en medios acuosos y no acuosos basado en un sistema de inmovilizacién
de enzimas sobre brushita.

Estado de la técnica

Los biosensores constan de un transductor y un material biol6gico y uno de los aspectos mds relevantes en la
aplicabilidad de un biosensor es el tipo y calidad del material biolégico. En este sentido se han propuesto distintos
sistemas de inmovilizacion, entre ellos la adsorcidon de las biomoléculas sobre distintos materiales. Se trata de un
método sencillo que consiste en poner en contacto las moléculas de enzima con el material adsorbente durante el
tiempo suficiente para que se produzcan las interacciones entre la biomolécula y la matriz.

En la patente FR 2667077 se detalla el proceso de inmovilizacién de una proteina, preferentemente una enzima,
por adsorcién en un soporte sélido de un electrodo (vidrio, metal, polimero, componente de tela, fibra 6ptica, etc.)
y posterior reticulacidon por vaporizacion de un agente reticulante (glutaraldehido) por pulverizacién, para hacer mas
estable la enzima. En esta patente se reivindica también un biosensor que utiliza un electrodo enzimadtico obtenido
a través de este proceso de inmovilizacién para la determinacién de analitos en disoluciones acuosas que presenta
tiempos de respuesta cortos (del orden de 5-10 segundos).

Se han descrito distintos biosensores enzimaticos amperométricos que utilizan como soporte para la adsorcién
de la enzima matrices inorgdnicas como arcillas del tipo laponita (Cosnier and col., Mater. Sci. Eng., C., 2006, 26,
442-447; Li and Hu., J. Electroanal. Chem., 2003, 558, 155-165) e hidréxidos de doble capa (Mousty et al., Biosens.
Bioelectron., 2007, 22, 1733-1738), nanoparticulas de carbonato célcico (Shan et al., Biosens. Bioelectron., 2007., 22,
1612-1617), nanoparticulas de oro (Zhang et al., Biosens. Bioelectron., 2005, 21, 337- 345), nanotubos de carbono
(Zhao et al., Electrochem. Commun., 2003, 5, 825-829) e hibridos de nanoparticulas de oro con nanotubos de carbono
(Chen et al., Biosens. Bioelectron., 2007, 22, 1268-1274) utilizdndose para la determinacién de analitos en medios
acuosos. Entre las ventajas mds importantes de estos biosensores destacan, en algunos casos, la biocompatibilidad de
las matrices de inmovilizacion, en otros la conductividad eléctrica de los materiales utilizados, en otros la estabilidad
de los biosensores y en otros su sencilla fabricacion.

En los dltimos afios se han desarrollado los llamados biosensores de fase orgdnica, que son dispositivos capaces de
trabajar en disolventes orgdnicos, pudiéndose utilizar para la determinacién de analitos en muestras de muy distinta
naturaleza y ampliando asi el campo de aplicacién de los biosensores (Sanchez-Paniagua et al., 2006., Biomol. Eng,
23, 135-147; Sanchez-Paniagua et al., Biosens. Bioelectron., 2006, 21, 2320-2328).

La presente invencion, segin se expresa en el enunciado de esta memoria descriptiva, se refiere a un nuevo sistema
de inmovilizacién enzimatico que combina adsorcién y entrecruzamiento y utiliza como matriz para la adsorcién
de enzimas un material inorgdnico la brushita (cemento fraguado de fosfato célcico) que es biocompatible (Kumta
et al., Acta Biomater., 2005., 1, 65-83) y posee, ademds, caracteristicas de electrolito sélido (Tortet y col., J. Solid
State Chem., 1997., 132, 6-16). Asi mismo se refiere a un biosensor amperometrico cuyo componente bioldgico
consiste en uno o mas enzimas inmovilizadas en dicha matriz, para la determinacién de analitos en medios acuosos y
predominantemente orgdnicos.

Las aportaciones mas importantes de este nuevo dispositivo combinan la sencilla y rdpida fabricacion del biosensor
como consecuencia de la inmovilizacién por adsorcidn, la ampliacién del campo de aplicacion del biosensor a estudios
“in vivo”, como consecuencia de utilizar una matriz biocompatible, asi como a muestras de naturaleza hidrofébica,
ya que permite realizar medidas en medios no acuosos, y a la determinacion de analitos a niveles traza por la elevada
sensibilidad de estos dispositivos.

Descripcion de la invencion

Brushita como sistema de inmovilizacién de enzimas y su uso en biosensores amperométricos biocompatibles.

