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RESUMEN

La necesidad de monitorear en corto tiempo los pesticidas organofosforados en los alimentos, ha llevado a
la investigacion sobre el desarrollo de herramientas analiticas capaces de cuantificarlos de manera simple, in
situ y en lo posible a bajo costo. De este modo, los alimentos que contengan residuos de plaguicidas a una
concentracion no permitida por la normatividad se descartarian rdpidamente. En la industria alimentaria y
especialmente en la produccién de leche por su masivo consumo y recambio constante se requiere que la
decision de calidad de la materia prima sea tomada lo mas pronto posible. Los biosensores enzimaticos
basados en Colinesterasa han sido desarrollados para el andlisis de plaguicidas organofosforados en aguas,
y con otras matrices estan haciéndose varias investigaciones. Para el mejoramiento de la sensibilidad en la
cuantificacion de los plaguicidas mediantes los biosensores, se han estado estudiando técnicas de
inmovilizacién enzimatica, materiales y tipos de electrodos de trabajo.
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DETERMINATION OF CHLORPYRIFOS USING ENZYMATIC BIOSENSORS: A REVIEW.
ABSTRACT

The need for monitoring organophosphate pesticides in food in a short time has led to research on the
development of analytical tools capable of quantifying them simply, in situ, and at low cost. In this way, food
with pesticide residues to concentration levels not allowed by normativity would be quickly discarded. In the
food industry and especially in the production of milk for its mass consumption and constant turnover, it is
required that the quality decision of the raw material is taken as soon as possible. The enzymatic biosensors
based in cholinesterase have been developed for the analysis of organophosphorus pesticides in water, and
there are reports that indicate their use in other arrays. To improve the sensitivity for quantification of
pesticides using biosensors, enzyme immobilization techniques, materials and types of working electrodes
have been studied.
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1. INTRODUCCION

La demanda de la alimentacion a nivel mundial
conlleva al uso mas intensivo de plaguicidas para
controlar las posibles pérdidas causadas por plagas
de animales, patdégenos de plantas y de malezas
[1]. Los pesticidas organofosforados constituyen al
grupo mas usado para proteger a las plantas de
enfermedades y de dafio ocasionado por insectos
[2]. Este grupo de plaguicidas son altamente
téxicos no sélo para los insectos, sino también para
los animales mamiferos incluyendo el ser humano,
los cuales puede ingresar a las personas por
inhalacion, absorcion en la piel o ingestion [2][3] .
La intoxicacién ocurre por la inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa, produciendo acumulaciéon del
neurotransmisor acetilcolina, que causa contraccion
muscular, convulsiones, depresion respiratoria y en
ocasiones muerte por asfixia [2][4]. Segun la
Division de Insumos Agricolas del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), del grupo de los
organofosforados el de mayor participacion
porcentual en ventas en Colombia es el Clorpirifos,
con un volumen aproximado de 372 toneladas y
243.000 litros al afio [5].

Actualmente, el analisis de clorpirifos en la industria
lactea se realiza mas comudnmente mediante
técnicas analiticas como la cromatografia de gases
(GC) y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) [6][7]. Estas técnicas son costosas, se
requiere de varias horas para la preparacion de las
muestras y el andlisis no se realiza en tiempo real,
lo que resulta siendo una gran desventaja en la
industria de alimentos.

El cumplimiento de las normas que garanticen el
bienestar de los consumidores y la inocuidad en los
productos alimenticios ha llevado a la industria a
pensar en el desarrollo de tecnologias practicas,
econOmicas e innovadoras. Los biosensores son
herramientas apropiadas para el analisis de
residuos téxicos de los alimentos en tiempo real[8].
Los biosensores tienen un elemento biolégico de
reconocimiento, asociado a un electrodo que
garantiza la deteccion e interpretacion de la
variacion de propiedades Opticas, fisicoquimicas,
eléctricas, entre otras, obtenida de la interaccion
entre el analito y el dispositivo analitico [9].

