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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

1.1.  INTRODUCCION.

Durante las Ultimas décadas la agricultura ha tenido grandes avances, a nivel
mundial se tiene un promedio de 1,476724.51 miles de hectdreas de superficie sembrable,
de las cuales México mantiene valores promedio de 20 millones de hectdreas, ddndose
incrementos de hasta un 23%, de 1980 al 2011. Esto seria imposible, sin uno de sus
impulsores principales que son los plaguicidas, los cuales, han tenido incrementos en su
consumo en mds de un 200% en los Ultimos 20 anos [1], sin embargo, este aumento no ha

sido proporcional a las superficies cultivadas.

Los plaguicidas presentan un evidente potencial econdmico, en términos de la
produccién creciente de alimentos, son de amplio uso en el sector agricola con la
finalidad de llevar a control plagas y enfermedades que puedan mermar el rendimiento y
calidad de los cultivos. Ademds, su uso ayuda a tener en menor tiempo; una mayor
produccién agropecuaria. Dando oportunidad a tener mayores cosechas, con beneficios
directos y positivos hacia el agricultor y el consumidor final; por la respectiva reduccion de
costos. Esto ha ocasionado su uso excesivo y su presencia residual en los productos, mds
alléd de lo permitido de acuerdo a la normatividad vigente, desencadenando en una
exposicion directa e indirecta para la poblacion, principalmente a través de los alimentos
procesados, aire, rios, lagos, fauna, flora y resto del medio ambiente. Exposicidon que se da
en bajas dosis, pero al ser en forma crénica en muchos de los casos es muy perjudicial. El
agua es una de los elementos mayormente contaminados y mds criticos debido a su
importancia implicita, esta se contamina durante el riego de los cultivos tratados con
plaguicidas, es agua que no se alcanza a purificar por si misma, llevando este
contaminante a oftros lugares, y siendo consumida por la poblacién o utilizada
nuevamente para riego. Cabe mencionar que en nuestro pais, el agua para uso potable,
solo es evaluada en bUsqueda de pesticidas organoclorados, dejando de lado el resto de

los plaguicidas, lo que constituye un riesgo latente para la poblacién.

De acuerdo a las diversas fuentes consultadas, “un plaguicida se define como
cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a confrolar cualquier plaga,

incluidos los vectores que fransmiten las enfermedades humanas y de animales, las

1



especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la produccion
agropecuaria y forestal, por ejemplo, las que causan dano durante el alimacenamiento o
fransporte de los alimentos u otros bienes materiales, asi como las que interfieran con el
bienestar del hombre y de los animales. También se incluyen en esta definicién las
sustancias defoliantes y las desecantes [2]. De acuerdo a su estructura, simplemente se

clasifican como organofosforados, organoclorados, piretroides y carbamatos [3].

Los primeros compuestos utilizados como tal en la agricultura, fueron de fipo
sulfuroso y arsenical, buscando efectos fungicidas e insecticidas, respectivamente;
restringiéndose posteriormente debido a su alta toxicidad. En la bUsqueda e investigacién
de nuevas opciones, aparecieron los pesticidas organoclorados, representados
ampliamente por el Diclorodifeniltricloroetano (DDT), el cual se utilizé enormemente
durante décadas hasta que se descubrieron sus inconvenientes. Entre los que destacan su
alta persistencia y lipofiidad, haciéndolo bioacumulable e implicando una severa
afectacion hacia el medio ambiente; por esta razdn su uso se regulo y en otros casos se
prohibid. Mientras en ofros paises el DDT era restringido y hasta prohibido, en México se
comenzd a utilizar después de la segunda mitad del siglo pasado y actualmente sigue

siendo autorizado aunque con ciertas restricciones.

