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Resumen
El fésforo es uno de los elementos mas importantes para
eldesarrollodelavida en la Tierra, siendo vital para plan-
tas, animales y seres humanos. Sin él, los procesos ba-
sicos para el desarrollo de la vida, como la fotosintesis y
el aprovechamiento de energia, serian imposibles. Es por
esto que sumonitoreo en diversas areas, por ejemplo, en
la agricultura y la medicina, es de suma importancia para
conocer sus niveles y poder actuar asertivamente. El si-
guiente articulo presenta a los hiosensores como una
alternativa interesante para la cuantificacién de fosfato
teniendo en cuenta su hajo costo y alta selectividad al
analito de interés, asi como una recopilacién de traba-
jos previos que han desarrollado biosensores a través de
diferentes técnicas de reconocimiento y transductores.
Palahras clave: biosensar, fosfato, transductor, bac-
teria, agricultura

Abstract

Phosphorus is one of the most important elements for
the development of life on Earth, being vital for plants,
animals and humans. Without it, the basic processes
for the development of life, such as photosynthesis and
energy use, would be impossible. This is why its moni-
toring in various areas, for example, in agriculture and

medicine, is of utmaost importance to know its levels and
be able to act assertively. The following article presents
biosensors as an interesting alternative for phosphate
quantification due to their low cost and high selectivi-
ty to the analyte of interest, as well as a compilation of
previous works that have developed biosensors through
different recagnition techniques and transducers.

Keyuwords: biosensor, phosphate, transducer, bacte-
ria, agriculture

Introduccién

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricul-
tura y la Alimentacion (FAO) realizé un estimado que
dice que para el afio 2030, la poblacién mundial alcanzara
los 9000 millones de hahitantes, lo que requerira nuevas
estrategias para mantener el ritmo de la produccién de
alimentos y poder satisfacer la demanda alimenticia. Lo
anterior incluye a la industria agricola (Organizacién de las
Naciones Unidas, 2022), por lo tanto, se emplean diversas
practicas para asegurar cierto nivel de calidad y de pro-
ductividad en los cultivos, tales como los fertilizantes, que
son utilizados con el objetivo de suplementar a los cultivos
de los nutrientes que necesitan para alcanzar su 6ptimo
crecimiento y desarrollo (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, 2002).
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Para disefiar un esquema adecuado para la fertili-
zacion de los cultivos se necesitan andlisis quimicos que
usualmente se obtienen a través de pruebas de labora-
torio que son complejos e intensos, ademas de costosos
y toman mucho tiempo. El monitoreo continuo de los di-
ferentes parametros del suelo y de la informacion quimi-
ca de los cultivos que demanda la agricultura hoy en dia
no pueden ser atendidos de manera rapida con las téc-
nicas de monitoreo tradicionales (Mapare et al., 2013).
A pesar de que actualmente existen varios métodos de
andlisis para cuantificar macronutrientes como fosforo,
nitrdgeno o potasio en los cultivos, estos presentan di-
versas desventajas (Wieczorek et al., 2022).

Algunos ejemplos de técnicas son las espectro-
fotométricas y las espectrométricas como la espectro-
metria de absorcién atémica de llama (FAAS), espectros-
copia de absorcion atémica electrotérmica (ETAAS), la
espectroscopia de emision éptica de plasma acoplado in-
ductivamente (ICP-0ES] y la espectroscopia de emision
atémica de plasma acoplado por induccién (ICP-AES).
Todos estos métodos tienen en coman que la precision
del andlisis dependera de la efectividad de la destruccién
total de la muestra vegetal, lo cual compromete la sensi-
bilidad de los mismos. Otra desventaja es el largo tiempo
que toma la descomposicion de la muestra y lo peligroso
que es hacer este tipo de preparaciones para el analista
debido al uso de acidos concentrados a altas tempera-
turas (Mapare et al,, 2013; Wieczorek et al., 2022).

Por otra parte, un biosensor es un sistema analitico
que es utilizado para la deteccién de cierto analito de in-
terés, por lo que puede asociarse a una alternativa a los
métodos tradicionales antes mencionados. Este sistema
esta conformado por un elemento hioldgico de reconoci-
miento y un transductor de sefial para obtener una sefial
medible que es proporcional a la concentracion del ana-
lito de interés (Dai g Choi, 2013). Adicional a esto, tam-
bién es necesaria una herramienta de analisis de datos
y de visualizacién. La tecnologia de los biosensores tie-
ne una amplia gama de aplicaciones como la agricultura,
estudios ambientales, diagnéstico de enfermedades e
inspeccion y seguridad de los alimentos por mencionar

algunas (Singh et al,, 2023). En la Figura 1 se presenta la
composicion de un biosensor.