Los biosensores amperométricos son basados en
la medida de la corriente eléctrica generada por
procesos electroquimicos de oxidacién/reduccion
en el biomediador. Para esto, el elemento biolégico
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debe estar expuesto a un apropiado potencial de
oxido-reduccion [10]. El disefio de este tipo de
sensores requiere una serie de elementos, los
cuales se enuncian a continuacién: A) Proceso de
extraccion enzimatica: Proceso por medio del cual
se obtiene el biomediador a partir de un organismo
biologico [10]. El biomediador para la mayoria de
los plaguicidas organofosforados como el clorpirifos
es la enzima acetilcolinesterasa [11][9] B) Sistema
de electrodos: Permite la conduccion de la corriente
generada por el mediador y la aplicacion de un
potencial adecuado para garantizar las reacciones
de oxido-reduccion [10] Para las medidas
amperométricas en biosensores, normalmente se
utiiza la configuracion de tres electrodos,
denotados como: electrodo de trabajo (Working
Electrode WE), contra electrodo (Counter Electrode
CE) y electrodo de referencia (Reference Electrode
RE) [12]. C) Proceso de inmovilizacidon enzimatica:
Tiene como objetivo garantizar adherencia
mecanica y contacto eléctrico entre el biomediador
y los electrodos [12]. La inmovilizacion de enzimas
es un proceso en el que se confina o localiza a la
enzima en una region definida del espacio, para dar
lugar a formas insolubles que retienen su actividad
catalitica permitiendo que la enzima pueda ser
reutilizada repetidamente [13]. Las caracteristicas
del método de inmovilizacién empleado afectaran el
desempefio del sensor, incluyendo su sensibilidad,
nivel de ruido y tiempo de vida [12]. D) Hardware de
transduccion 'y acondicionamiento de sefal:
Consiste en una serie de circuitos electrénicos que
se conectaran al sistema de electrodos vy
acondicionaran la sefial de medida.

En este articulo se realiza una contextualizacion
sobre el uso y avance en el desarrollo de
biosensores enzimaticos basados en
Acetilcolinesterasa, los cuales son utilizados para
determinar pesticidas organfosforados como el
clorpirifos.

2. MATERIALES Y METODOS

El protocolo de revision utilizado para la busqueda
de informacién se basé en primera instancia en
definir el aspecto a investigar el cual fue determinar
los avances en el uso de biosensores para la
deteccion de plaguicidas, seguido a esto se realizd
una estrategia de busqueda de tres maneras:

i)

principales

Busqueda mediante palabras clave en las
bases de datos (SCOPUS vy
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ScienceDirect). Dicho tipo de blsqueda permitio
identificar los principales estudios publicados. La
cadena de busqueda utilizada fue:

(“biosensors” OR  “enzymatic  amperometric
biosensor” OR “Acetylcholinesterase biosensor”)

AND (Experiment OR study OR review OR
evaluation)
i) Busqueda oportunista, utilizando

Unicamente los términos:

“biosensor”; “enzymatic amperometric biosensor”;
“Acetylcholinesterase biosensor”; “pesticides and
biosensors”.

iii) Revision de las referencias bibliogréaficas
citadas en los articulos seleccionados. Este tipo de
basqueda, aunque extremadamente tediosa,
permitid identificar estudios antiguos, no indexados
en bases de datos y/o con titulos muy poco
precisos.

El criterio de seleccion de la informacién estuvo
basado principalmente en articulos de trabajos
que aportaban informacién enfocada y relacionada
al objetivo del actual escrito.

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Desarrollo de los biosensores
enziméticos basados en colinesterasa.

3.1.1 Acetilcolinesterasa. La acetilcolinesterasa es
una enzima que cataliza la hidrolisis de la
acetilcolina, uno de los mas importantes
neurotransmisores que juega un rol vital en el
sistema nervioso central [14][15]. Es responsable
de la transmisién de los impulsos nerviosos a las
sindpsis colinérgicas y se piensa que su funcion
también esta relacionada con la memoria humana y
la enfermedad del Alzheimer [16]. La actividad de la
acetilcolinesterasa consiste en degradar
aproximadamente 25,000 moléculas de acetilcolina
por segundo en colina y acido acético. La colina
producida es transportada al interior de las
terminaciones nerviosas y usada para la sintésis de
nuevas moléculas de acetilcolina [17]. El sitio
activo de la acetilcolinesterasa se caracteriza por la
triada catalitica constituida por: histidina, serina y
acido aspartico [18] [19]. Bajo condiciones
normales la actividad catalitica comienza a llevarse
a cabo cuando el grupo hidroxilo de la serina del
sitio activo de la enzima es atraido por el grupo
amonio cuaternario de la acetilcolina. En presencia
de pesticidas organofosforados como el clorpirifos,
el grupo hidroxilo de la serina del sitio activo de la
enzima interacciona con el grupo fosfato del
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pesticidad, produciendo un intermediario de la
enzima fosforilada que bloquea la actividad
enzimatica [20]. Para el uso en biosensores, la
enzima es extraida de la Drosophila melanogaster y
la Electric Eel [16].