En los paises desarrollados se comenzd a utilizar mezclas de otros plaguicidas menos
toxicos y de menor persistencia en el ambiente, incluso se usaron combinaciones con
otros productos orgdnicos. Dejando de lado, aparentemente, a los organoclorados y
empezando a usar mayormente los organofosforados, piretroides y carbamatos; teniendo
gran preponderancia los primeros. Los primeros registros de su conocimiento y existencia
datan del siglo XVIIl, aunque no es hasta finales de la década de los 30°s y principios de los
40’s que se comienza a usar como insecticida. Primeramente sintetizan Bladan,
conteniendo tetraetilpirofosfato (TEPP) y posteriormente se sintetiza uno de los mds
conocidos y utilizados hasta el momento, paratién. Estos pesticidas presentan menor
persistencia, estabilidad y bioacumulacién; haciéndolo ideal para su aplicacion en
hortalizas, drboles frutales, cereales y plantas de ornato. Asi como en dreas domésticas,
urbanas y de salud publica. Son generados a partir de las armas quimicas, por lo que

comparten su estructura.

Considerando el uso indiscriminado que se ha dado en las Ultimas décadas de estos
pesticidas, para algunos paises el llevarlo a control es parte ya de los lineamientos oficiales

y primordiales; mayormente por sus efectos secundarios, desconocidos inicialmente. Y al
2



ser el agua uno de las dreas mds afectadas, por su importancia implicita y ser un liquido
imprescindible para el desarrollo humano. La presencia de estos contaminantes, aunado
al desabasto actual que existe de ella; lo convierte en una situacion de riesgo y peligro.
Generando que diversas entidades busquen métodos cada vez mds rdpidos y efectivos,

para la deteccidn y de ser posible, la limpieza y descontaminacién de este liquido.

En el presente trabajo se aprovechan los principios quimicos que tienen en comun
las armas quimicas nerviosas y los pesticidas organofosforados, ambos sustratos
especificos para la enzima Organofosfohidrolasa (OPH). Para lograr el objetivo de
encontrar un método de deteccion rdpida y precisa de este tipo de compuestos, estando
en un medio acuoso. Se disefd y desarrolld un biosensor seleccionando mediante
Voltamperometria Ciclica (VC) el transductor, en este caso Grafito grado
Espectroscédpico. Posteriormente se realizd la optimizacién de pardmetros de trabajo por
Amperometria de Pulsos (PAD) y por Ultimo, fue modificado con un producto, contenedor
de la enzima OPH; ademds se realizd la evaluacidn de pesticidas sintéticos y muestras
reales de agua potable. El producto enzimdtico forma parte de los métodos mds recientes
de limpieza y descontaminacién de agua, con el que cuenta el ejército estadounidense,
utilizado especificamente para la neutralizacién de armas quimicas. El producto fue

desarrollado por el Centro Quimico Bioldgico Edgewood del Ejército de EE.UU (ECBC).

1.2.  HIPOTESIS.

Se espera la cuantificacién de pesticidas organofosforados mediante la técnica
electroandlitica de amperometria de pulsos asi como el uso de diversos sensores
modificados con nanoparticulas de oro y con la enzima Organofosfohidrolasa. Ya que
esta técnica, limita la contaminacién y pasivacién del electrodo, obteniéndose asi una

alta sensibilidad, reproducibilidad y repetibilidad en la determinacidén y resultados.

1.3.  JUSTIFICACION.

En México SEMARNAT en conjunto con otras dependencias desarrollaron diversos
indicadores medioambientales, dentro de los que se encuentra la Disponibilidad de Agua,
también denominada “Disponibilidad natural media de agua per cdpita”, este indicador
evalua el posible estrés que pueden enfrentar los habitantes de una regién o pais dado,
considerando que valores menores a 1 700 m3 por habitante por ano, constituye una

situacion de estrés hidrico. De 1950 al 2010, este valor ha bajado en un 76%, es decir de los
3



17,742 m3/hab/ano disponibles inicialmente, disminuyo a 4,090 m3/hab/ano para el ano
2010 [4]; siendo las regiones con menor disponibilidad per cdpita: las Aguas del Valle de
México, Rio Bravo y nuestro estado junto con Baja California Sur, presentando valores de

164, 1107 y 1234 m3/hab/ano, respectivamente.