Figura1
Componentes de un hiosensor (Bonetto et al., 2018).
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El esquema sugiere gue los biosensores son una herra-
mienta competitiva y mas atractiva en contra de los
métodos convencionales de medicién gracias a su alta
sensibilidad y especificidad (Singh et al., 2023). Esto in-
dica que la interaccion durante la medicién Gnicamente
ocurrira con el analito de interés, ademas, el corto tiem-
po de reaccién permite tener una cuantificacion rapida y
la facilidad de trabajar en tiempo real. Sin embargo, los
biosensores actuales atn necesitan el desarrollo de mé-
todos para la deteccion de la respuesta que sean igual
de especificos que los equipos de laboratorio y cumplan
con la ventaja de la sensibilidad, puesto que actualmente
varian entre el 70% y el 80%, ademas, deben satisfacer
la demanda de portabilidad (Hicks et al., 2020).

Métodos

La basqueda bibliografica se realizé en plataformas
cientificas como Google Académico, ScienceRirect, MDPI,
PubMed Springer. Se utilizaron como palabras clave
“biosensores”, “biosensores bacterianos”, “agricultu-
ra”, “fosfato”, “aplicaciones”, “E. coli”. Se consideraron
articulos cientificos y reviews que pertenecieran a re-
vistas indexadas, asi como también articulos de divul-
gacion. Primero se presenta informacion acerca de las
técnicas actuales para la cuantificacion de fosfato en los
cultivos, en seguida se exponen los tipos de hiosensores,
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su clasificacién y caracteristicas. Finalmente se recopi-
lan ejemplos de diferentes biosensores opticos y se se-
fialan sus ventajas y desventajas.

Clasificacién de biosensores

Existen principalmente dos tipos de hiosensores, los
cataliticos y los de afinidad (Borisov § Wolfbeis, 2008).
Asimismo, existen hiosensores microhianos o celulares
(Dai g Choi, 2013). En la Tabla 1 se muestra una clasifi-
cacion de hiosensores segiin su caracteristica principal.

Tabla1
Clasificacion de hiosensores por su mecanismo de accién

Tipo de Biosensor  Caracteristica Cita

Catalitico Uso de biocomponen-  (Borisov g Wolf-
tes que reconocen heis, 2008)
especies hioguimicas
y las transforman a
través de una reac-

Cién guimica enun
producto.

Afinidad Uso de un elemento (Borisov g Wolf-
de reconocimiento beis, 2008)
biolégico para que el
analito de interés se
unaaél.

Microbiano Uso de microorga- (Dai & Choi,
nismos como sistema  2013).

para cuantificar los
analitos de interés, a
causa de las enzimas
que estan en las cé-
lulas y que producen
una respuesta de
manera especifica y
selectiva a la presen-
cia de estos analitos.

La clasificacion de los hiosensores es amplia y no se limi-
taalos tres tipos antes mencionados, también los pode-
mos clasificar por su transductor o elemento hiolégico
de reconocimiento (Tetyana et al., 2021).

Transductores

Como se menciond anteriormente, l0s biosensores ne-
cesitan de un transductor que pueda obtener una sefial
medible proporcionada por la parte biolégica del mismo.
Las sefiales electroguimicas, opticas, térmicas y de ma-
sas se pueden utilizar como esos factores medibles aso-
ciados al analito de interés presente en las muestras de
analisis (Faridbod et al,, 2014). Dicho esto, dependiendo
del tipo de sefial, los transductores se dividen en elec-
troguimicos, épticos, térmicos y piezoeléctricos (Bhard-
waj, 2015).

Existen diferentes tipos de transductores opticos
dentro de la tecnologia de biosensores para producir
los cambios necesarios en diferentes propiedades 6p-
ticas cuantificables como lo puede ser adsorcion, lumi-
niscencia, fluorescencia o indice de refraccién. Los mas
estudiados son los biosensores fluorescentes, biolumi-
niscentes y los colorimétricos en vista de sus diversas
ventajas como su selectividad, sensibilidad y flexihilidad
(D’Souza, 2007, Lei et al., 2006).