3.1.2 Biosensores enzimaticos basados en
Colinesterasas. Para la fabricacién de biosensores
han sido usados dos tipos de Colinesterasas: La
acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa
(BuChE), la primera mucho més usada que la
segunda [16]. Estructuralmente ambas
biomoléculas son similares, la diferencia mas
caracteristica se encuentra en el substrato que
hidrolizan, de este modo BuChE hidroliza
butiriicolina y AChE hidroliza acetilcolina [21].
Ademas de los substratos naturales, las
colinesterasas son capaces de hidrolizar esteres de
tiocolina tales como: acetiltiocolina, butiriltiocolina,

propioniltiocolina, acetil-B-metiltio-colina, de las
cuales los mas usados para el disefio de
biosensores han sido la butiriltiocolia y la

acetiltiocolina [21]. EI primer biosensor enzimatico
basado en colinesterasa se reporté en 1980, cuya
enzima usada fue la butirilcolinesterasa [22]. Luego
de esto se ha desarrollado lo que se conoce como
las generaciones de biosensores basados en
colinesterasa.

3.2 Primera generacioéon

3.2.1 Biosensor amperométrico bi-enzimatico.
Representada por un biosensor amperométrico bi-
enzimatico, cuyas enzimas usadas fueron la
colinesterasa y la colina oxidasa. En este sistema la
colinesterasa hidroliza substrato natural
(acetilcolina para AChE y butirilcolina para BUChE)
a colina y acetato. La Colina no es
electroquimicamente  activa por tal motivo, la
segunda enzima colina oxidasa es usada para
producir peréxido de hidrogeno que puede ser
amperomeétricamente detectado a
aproximadamente  +650mV. Esta  deteccion
indirecta de la actividad de la colinesterasa implica
que el sensor sea suceptible a interferencias de
otras especies electroactivas presentes en el medio
de reaccion [23]. Ambas enzimas son inmovilizadas
sobre el electrodo de trabajo en igual o diferente
matriz de inmovilizacion [24] [25] [26] o una puede
ser inmovilizada y la otra adicionada en solucion
[27] [28].

3.2.2 Biosensor potenciométrico mono-
enzimatico. La deteccién potenciométrica de la
actividad de la enzima AChE se basa en la medida
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del cambio de pH y/o en el potencial redox en la
capa de la enzima. El cambio de pH se debe a la
produccion de acido acético por la hidrélisis de la
acetilcolina  llevado a cabo por la actividad
enzimatica [16]. En los primeros biosensores
potenciométricos construidos, la enzima fue
inmovilizada sobre el electrodo de trabajo (medidor
de pH) mediante atrapamiento fisico [29] [30].
Luego se desarrollaron sensores para la medicién
de pH como transductores de ion-selectivo [30].
[31] o sensores potenciométricos luz- direccionable
[32] conocidos como ISFET y LAPS.

3.3 Segunda Generacién

3.3.1. Biosensores de colinesterasa mono-
enziméticos. Se utilizan substratos no naturales
como acetiltiocolina para la AChE y butiriltiocolina
para la BUChE. Este sistema esta basado en la
deteccion amperométrica directa de tiocolina,
producto de la reaccion catalizada por la enzima. El
uso de una sola enzima simplifica el disefio del
sensor vy la deteccion potenciométrica ocurre a
+410mV [16]. En el electrodo de trabajo se utilizan
mediadores electrénicos para determinar la
actividad de la enzima mediante el potencial de
oxidaciéon del mediador. Se conoce que los
sensores con mediadores son menos susceptibles
a compuestos que pueden actuar como
interferencias debido a su bajo voltaje utilizado
[16]. Los mediadores son generalmente
inmovilizados sobre la superficie del electrodo de
trabajo. Dicho proceso puede llevarse a acabo en la
misma matriz de inmovilizacién de la enzima o en
otra separada [33]. La enzima es inmovilizada en el
electrodo de trabajo mediante la técnica de
entrecruzameinto o cross-linking mediante el uso
de reactivos bifuncionales como el glutaraldehido
[34] [35].