Algunos de los efectos de una exposicidn excesiva de plaguicidas sobre la salud
humana son: toxicidad neurolégica aguda, deterioro neurolégico crénico, disfuncidén de
los sistemas inmunoldgico, reproductor, respiratorio y endocrino. Presentédndose a corto
plazo intoxicaciones agudas sobre todo en la poblacién ocupacionalmente expuesta y a
largo plazo, afectaciones sistémicas en el organismo. La exposicion crénica indirecta de la
poblacién general a través del aire, el agua vy los alimentos contaminados con residuos de
plaguicidas, promueve también; su introduccién a las cadenas tréficas, generando una
alteracién ecoldgica. Y como consecuencia la bioaumentacion y biomagnificacién de
sus efectos en los organismos que alcanza a enfrar. Aunado a esto, se desarrollan
mecanismos de resistencia en las plagas agricolas y en vectores transmisores de

enfermedades.

Tomando como base la situacién actual del agua en nuestro pais, en términos de su
disponibilidad per cdpita y cobertura de agua potable, ademds de los riesgos latentes
implicitos en los plaguicidas. La proteccién de la calidad del agua potable es una de las
disposiciones principales para cualquier pais. Es importante que la misma cumpla con las
propiedades y caracteristicas consideradas aptas para el consumo humano, con el fin de
evitar enfermedades y riesgos a la poblacion. De ahi la importancia de tener un método
alterno para la deteccidn y cuantificacion de plaguicidas organofosforados en agua
potable, el cual debe ser rdpido, selectivo y preciso; ademds de poder realizarse en
tiempo real, acorde con las Ultimas tendencias analiticas. Todos estos requisitos, son
cubiertos perfectamente por los biosensores, por tal motivo se desarrolla y presenta esta

investigacidn como una alternativa de deteccidn para los mismos.

1.4. OBJETIVOS.

1.4.1. General.
Desarrollo de un nuevo enfoque para la cuantificacidn de pesticidas

organofosforados, aplicando la técnica de amperometria de pulsos y desarrollando un



sensor modificado con Organofosfohidrolasa y nanoparticulas de oro, logrando la mejora

del rendimiento analitico.

1.4.2. Especificos.

1. Seleccién del tfransductor y de pardmetros de frabajo para la optimizacion del nuevo

biosensor amperométrico modificado con OPH.

2. Evaluacién de la sensibilidad del biosensor modificado con OPH y nanoparticulas de

oro.
3. Evaluacion de la actividad enzimdtica, seleccidn del método de inmovilizaciéon y
caracterizacion de la uniformidad de la capa de biorreconocimiento con respecto a la

optimizacién y estandarizacién de los métodos de deposicion.

4. Cuantificacion de pesticidas organofosforados (OP) en muestras sintéticas y reales por

amperometria de pulsos usando el sensor basado en OPH.

5. Validacion del método empleando técnicas de andlisis estadistico.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES GENERALES.

2.1. PLAGUICIDAS.

Los plaguicidas se han empleado extensamente en las Ultimas décadas debido a su
capacidad biocida y amplio espectro en muchos de los casos, con el fin de asegurar una
mejor produccién agricola, junto a una mayor calidad alimentaria. El término incluye una
gran variedad de productos quimicos y bioldgicos utilizados para matar o controlar
diversas plagas y enfermedades. Se utilizan en todo tipo de cultivos, ademds de tener uso

industrial, veterinario, doméstico e incluso farmacéutico, entre otros.

2.1.1. Consumo y Produccion.

A nivel mundial el consumo de plaguicidas se ha duplicado durante los Ultimos 30

anos [1], tal como se muestra en la figura 2.1.
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Fig. 2.1. Consumo de plaguicidas.

Su uso ha favorecido enormemente la agricultura en nuestro pais, minimizando las
bajas eficiencias asociadas a pestes y enfermedades que tentafivamente pueden
contraerse. En contraparte y con el fin de erradicar completamente estos problemas
asociados a plagas, los agricultores recurren continuamente a los plaguicidas, sin una

capacitacién adecuada sobre su uso y manejo, generando exposicion innecesaria y
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excesiva de los mismos, tanto en la poblacion laboral, como en la poblacién en general,
esto Ultimo debido a su aplicacién desmesurada en los cultivos; mdas alld de las
recomendaciones que los proveedores o las dependencias gubernamentales puedan
dar. En México la Comision Federal para la Proteccidn confra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), a través de su Catdlogo de Pesticidas, indica los plaguicidas autorizados y
regula todos los puntos referentes a su aplicacion; estas indicaciones pocas veces se

cumplen, la mayoria de las veces por la falta de vigilancia que existe al respecto.