Los transductores electroquimicos reciben sefia-
les eléctricas al momento que hay una reaccién entre
la biomolécula y el analito de interés, lo que produce un
cambio guimico sobre el piso de electrodos (Bhardwaj,
2015). En el caso de los transductores térmicos, estos
detectan cambios en la temperatura, debido a que se
basan en la absorcién o produccion de calor. Esto quiere
decir que se produce una sefial analitica causada por los
camhbios de temperatura que ocurren en el medio en que
se da la reaccién. Se componen de termistores (senso-
res de temperatura) y enzimas inmovilizadas. Una vez
que ocurre la unién entre el analito y la enzima, el sensor
térmico mide la interaccion obtenida de la reaccién de
calory esta es calibrada por la concentracion del analito,
lo que finalmente se traduce como que el total de calor
producido o absorhido en la reaccin es proporcional a
la entalpia y el nimero total de moléculas en la reaccién
(Faridbod et al., 2014).

Los transductores piezoeléctricos son capaces de de-
tectar el cambio en la masa por la interaccién que ocurre
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entre elanalito y la hiomolécula de deteccion, y funcionan
a través de cristales que pasan una deformacion eléctri-
ca después de la aplicacion de un potencial eléctrico. Los
potenciales alternos se encargan de producir ondas es-
tacionarias en el cristal en una frecuencia caracteristica,
el cual debe estar recubierto con un elemento hiolégico
de reconocimiento para que la unién del analito y el re-
ceptor cause un camhio en la frecuencia de resonancia
y de esta manera producir una sefial analitica (Faridbod
et al, 2014).

Elemento Biol6gico de Reconocimiento

Este componente es de suma importancia para el de-
sarrollo de los biosensores, dehido a que es este el que
sera responsable de la deteccion de tanto la presencia
como de la concentraci6n del analito que se busca anali-
zar. Es resultado a este receptor bioguimico que se da el
reconocimiento a algan analito en especifico, ya que de la
interaccién entre ambos se genera una sefal, que pue-
de ser pH, calor, luz, carga o cambio de masa. Este ele-
mento biolégico de reconocimiento debe ser altamente
especifico, pues se busca que sea capaz de detectar el
analito objetivo, por lo tanto, se le atribuye la capaci-
dad del biosensor de ser altamente sensible y selectivo
(Bhalla et al., 2016).

Los biosensores enzimaticos son muy Gtiles para la
detecci6n veloz de cambios en niveles de metabolitos
en tiempo real. Incluso, el primer hiosensor del mundo
fue uno de este tipo: creado en 1967 por Updike y Hicks,
quienes desarrollaron un electrodo funcional capaz de
llevar a cabo la detecci6n de niveles de glucosa (Updike
& Hicks, 1967). En su mayoria, este tipo de biosensores
son utilizados para la deteccion de urea y glucosa; por
lo gque su desarrollo es de mayor interés por su gran im-
portancia comercial para los campos clinicos y médicos.
Tienen la ventaja de ser reutilizables y de uso prolonga-
do, debido a que las enzimas como elemento hioldgico de
reconocimiento no pueden ser consumidas, aungue esto
también depende de la estabilidad de la enzima (Tetyana
et al., 2021).

Dentro de esta clasificacién se encuentran los hio-
sensores que utilizan al ADN como elemento biolégico de
reconocimiento, es decir, se utiliza a los acidos nucleicos
como los receptores que detectan tanto proteinas como
compuestos no macromoleculares que interaccionan con
fragmentos del ADN llamados cebadores de ADN. La in-
teraccion se origina a partir de la creacién de enlaces de
hidrégeno estables entre las cadenas de acido nuclei-
co que conforman la doble hélice. La fuerte correlacion
de las cadenas de nucleétidos alineadas en las regiones
complementarias de las bases tiene un impacto signifi-
cativo en la sensibilidad de los hiosensores que se basan
en ADN, ARN y acidos peptidicos-nucleotidicos, convir-
tiéndolos en la herramienta mas sensible (Tetyana et al.,
2021). En la Figura 2 se muestra la clasificacién de bio-
sensores segn su elemento hiolgico de reconocimiento
(bioreceptor y transductor).

Figura 2
Clasificacion de hiosensores segiin receptores y transducto-
res (Vaidya g Annapure, 2019)
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Una vez establecidas las definiciones de elemento hio-
l6gico de reconocimiento y transductor, es importante
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hablar acerca de la inmovilizacién de los elementos hio-

reconocimiento. Cuando hay una membrana de por medio

l6gicos, paso igualmente relevante que no puede faltar se requieren dos etapas, la sintesis del polimero funcional

en el desarrollo del biosensor para su correcto funcio-
namiento. La inmovilizacién hace referencia a la union del
elemento biolégico a la superficie del transductor, ya sea
atrapando al elemento completo o que haya una inte-
raccién entre ambos. Es de especial cuidado la eleccion
del método de inmovilizacién, debido a que puede inacti-
varse el elemento biolégico de reconocimiento si se elige
un procedimiento que sea inapropiado. Existen princi-
palmente dos técnicas de inmovilizacién, la quimica y la
fisica (Naresh g Lee, 2021) .