3.4 Otros
resportados
La Rosa et al. 1994 [36] y Andreescu, et al., 2002
[37], reportan la construccién de biosensores en
donde usan 4-aminofenil acetato como substrato. El
producto de la reaccion catalizada por la enzima
con este sustrato es 4-aminofenol, el cual puede
ser detectado amperométricamente. Este sistema
presenta varias ventajas dentro de las que se
destaca el no uso de mediadores electrénicos,
ademas el sustrato es soluble en solventes
organicos, lo cual es conveniente para la deteccion
del analito en un medio orgénico [37].

biosensores de colinesterasa
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Otro ejemplo de biosensor es el elaborado por
Ghindilis et al. (1996) [30] el cual consiste en un
biosensor tri-enzimatico amperométrico, en donde
las tres enzimas fueron co-inmovilizadas sobre la
superficie del electrodo de trabajo mediante cross-
linking con glutaraldehido en la misma matriz de
inmovilizacion.

3.5 Inmovilizacién de la enzima Colinesterasa
Segun lo descrito en la literatura la inmovilizacion
de la enzima sobre el electrodo de trabajo o
también llamado transductor es el paso mas
importante en el desarrollo de un biosensor
enzimatico. Las interacciones que ocurren entre la
enzima y el material del electrodo son
indispensables para el biosensor en términos de
sensibilidad, estabilidad, tiempo de respuesta y
reproducibilidad.

Existe una gran variedad de métodos mediante los
cuales la enzima puede ser inmovilizada sobre el
transductor:

3.5.1. Adsorcién fisica. Consiste en la deposicion
sencilla de la enzima sobre el material del electrodo
unida a este mediante fuerzas débiles, tales como
Van der Waals e interacciones electrostaticas.
Dentro de las ventajas de esta técnica se resalta
que es simple y barata, no hay dafio a la enzima,
no hay cambio quimico del soporte y es reversible
para permitir la regeneracion de la enzima libre. Las
desventajas se asocian a que se puede presentar
fuga de la enzima, un tiempo de respuesta corto,
los biosensores generalmente sufren de una pobre
estabilidad operacional y de almacenamiento,
sensibilidad a los cambios de pH, temperatura y
fuerza iénica [38].

3.5.2. Atrapamiento fisico. La inmovilizacién se
realiza mediante el atrapamiento de la enzima en
una matriz constituida por un gel sélido, polimero o
membrana. Como ventajas de la técnica se tiene
que el procedimiento se realiza en una etapa a
temperatura ambiente, no hay dafios a la enzima, la
inmovilizacibn es simple y econ6mica, nho se
presenta ningin cambio quimico del soporte.
Dentro de las desventajas se encuentra fuga de la
enzima, inmovilizacién inestable, gran variedad y
namero de polimeros biocompatibles, problemas de
reproducibilidad y finalmente se puede encontrar
dificultades con la difusion del substrato debido al
tamafio de poro [37] [39] [40].
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3.5.3. Acoplamiento covalente. Este es el
procedimiento mas utilizado para la inmovilizacion
de la colinesterasa. AChE, uniendose
covalentemente a las superficies de un transductor.
Tipicamente, el procedimiento implica Ia
modificacién del transductor con un agente de
reticulacion bifuncional tal como glutaraldehido,
carbodiimida / succinimida 0
aminopropyltriethoxysilanes. Esta técnica presenta
ausencia de barreras de difusion, tiempo de
respuesta corto, ninguna fuga de la enzima, y una
amplia gama de opciones para la seleccion de
material de soporte (haciendo el método flexible
con propiedades quimicas y fisicas especificas)
[41] [42] [43] [44]. Para este tipo de inmovilizacion
se requiere alta cantidad de enzima, ademas se
puede presentar una posible desnaturalizacion y
los procedimientos suelen ser costosos Yy
complicados [45] [46].

3.5.4. Monocapa autoensamblada (SAM). Es una
capa organizada de moléculas anfifilicas en el que
un extremo de la molécula muestra una actividad
especifica reversible por el substrato. Este tipo de
inmovilizacibn se usa cuando la superficie del
transductor esta hecha de metal (particularmente
oro). Este método garantiza la orientacion y el
control espacial de las enzimas en el proceso de
inmovilizacion y la ausencia de barreras de

difusién, pero el posible ensuciamiento del
electrodo y la estratificaciéon reproducible de
biomoléculas sigue siendo wuna limitacion

importante [47][48].