Asi mismo, anualmente la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) evalta una serie de indicadores, destacando el Consumo Aparente de
Plaguicidas, el cual incluye informacién de la produccién nacional, mds la cantidad de
material importado, menos el producto que es exportado y toma datos de referencia de
la Industria Quimica en México y del Sector Alimentario. A partir de estos datos, y al hacer
el andlisis de la figura 2.2, podemos deducir que el consumo de plaguicidas ha estado

claramente en aumento en los Ultimos anos.
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Fig. 2.2. Consumo Aparente de Plaguicidas por componentes.

La produccion nacional de plaguicidas e insecticidas en México, inicialmente se
manejo con la Encuesta Industrial Mensual (EIM), de la cual se tienen registros oficiales de
1994 al 2010; estaba basada Unicamente en la Clasificacion Mexicana de Actividades y
Productos (CMAP), elaborado por el Instituto Nacional de Geografia y Estadistica (INEGI);

la cual se muestra en la figura 2.3. [4].
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Fig. 2.3. Produccion de plaguicidas (agricola liquido y agricola polvo) e insecticidas (fungicidas,

herbicidas y defoliantes) de la Encuesta Industrial Mensual.

A partir de 2010, se dejé de lado para llevarse a cabo la Encuesta Mensual de la

Industria Manufacturera (EMIM) mostrada en la figura 2.4.
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Fig. 2.4. Produccion de plaguicidas (agricola liquido y agricola polvo) e insecticidas (fungicidas,

herbicidas y defoliantes) de la Encuesta Mensual de la Industria Manufacturera.

Esta encuesta se basa en el Sistema de Clasificacion Industrial de América del Norte
(SCIAN), obteniéndose datos de empresas que conforman el programa para la Industria
Manufacturera, Maquiladora y de Servicios de Exportacién (IMMEX), regulado por la
Secretaria de Economia; también incluye informacion de empresas que no la conforman
y referencias provenientes de Censos Econdémicos. Al comparar los datos reportados por
ambas encuestas durante los mismos anos, se encuentran diferencias marcadas en los

totales presentados, ya que la primera solo incluye informaciéon estadistica, la segunda;
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considera esta informaciéon mds los datos que IMMEX puede proporcionar y que no
necesariamente se incluye en los censos, como se puede observar en la figura 2.5. En
ambos casos, se nota una tendencia marcada hacia el incremento en la produccién de
los plaguicidas, principalmente en los de fipo herbicida, incremento que responde a una

demanda del mercado de consumo.
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Fig. 2.5. Comparativo de Produccidén de Plaguicidas e Insecticidas entre la Entre la Encuesta

Industrial Mensual y la Encuesta Mensual de la Industria Manufacturera.

A nivel nacional y por parte de los Comités Estatales de Sanidad Vegetal (CESV), se
lleva en el campo, el programa: Sistema de Reduccidon de Riesgos de Contaminacién, el
cual brinda capacitacién y busca apoyar con la recoleccion de todos los envases vacios
de plaguicidas desechados. Involucra Unicamente a los horticultores, el resto son
excluidos. Es un programa con cardcter semiobligatorio, también se brinda el mismo
servicio a todo aquel agricultor que desea entregar sus envases, este dentro o no del
sistema. En Baja California se tiene un Padrén de 189 Empresas de Hortalizas Frescas, tan
solo 106 estdn inscritas en el Programa antes mencionado [5]. Debido a estas deficiencias,
el programa solo brinda informacién acerca del material entregado a los centros de
acopio, no permite inferir si se estd disponiendo todo el material comprado, ya que no
existe un control sobre esto Ultimo. De acuerdo a los Ultimos datos entregados, durante el
ano del 2013, este Comité recolectd 308,393 envases, equivalentes al consumo de 90

tfoneladas de plaguicidas en Baja California.