Cuando se habla de una inmovilizacién fisica se re-
fiere a la unién entre enzimas y la superficie del trans-
ductor sin la creacién de enlaces quimicos de por medio,
se clasifican en adsorcion y atrapamiento. En el primero
pueden intervenir fuerzas de Van Der Waals, enlaces io-
nicos, enlaces de hidrégeno y fuerza electrostatica. En
cuanto al atrapamiento fisico, se necesitan matrices 30
que capturen fisicamente a los elementos de hiorecono-
cimiento a través de enlaces covalentes y no covalen-
tes. Estas matrices pueden estar hechas de materiales
organicos (alginato, gelatina, celulosa, fotopolimero, po-
liacrilamida, etc.) o inorganicos (carbdn activado o ma-
teriales porosos de cerdmica). Este proceso se puede
realizar de dos maneras, donde la enzima se mezcla con
una solucién de monémeraos, luego la polimerizacion de
dicha solucion se lleva a cabo mediante una reaccién qui-
mica o a través de la modificacion de las condiciones ex-
perimentales (Naresh g Lee, 2021; Sassolas et al., 2012).

En cambio, cuando se trata de una inmovilizacién qui-
mica se habla de que si existe la formacion de enlaces qui-
micos fuertes entre los grupos funcionales presentes en
el elemento de hioreconocimiento (que no son esenciales
para su actividad catalitica) y la superficie del transduc-
tor. Estos enlaces quimicos pueden ser enlaces covalen-
tes o de entrecruzamiento (Naresh g Leg, 2021). Cuando
se lleva a cabo una inmovilizacién mediante un enlace co-
valente se habla de una union sélida entre la superficie
del transductor a una matriz inerte de membrana (que
esta fijada directamente al transductor] y al elemento de

y posteriormente, la inmovilizacién covalente. La union
del elemento biolégico de reconocimiento a la membrana
se lleva a caho, en la mayoria de los casos, a través de
la activacion inicial de la superficie utilizando reactivos
multifuncionales. Después del acoplamiento del elemento
de reconocimiento a la membrana ya activada se procede
a la eliminacion del exceso y de hiomoléculas libres (Sas-
solas et al., 2012).

En cuanto a la inmovilizacién por entrecruzamiento,
esta se produce a través de la creacién de enlaces co-
valentes intermoleculares cruzados entre los elemen-
tos biolégicos de reconocimiento o entre los elementos
de reconocimiento y proteinas funcionalmente inertes.
Aligual que en el método anterior, se utilizan reactivos
multifuncionales que tienen la funcién de actuar como un
conector entre las moléculas del elemento de reconoci-
miento y la superficie del transductor (Martinkova et al.,
2017).

Caracteristicas importantes de un biosensor
Tabla2

Caracteristicas de un biosensor
(Morales g Halpern, 2018)

Selectividad Sensibilidad Reproducibilidad
Es la capacidad que  Es la relacién La capacidad de

tiene un hiosen- que hay entre elaborar maltiples
sor de emitir una el cambioenla hiosensores igua-

respuesta positiva
relacionada (nica-
mente a la interac-
cién con el analito
ohjetivo.

concentracion del
analito de interés y
laintensidad de la
sefial que es trans-
ducida.

También se puede
referir a las con-
centraciones mini-
mas y maximas del
analito de interés
que el biosensor
puede medir con
precision.

les que sean capa-
ces de generar la
misma respuesta
ante un analito de
interés.
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Biosensores para cuantificar fosfatos