La presente invencidn se refiere a un nuevo sistema de inmovilizacién enzimatico que utiliza un material inorganico
biocompatible (Brushita, un cemento fraguado de fosfato cdlcico) como matriz para la adsorcién de enzimas, y a un
biosensor amperométrico basado en dicho sistema de inmovilizacién. Comprende el procedimiento de fabricacion del
biosensor y su aplicacién en medios acuosos y predominantemente orgdnicos.

La fabricacion del biosensor es un proceso sencillo que requiere los siguientes pasos: (1) adsorcién de la enzima
en la brushita y (2) entrecruzamiento intermolecular enzimatico con un agente entrecruzante. En primer lugar, se

deposita una mezcla brushita-enzima sobre la superficie de un electrodo y se deja secar al aire, a temperatura ambiente.
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El electrodo modificado se mantiene en vapor de glutaraldehido para llevar a cabo la reticulacién enzimadtica, que
evita en gran medida la pérdida de enzima aumentando la estabilidad del biosensor. En la Figura 1 se muestra una
micrografia de la superficie electrédica después de producirse la adsorcién y reticulaciéon enzimadtica, observandose
pequeiias particulas en buen contacto con la superficie del metal.

El material biolégico que se encuentra inmovilizado en brushita puede ser una o més enzimas oxidorreductasas.
Para el entrecruzamiento quimico se puede utilizar cualquier reactivo polifuncional que sirva como agente reticulante
enzimatico. El tipo de electrodo (transductor) utilizado dependera del analito a determinar.

La proporcién enzima-brushita en la mezcla puede variar entre 0,25 y 1,5; la cantidad de mezcla enzima-brushita
depositada en la superficie electrédica de drea 0,07 cm?, puede variar entre 12,5 ug-100 pg y tiempo de entrecruza-
miento enzimatico entre 5 y 25 minutos.

La determinacién de los analitos con el biosensor propuesto se lleva a cabo mediante amperometria, en agitacién
constante, en una celda electroquimica termostatizada, que contiene el biosensor, un electrodo auxiliar y un electrodo
de referencia, manteniendo el biosensor al potencial adecuado constante. Como consecuencia de la reaccion entre la
enzima inmovilizada y el analito, se produce la transformacién quimica del sustrato. En la superficie del electrodo de
trabajo (biosensor) tiene lugar la reaccién redox de alguna de las especies que participan en la reaccién enzimadtica,
generdndose una intensidad de corriente que estard relacionada con el analito presente en la muestra. El biosensor
resultante permite la determinacién de analitos en disolventes acuosos y medios predominantemente organicos.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la micrografia de las muestras tirosinasa/brushita con entrecruzamiento con glutaraldehido
sobre una superficie metélica.

La Figura 2 muestra la curva de calibrado de catecol en medio acuoso obtenida con el biosensor de tirosina-
sa/brushita en disoluciones tamp6n fosfato 0,1 M pH 6,0.

La Figura 3 muestra las curvas de calibrado de catecol en medios predominantemente organicos obtenidas con el
biosensor de tirosinasa/brushita en mezclas de disolvente organico:tampén (98,5:1,5): (a) etanol:tamp6n y (b) aceto-
nitrilo:tampdn.

La Figura 4 muestra la estabilidad del biosensor propuesto en (a) medio acuoso y (b) mezclas acetonitrilo:tampén
(98,5:1,5).

Modo de realizacién de la invencion

La presente invencidn se ilustra mediante los siguientes ejemplos, los cuales no son limitativos de su alcance.
Ejemplo 1
Preparacion de biosensor de tirosinasa inmovilizada en brushita sobre un electrodo de carbon vitrificado

Para la fabricacién del biosensor se prepara una suspension de cemento de brushita (2 mg mL™") por dispersién
en agua desionizada mediante agitacién durante, al menos, 12 horas y una disolucién de enzima (2 mg mL™") en agua
desionizada. Una cantidad de la mezcla acuosa de tirosinasa/brushita (25 ug:25 ug) se deposita sobre la superficie
(0,07 cm?) de un electrodo de carbén vitrificado. Se mantiene el electrodo al aire durante 2 horas para que se produzca
el secado total de la pelicula. Posteriormente, se produce un entrecruzamiento quimico de las moléculas de enzima,
manteniendo el electrodo durante 15 minutos en vapor de glutaraldehido.