3.5.5. Inmovilizacion orientada. La mayor limitacién
en la inmovilizacion de enzimas es asegurar el
control espacial de la biomolécula y minimizar la
pérdida de actividad enzimatica durante dicho
procedimiento. La inmovilizacion orientada de
AChE se realiza a través de grupos funcionales
especificos localizados en su superficie, asi los
sitios activos pueden ser afrontados hacia los
analitos de interés presentes en la muestra, y los
sustratos y los productos pueden difundirse
libremente en la capa biolégica [49]. Se ha utilizado
la AChE de la Drosophyla melanogaster la cual ha
sido manipulada mediante ingenieria genética,
realizandose la adicién de residuos de histidina al
grupo carboxilo terminal de la enzima. Los
biosensores desarrollados de esta manera
mostraron un aumento de la sensibilidad y limite de
deteccibn méas bajo, pero tiene una operativad y
estabilidad de almacenamiento reducido con
respecto a los procedimientos de atrapamiento
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fisico [37] [39]. Un aspecto positivo es la baja
cantidad de enzima requerida y la reutilizacién de
la misma. El requerimiento de la presencia de
grupos especificos en el bioreceptor y el proceso
de adicion de dichos grupo puede ser engorroso.

3.6 Electrodos: tipos y materiales

Comunmente la enzima se deposita sobre la
superficie del electrodo de trabajo y la actividad de
la enzima se mide afiadiendo el sustrato a la
solucion. Inicialmente los biosensores basados en
Colinesterasa utilizaron electrodos tipo Clark, que
usaba un electrodo de oxigeno para la deteccion
amperométrica y un electrodo sensible al pH para
la deteccion potenciométrica. En ambos casos, la
enzima es inmovilizada mediante atrapamiento
fisico sobre la superficie del electrodo de oxigeno o
mediante el uso de membranas sensibles al pH.
Posteriormente se utilizaron electrodos sdlidos tales
como platino, oro, carbono vitreo y los electrodos
de pasta de carbono [50]. En algunos casos estos
electrodos son guimicamente ylo
electroguimicamente activados para afiadir grupos
funcionales en su superficie con el objetivo de la
posterior fijacién de la enzima.

El uso de electrodos sdlidos ofrece un buen
rendimiento analitico para la determinacién de la
actividad de la colinesterasa pero presenta varias
limitaciones importantes para las mediciones de
inhibicién. Debido a la inactivacién de la enzima por
el inhibidor, para utilizar nuevamente el biosensor
requiere la regeneracién y/o sustitucion de la capa
de enzima. Por lo tanto, un nuevo electrodo tiene

que estar preparado para cada medicion,
incluyendo la calibracion del sensor y la
determinacion de muestras  desconocidas.

Dependiendo del material del electrodo, los pasos
de preparacion pueden incluir el pulido mecanico, la
activacion de la superficie del electrodo, la unién de
los mediadores electrénicos y, en algunos casos, la
cobertura con capas adicionales para aumentar la
estabilidad de la enzima. Ademas, estos electrodos
son costosos y su producion por grandes
cantidades es casi imposible. Debido a estas
limitaciones y a la naturaleza de las mediciones de
inhibicién, a finales de 1990, la mayoria de los
electrodos sélidos para biosensores de AChE
fueron reemplazados por los electrodos producidos
por serigrafia [33] [51] [52] [53].

Otra tendencia mas reciente en la fabricacion de
biosensores basados en la colinesterasa es utilizar
materiales nanoestructurados y nanocompuestos
para obtener una gran area superficial y una mayor
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sensibilidad [54]. Un ejemplo es el uso de
nanotubos de carbono. En este caso, el biosensor
se fabrica por la deposicion de nanotubos sobre la
superficie del electrodo de trabajo de un electrodo
serigrafiado, seguido de secado y simple
deposicion de AChE en solucién [55][23]. El sensor
se caracteriza por una elevada area superficial que
mejora  la actividad electrocatalitica hacia la
tiocolina, lo que facilita el funcionamiento a bajo
potencial sin el uso de mediadores electrénicos. El
uso de nanomateriales y nanocompuestos en
biosensores basados en Colinesterasa es
relativamente inexplorado y representa una linea de
investigacién importante para futuros avances.

4. CONCLUSIONES

Los biosensores basados en colinesterasa
prometen ser una herramienta analitica de alto
potencial para la determinacién de clorpirifos en
alimentos por su alta sensibilidad y selectividad y
por la cuantificacion del analito in situ.

La utllizacibn e implementacibn de estas
herramientas en la industria  alimentaria
contribuyen al cumplimiento de la normatividad
existente para la calidad de los alimentos, lo que
garantiza seguridad para el consumidor.

La optimizacion de los biosensores enzimaticos
no se basa solo en su alta selectividad y
sensibilidad, si no también, en hacer de estos un
instrumento econdémico, con rapida velocidad de
respuesta y facil de transportar.
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