El campo de la medicina no se queda atras en el desa-
rrollo de nuevas alternativas mas selectivas y rapidas
para detectar ciertos analitos de interés con el uso de
biosensores. Se realiz6 un biosensor enzimatico basado
en fibra éptica para la cuantificacién estimada de fos-
fato inorganico en muestras complejas de orina. El bio-
sensor funciona gracias al efecto de inhibicién causado
por el fosfato inorganico en la actividad de la fosfata-
sa acida, esta enzima es responsable de transformar el
p-nitrofenilfosfato en un compuesto coloreado llamado
p-nitrofenol, que se puede detectar dpticamente a una
longitud de onda de 405 nm. La presencia del fosfato in-
organico en la muestra suprime esta reaccion, y la mag-
nitud de la inhibicion se relaciona con la concentracion de
fosfato inorganico presente en la muestra de orina. En
el caso especifico de este hiosensor, tiene vida de ana-
quel de mas de 80 dias y tiene un tiempo de respues-
ta de 20 minutos (Kulkarni & Karve, 2020). Las ventajas
de este biosensor, por ejemplo, es su rapido tiempo de
respuesta y su vida de anaquel, también emplea el uso
de una biopelicula para la contencién e inmovilizacion de
la enzima (fosfatasa acida), lo que permitia lograr este
tiempo tan largo de anaquel. Lo mas importante a re-
calcar es que se logré una buena selectividad, ya que no
hubo interferencia de otros componentes presentes en
las muestras de orina, como la urea, acido Urico, acido
oxalico, glucosa o cloro presente en el cloruro de sodio.
Una posible desventaja de este hiosensor es que es de
suma importancia el control del pH para su correcto fun-
cionamiento, el cual debe de encontrarse a 5.5.

Brune et al. (1994), desarrollaron un hiosensor fluo-
rescente a través de una proteina de fijacion a fos-
fato (PBP) y Escherichia coli. También se utilizd un
injerto quimico de un colorante emisor de azul, 7-dieti-
lamino-3-({[(2-maleimidil)etil]lamino}carbonilJcumarina
(MDCC-PBP]. La proteina marcada posee un maximo de
excitacién A a 425 nm y un maximo de emisién A a 474
nm en ausencia de fésforo inorganico (Pi), cambiando a
464 nm con un aumento de 5.2 veces en la fluorescen-
cia (Xmax/Xmax) cuando forma complejo con Pia pH 7,

baja fuerza iénica. Este biosensor fue capaz de medir
rapidamente concentraciones micromolares de fosfa-
to inorganico, con el objetivo de sequir la liberacion de
Pi en tiempo real de enzimas tales como las fosfatasas
(Brune et al., 1994). En el caso de este hiosensor hay que
tomar en cuenta que fue de los primeros, por o que su
funcionamiento podria no ser tan efectivo como uno de-
sarrollado actualmente, por ejemplo, se reportd que el
colorante azul utilizado (MDCC-PBP]) tenia una activi-
dad de entre el 70% al 80%, posiblemente debido a una
contaminacion del fésforo inorganico utilizado o a algin
reordenamiento del marcador adjunto que evita la unién
de este. La ventaja fue que dio la pauta para continuar
con el desarrollo de biosensores bacterianos fluorescen-
tes para la deteccion de fosfato inorganico.

En el afio 2002, se disefié un biosensor basado en
fluorescencia para la deteccién de endotoxinas y hacte-
rias gramnegativas a través de la mutagénesis dirigida
al sitio de la proteina verde mejorada (EGFP) expresado
en E. coli. La fluorescencia fue evaluada en un espec-
trofluorimetro a un maximo de excitacion A a 488 nm y
hubo respuesta a un maximo de emisién A a 508 (Goh
et al, 2002). La familia de proteinas que han funcionado
a la fecha como base para la construccién de hiosenso-
res de fosfatos son las proteinas bacterianas de unién
periplasmica (bPBP), que son componentes receptores
de los sistemas de transporte ABC (Lamarche et al.,
2008). Una de las ventajas de este arreglo genético fue
gue la expresion utilizé las propiedades ventajosas de
EGFP: fluorescente, altamente soluble y de baja toxici-
dad. Ademas, no requiere modificaciones postraduccio-
nales. El tiempo de respuesta de este biosensor fue de 10
minutos, logrando una afinidad alta que fue mantenida
ante un amplio rango de pH y fuerza i6nica, sin embargo,
una desventaja de este es que es necesaria la purifica-
cién de los lipopolisacaridos de los lisados de E. coli para
gue funcione correctamente y que su monitoreo se lleva
acabo en el laboratorio, lo que implica que la portabilidad
esta comprometida (Goh et al., 2002).