2.1.2. Intoxicaciones y Contaminacion.

De acuerdo con el Boletin Epidemiolégico de la Secretaria de Salud [6], de 1995 al
2012, se registraron un total de 67711 casos de intoxicacién por plaguicidas en todo el pais
por cada 100,000 habitantes (Fig. 2.5B); el andlisis de afectacién por grupos de edades,
muestra que el grupo entre 25 a 44 anos, se encuentra en primer lugar con un 30.91%; en
segundo lugar las edades enfre 15 a 24 anos con un 29.20%. El resto de los porcentajes
de incidencias estd comprendido en grupos con edad menor de 15 anos y mayor de 44
anos (Fig. 2.6A). El 71.02% de las intoxicaciones fueron del sexo masculino, considerando
este y la preponderancia en los grupos de edad afectados mayormente, muestra que

continua siendo un riesgo asociado a la actividad laboral, la exposicidon a estos quimicos.

En la figura 2.6B) se aprecia que en 1996 tuvo su mdximo registro de eventos,
disminuyendo gradualmente hasta el 2002, y manteniéndose variante hasta hace 4 anos,
fiempo desde el cual se ha observado una marcada tendencia a aumentar este tipo de

eventos.

A nivel estatal y tan solo en el Ultimo ano, se han registrado desde el 2010 al 2013 un
total de 145 intoxicaciones por plaguicidas [7], como se muestra en la figura 2.7. De nueva
cuenta, se observa que el principal grupo afectado, recayd en los grupos de 15 a 24 anos,
y de 25 a 44 anos. Durante esta investigacién, la autoridad informa que no se lleva un
control estadistico por plaguicida en particular, los registros que se tienen, se dan por que
el afectado, manifiesta la intoxicacidon por dicho contaminante, pudiendo ser mayor la

proporcién de personas afectadas, al desconocer la causa de su intoxicacién.

Aunado a esto, existen evidencias ampliomente documentadas que demuestran los
riesgos derivados del manejo de plaguicidas organofosforados y su respectiva exposicién,
asi como los efectos que conllevan en la salud publica, tanto a nivel agricola, como a
nivel industrial. En nuestro pais se han llevado a cabo varios estudios al respecto; en
Sonora se detectd la presencia de diazinon, clorpirifos, malation y paration en muestras

de semen, sangre y orina de trabajadores de la industria de plaguicidas [8].
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Fig. 2.6. A) Casos registrados por intoxicacién de plaguicidas. B) Tasa de incidencia nacional de

intoxicacién por plaguicidas, México 1995-2012 [8].

Estudios recientes se inclinaron por evaluar la calidad del aire presente en dreas de
tfrabajo donde los plaguicidas son elaborados, ya que es el personal primariomente
expuesto a ellos, en Corea se realizd un estudio de este tipo, en 4 fdbricas donde se
sintetiza clorpirifos, EPN, paratién y forato; las muestras se evaluaron con el método
validado por el Instituto Nacional de Seguridad Ocupacional (NIOSH); para la
determinaciéon de la concentracidon media aritmética presente en el aire contra tiempos
de exposicién. Para la mayoria de los plaguicidas evaluados, los resultados cumplieron los
pardmetros permitidos por el Limite de Exposiciéon Ocupacional Coreano, excepto para
clorpirifos, aun cuando estaba en la concentracion mdxima permitida, se exceda el

tiempo de exposicion [9].

En Muna, Yucatdn se realizé una prueba estadistica dirigida por Pérez Herrera y
colaboradores [10]; a un grupo de 100 agricultores expuestos a plaguicidas, juntamente
con sus esposas; buscando identificar los efectos en la salud reproductiva; comparando
los resultados con un grupo similar de la misma comunidad, pero contacto con
plaguicidas. Los resulfados mostraron mayor incidencia de abortos, embarazos pretérmino
y Obitos; asi como disminucién en la calidad del semen y daino en el ADN espermdtico en

los agricultores que el grupo de control.