Ejemplo 2

Determinacion de la concentracion de un derivado fendlico (catecol) disuelto en medio acuoso y medio predominan-
temente orgdnico

El biosensor preparado segin se describe en el ejemplo 1 se utiliza para la determinacién de catecol disuelto
en disolucién tampén fosfato (Figura 2) y en medios predominantemente orgdnicos, como son mezclas acetonitrilo-
tampo6n (98,5:1,5) y etanol-tampén (98,5:1,5) (Figura 3), mediante medidas amperométricas con agitacion constante,
aplicando al electrodo de trabajo un potencial de -0,1 V vs electrodo de calomelanos saturado, potencial al cual se
reduce la o-quinona producida en la reaccién enzimatica.

Las caracteristicas analiticas obtenidas en la determinacién de catecol en disolucién tampén fosfato son sensibi-
lidad 46,57 A M™' cm™, intervalo lineal 3 107°-3 10 M y limite de deteccién, correspondiente a 3 veces la sefial
del ruido, 1 nM. La concentracién maxima admisible para el contenido total de fenoles en aguas de bebida segtn la
legislacion de la Unién Europea (Directiva 80/778/EEC), es de 5 10~ M. Teniendo en cuenta el limite de deteccion
obtenido con este biosensor (1nM), estos dispositivos surgen como una interesante alternativa para este tipo de analisis.
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Cuando el catecol se encuentra disuelto en un disolvente predominantemente organico, como es la mezcla acetoni-
trilo:tamp6n fosfato (98,5-1,5), se obtiene una sensibilidad de 3,3 A M~! cm™, un intervalo lineal de 4 1078-7 10° M
y un limite de deteccién de 40 nM. Estos resultados demuestran que el biosensor se puede utilizar en el andlisis de
muestras orgénicas.

Los tiempos de respuesta obtenidos con estos biosensores fueron siempre menores de 12 segundos, caracteristica
que permite su uso como detectores en sistemas de flujo continuo.

Ejemplo 3
Estabilidad del biosensor

El biosensor, en medio acuoso, es muy estable durante los cinco primeros dias (las sefiales obtenidas se mantienen
por encima del 95% de la sefial inicial), descendiendo la sefial un 20% el séptimo dia y un 60% al transcurrir 9 dias.
En medio no acuoso el biosensor es muy estable durante 3 dias, comenzando el descenso de la sefal a partir del cuarto
dia, tal y como muestra la Figura 4.

Ejemplo 4
Precision del método analitico

Para evaluar la precisién del método analitico se estudié la repetibilidad y precision intermedia en medios acuoso y
predominantemente orgdnicos, obteniéndose los siguientes resultados. Se midi6 la corriente generada por una disolu-
cion de catecol en tampén de 100 nM y una disolucién de catecol 0,8 uM en acetonitrilo-tamp6n fosfato (98,5:1,5). En
medio acuoso se obtiene un coeficiente de variacién (CV) en el estudio de repetibilidad de 2,37% (n=10) y de 3,87%
(n=20) para la precisién intermedia. Los CV obtenidos en disoluciones no acuosas para repetibilidad y precisién
intermedia fueron 3,62% (n=10) y 5,55% (n=20) respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Material biolégico con enzima inmovilizada en su interior caracterizado porque contiene una o varias enzimas
adsorbidas en brushita.

2. Material biolégico con enzima inmovilizada, segin reivindicacién 1, caracterizado porque las enzimas son
oxidorreductasas.

3. Método de obtencién del material bioldgico con enzima inmovilizada descrito en las reivindicaciones 1y 2,
caracterizado porque comprende las siguientes etapas: (a) adsorcion del enzima a brushita y (b) reticulacion intermo-
lecular del enzima por vapor de glutaraldehido.

4. Uso del material biol6gico con enzima inmovilizada, segin reivindicacién 1, como parte de un biosensor.

5. Uso del material biolégico con enzima inmovilizada, segtn reivindicacién 4, donde el biosensor realiza medidas
amperométricas en disoluciones por agitacién constante.

6. Uso del material biolégico con enzima inmovilizada, segiin reivindicaciones 4 y 5, donde el biosensor consta de
un electrodo en cuya superficie se deposita una mezcla de enzima-brushita.

7. Uso del material biolégico con enzima inmovilizada, segin reivindicaciones 4, 5 y 6, donde el biosensor deter-
mina analitos en medios acuosos.

8. Uso del material biol6gico con enzima inmovilizada, segtn reivindicaciones 4, 5 y 6, donde el biosensor deter-
mina analitos en medios predominantemente organicos.
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