Se ha utilizado, igualmente, una cepa terméfila de
Synechococcus para crear un sensor genético PiBP
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(Proteina de unién especifica de fosfato inorganico). Se
realizd a través de una mutageénesis con direccion al si-
tio para generar bacterias recomhinantes con afinidad a
una amplia gama de concentraciones de fosfatos. Estas
bacterias recomhinantes que expresan FLIPPi (proteina
indicadora fluorescente para fosfato inorganico) permi-
ten la visualizacion directa de la actividad de fosfatos
inorganicos en cortes de 6rganos u organismos comple-
tos. Los espectros de emision se ohtuvieron utilizando
un lector de microplacas monocromador con una excita-
cién A de 433/12 nm y una emision A 485/12 y 528/12 nm.
A pesar de que esta alternativa de hiosensor permite la
obtencion de mediciones dindmicas, tiene la desventaja
de que se logra una sensihilidad insuficiente para estu-
dios de células individuales. Las concentraciones de Pi
se pueden rastrear en grandes compartimentos, como
la vacuola de la planta, pero los organelos como el reti-
culo endoplasmico, los peroxisomas, los plastidios y las
mitocondrias tienen pocas concentraciones de Pi, lo que
causa gue la sefial sea indistinguible del ruido de fondo,
también el hecho de que se acerque al valor del pH del
citosol, causa interferencia. No obstante, la ventaja fue
que la mutagénesis dirigida al sitio produjo una familia
de sensores Pi con sefial mejorada y las afinidades de
Pi varian en casi ocho ordenes de magnitud (Gu et al.,
2006). Otro aspecto a resaltar de este bhiosensor es que
su desarrollo es complejo y carece de portabilidad debi-
do a que su monitoreo debe realizarse en el laboratorio y
que su sensibilidad depende de muchos factores.

En otro ejemplo de un biosensor donde se utilizé E.
cali se injertaron dos mutaciones de cisteina y fueron
marcadas con 6-yodoacetamidotetrametilrodamina para
incrementar la fluorescencia hasta 18 veces mas de lo
habitual, lo cual presenta una ventaja, esto bajo el funda-
mento de que dos rodaminas unidas a una sola proteina
monomeérica pueden responder a un cambio de confor-
macién por un cambio en la interaccién de apilamiento.
Esto, a su vez, resulta en un gran cambio de fluorescen-
cia en respuesta al cambio de conformacion impulsado
por el Pi; el espectro de absorbancia de la rodamina-PBP
purificada mostré un cambio en la unién de Pi con el pico

a 554 nm y aumenta aproximadamente 2,5 veces en la
saturacién con Pi. Hay una disminucion simultanea en el
pico de 515 nm. Los espectros de fluorescencia también
muestran un gran cambio sobre la unién de Pi a 578 nm
emisién Amax (Okoh et al., 2006). La complejidad de este
biosensor hace que carezca de portabilidad y que sea de
dificil aplicacién para el campo agricola porgue la tempe-
ratura de la reaccion debe de ser controlada a 10 °C.

En ocasiones los hiosensores no se disefian desde cero,
sino que se tamhién se han utilizado otros modelos como
base para después redisefiarlos y de esta manera me-
jorar sus caracteristicas. Un ejemplo de este caso es la
modificacién de un biosensor para la deteccién de fos-
fato inorganico utilizando la proteina de unién a fosfato
PstS de E. coli, donde se hicieron cambios para permi-
tir obtener mediciones a concentraciones mas altas de
fosfato (es comin que los hiosensores detecten con-
centraciones micro o nano molares de este] y a su vez
a concentraciones mas bajas del mismo hiosensor, esto
con la finalidad de que su uso sea econémico al necesitar
menor cantidad para cuantificar mayores concentracio-
nes de fosfatos; esto se logrd a través del debilitamien-
to de la union a fosfato utilizado en el “biosensor base”.
Las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en un
espectrofotémetro a una excitacion A de 548 nm y una
emision A de 570 nm (Solscheid et al., 2015). La ventaja
que tiene este hiosensor es que fue altamente especifi-
co, puesto que no hubo interferencia por otros compo-
nentes, como el sulfato. Ademas de econémico puesto
que se necesitan cantidades subestequiométricas de Pi
para su funcionamiento, sin embargo, su desarrollo es
complicado y carece de portabilidad ya que sus medicio-
nes se realizaron dentro de un laboratorio.

Otro ejemplo de un método sensible y versatil para
detectar y medir el nivel de fosfato inorganico en con-
centraciones que van desde subnanomolar a micromolar
en volimenes de muestra de hasta 10 pL, combina las
ventajas de un receptor biologico basado en una protei-
na bacteriana que se une al fosfato con el principio de
termoforesis, lo que quiere decir que se ve implicado el
movimiento de particulas en respuesta a un gradiente
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de temperatura. Se registraron los camhios en el flu-
jo de difusién neto del sensor de Pi, impulsados por la
entropia, en un gradiente de temperatura en intervalos
de tiempo definidos, ademas, se demostré su utilidad
al analizar reacciones enzimaticas estacionarias rela-
cionadas con la liberacion de Pi en tiempo real (Franz et
al., 2020). Se alcanz6 una alta sensihilidad y selectividad
para el Pi, la capacidad de separar la sefial de lectura de
posibles interferencias quimicas y espectroscopicas, la
utilizacion de volimenes de muestra minimos lo hace
mas econdémico y permite un analisis de datos sencillo.

La tecnologia de bhiosensores como herramienta de
monitoreo para deteccion de fosfatos es amplia y no se
limita a la superficie terrestre. Ha habido interés de mo-
nitorear la presencia de fosforo en el agua como resulta-
do al fenémeno de eutrofizacién que es cuando el exceso
de estos elementos (fosfatos, sulfatos etc.) en el agua
favorece la sobrepoblacién de plantas acuaticas y por
ende limita recursos para la fauna que ahi se encuentra.
Es por esto que se llevo a cabo el desarrollo de un bio-
sensor basado en transferencia de energia por resonan-
cia de hioluminiscencia, pues permite una alta sensibili-
dad y selectividad para detectar fosforo inorganico en el
agua. Para este caso se utilizé una proteina fluorescente
diferente a la antes mencionada, de nombre NanoLuc y
Venus. La primera aportaba la bioluminiscencia y la dl-
tima como aceptor de energia dando como resultado li-
mites de deteccion de 3.3 a 434 pg L™ de fosforo en agua
(Yu et al,, 2023).

Conclusiones y perspectivas

Como se ha mencionado anteriormente en los diferen-
tes ejemplos de biosensores dpticos, ain existen muchas
areas de oportunidad, las cuales deben ser atendidas an-
tes de convertirse en herramientas de uso cotidiano en
las diferentes areas de aplicacion. De lo mas importante
a tratar se destacan los métodos complicados que se lle-
van a caho para la elaboracion de estos (Goh et al., 2002,
Okoh et al, 2006 y Gu et al, 2006), ya que deben pasar
por diversos tratamientos previos para eliminar ruido
que interfiera con la selectividad del biosensor. Hablando

de selectividad, la mayoria menciona que sus hiosensores
alcanzaron una alta selectividad, sin embargo, comun-
mente no se destaca esta variable de manera cuantita-
tiva, seria de gran ayuda si esta se expresara de manera
clara dentro de los articulos, no solo de manera cualitati-
va al referenciar una “alta selectividad”. Ahora, en cuan-
to a la sensibilidad, van desde concentraciones mas altas,
como lo son los microgramos (Yu et al,, 2023), los mola-
res (Gu et al., 20086), los micromolares (Brune et al., 1994,
Gu et al, 2006, Okoh et al., 2006, Solscheid et al., 2015),
los picomolares (Goh et al,, 2002) y los que van desde lo
micromolar hasta lo subnanomolar (Franz et al., 2020).
Entre mas amplio sea el rango resultara mas atractivo,
aungue esto dependera también de la aplicacion que se
le busque dar al biosensor. Otra caracteristica importan-
te es el costo, que es un punto clave para poder llegar
a un mercado interesado en herramientas de medicién a
un precio accesible. En esta ocasién pocos mencionan las
ventajas econémicas de su hiosensor, no obstante, no se
habla del precio (Solscheid et al.,, 2015 y Franz et al., 2020).
Algo destacable es que se nota una mejora en las carac-
teristicas de selectividad, sensibilidad y costo en los de-
sarrollos mas recientes (Solscheid et al,, 2015, Franz et al,,
2020 y Yu et al,, 2023), producto de los antecedentes que
han dejado otras investigaciones. Igualmente, es intere-
sante destacar que en todos carece la variable de porta-
bilidad, todos estan disefiados hasta ese momento para
que puedan utilizarse dentro de un laboratorio, lo cual
limita mucho su uso en condiciones cotidianas, que es ha-
cia donde resulta importante dirigir el propdsito de estas
herramientas de medicion, como podria ser la cuantifica-
cion de fosfatos en los cultivos in-situ. Seria interesante
gue se buscara integrar a la portabilidad dentro de las
caracteristicas de los biosensores, ya que esto resultaria
mas atractivo y seria un diferenciador importante.

Se concluye, por lo tanto, que los futuros hiosensores
necesitan el desarrollo de métodos para la deteccion de
la respuesta para que sean igual o similarmente selecti-
vos gue los equipos de laboratorio, teniendo en cuenta
que actualmente estas varian entre el 70% y el 80% de
precision. Ademas, se demanda satisfacer la necesidad
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de portabilidad, la cual es vital para permitir la popu-
larizacién de esta alternativa ante las ya tradicionales
técnicas de cuantificacién de fosfatos. Los hiosenso-
res representan grandes ventajas frente a las técnicas
tradicionales previamente mencionadas, como lo son la
selectividad, sensihilidad y el bajo costo. Sin embargo,

aln existe un camino por recorrer para gue esta prac-
tica pueda salir de los laboratorios y emprender un ca-
mino rumbo a la comercializacion y uso en campo. Tabla
3. Biosensores para la cuantificacion de fosfato segin la
literatura.

Tipo de biosensor  Ventajas Desventajas Selectividad Sensibilidad Aplicacién Cita
Fluorescente a Aumento 5.2 Actividad de Concentracio- Monitoreo Brune et al.,
partirde unapro- vecesenla entreel7oal nes micromo- delciclode la 1994
teinade fijaciona  fluorescencia. 80% lares ATPasa
fosfato (PBP] de Se necesita
E. coli monitorear el
pH.
No hay desa-
rrollo en la por-
tabilidad.
Fluorescenteba-  Altamente so- Es necesaria la Concentracio- Deteccion de Goh et al.,, 2002
sado en la muta- luble y de baja purificacién de nes picomolares  endotoxinas
génesis dirigidaal  toxicidad. los lipopolisa- y bacterias
sitiode laproteina Tiempoderes-  caridos de los gramnegativas
verde mejorada puesta de 10 lisados de E. coli
(EGFP) expresado  min. para que pueda
en E. coli. Afinidad alta funcionar co-
que fue man- rrectamente.
tenida ante un No hay desa-
ampliorangode rrollo en la por-
pHy de fuerza tabilidad.
ibnica.
Biosensor genéti-  Una familia de Se logra una Concentra- Determinacién Gu et al,, 2006
co fluorescentede  sensores Picon  selectividad ciones desde de cambios de
PiBP (Proteinade  sefial mejorada  insuficiente molares a mi- Fosfato inor-
unién especifica y las afinidades  para estudios cromolares. ganico (pi) en
de fosfato inor- de Pi varian en de células indi- células vivas.
ganico) para una casi ocho or- viduales.
cepaterméfilade  denes de mag- Sefial indistin-
Synechococcus nitud guible del ruido
gue expresan de fondo.

FLIPPi (proteina
indicadora fluo-
rescente para
fosfato inorga-
nico).

Disefio comple-
joy carece de
portabilidad.
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Biosensor fluo- Incremento de Los espectros Alta Concentracio- Determinacion Okoh et al.,
rescenteatravés lafluorescencia  de fluorescencia nes micromo- de los efectos 2006
del injerto de dos hasta 18 veces muestran un lares de accion de los
mutaciones de mas de lo habi-  gran cambio farmacos en las
cisteinay marcaje  tual. sobre la unién vias dentro de
con 6-yodoaceta-  Lalongitud de de Pi. las células.
midotetrametilro- onda de exci- Carece de por-
damina en E. Coli tacionmas alta  tabilidad.
de rodamina La temperatu-
presenta una ra de la reaccién
reduccién en debe de ser
autofluores- controlada a
cencia celular. 10°C.
Biosensor fluo- Altamente es- Desarrollocom-  Alta Concentracio- Deteccion de Solscheid et al.,
rescente através  pecifico. plicado. nes micromo- fosforoinorgd- 2015
de la proteina de lares nico.
unién a fosfato Econdmico. No es portable.
PstS en E. Coli
Biosensor basado  Continug, sen- Elestudiopara  Alta Concentracio- Deteccion en Franz et al,
en una proteina sibleyversatil. la nesenelrango  tiempo real de 2020
bacteriana de E. cuantificar la de subnanomo-  fosfato inor-
calique se une Medici6n en formacion de lares a lo micro-  génico durante
al fosfato con el tiempo real. producto du- molar. reacciones en-
principio de ter- rante reaccio- zimaticas.
moforesis. Econdémico nes enzimaticas
y derivar para-
metros cinéti-
cos en estado
estacionario es
limitado.
Biosensor basado  Altasensibilidad Carecedepor-  Alta Concentracio- Deteccitn de Yu et al,, 2023

en transferencia tabilidad.
de energia por
resonancia de

bioluminiscencia.

y selectividad.

nesenelrango  fosfato en agua.

de los 3.3-434
pg-L”
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