11



w
o

25

3 20

5 ® 2010

315

0 = 2011

<

O

E 10 2012
5 . = 2013
0 i

1-14 afios 15-24 afios 25-44 afios 45 y mas afios
Grupos de Edades

Fig. 2.7. Casos registrados por intoxicacion de plaguicidas en Baja California. Del 2010 al 2013.

Ademds, su consumo excesivo en la agricultura ha derivado en la contaminacion
de alimentos y cuerpos de agua diversos. Andlisis en muestras de leche de cabra [11], en
la ciudad de Querétaro, Querétaro; demostrd la existencia de residuos de plaguicidas
organoclorados y de sus metabolitos, los pesticidas enconfrados fueron heptacloro,
epodxido de heptacloro, endosulfdn | y a-HCH, y con menor frecuencia B-HCH, DDD,
dieldrin, endrin y endosulfan Il. Siendo endosulfdn |, y-HCH, B-HCH y de p,p 'DDD los valores
mds altos. En la bahia de Ouira, en Topolobampo Sinaloa, se analizaron muestras de
camarén [12], también encontrando residuos de mds de 16 plaguicidas organofosforados
en los mismos, por encima los limites mdximos. Estudios profundos en rios y bahias,
encontraron distintfos pesticidas y en grandes canfidades pululando las zonas de
investigacion, tal es el caso de la Ciénega de Santa Clara en Baja California [13], rios en
Guasave, Sinaloa [14], el Valle de Culiacdn, Sinaloa [15] y en Valle de Bravo, Amanalco
[16] y a nivel internacional también es reportado, como es lo publicado por Peruzzo vy
colaboradores, donde analizan efecto de los cultivos en agua superficial y en los

sedimentos [17].

2.2. PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS.

En la tabla 2.1 se describen las diversas clasificaciones que pueden tener los

pesticidas, de acuerdo al Catdlogo de Plaguicidas, que genera la dependencia

gubernamental mexicana llamada COFEPRIS.

12



A nivel internacional, solo existe clasificacién en funcidn de su estructura quimica vy
de su organismo de confrol [3]. Atendiendo a su estructura, nos enfocaremos en los
pesticidas clasificados como organofosforados, los cuales al ser considerados no
bioacumulabiles, su uso se ha extendido enormemente en los Ultimos afos, dejando de

lado la toxicidad aguda que presentan.
2.2.1. Estructura.

Son compuestos quimicos que presentan grupos funcionales estables conteniendo
en mayor o menor medida, los enlaces P-O, P-S, P-N o P-CN; algunos son derivados
orgdnicos de dcidos inorgdnicos fosforados. Estdn relacionados principalmente con
plaguicidas y armas quimicas de atagque nervioso, debido a sus semejanzas atémicas. La
gran mayoria puede representarse con la siguiente estructura general [18, 19, 20],

mostrada en la figura 2.8.

(S
RO-P-X(OX or SX)
OR

Fig. 2.8. Estructura general de los compuestos organofosforados [18, 19, 20].
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Fig. 2.9. Principales tipos de pesticidas organofosforados (R generalmente es un radical del tipo metil

o etil; el grupo liberado X es un alifético, homociclico-heterociclico) [21].
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Clasificacion de Pesticidas

Organismos de Control

Insecticida, Acaricida, Fungicida, Bactericida, Antibidtico, Herbicida, Rodenticida y

Molusquicida.

Concentraciéon

Plaguicida técnico: confiene la mdxima concentracion del ingrediente activo
obtenida como resultado final de su fabricacion, de la cual se parte para preparar
un plaguicida formulado (NOM-045-SSAT1- 1993).

Plaguicida formulado: mezcla de uno o mds plaguicidas técnicos, con uno o mds
ingredientes conocidos como ‘“inertes”, cuyo objeto es dar estabilidad al
ingrediente activo o hacerlo Util y eficaz; constituye la forma usual de aplicacién de
los plaguicidas (NOM-045-SSA1-1993).

Modo de accién

De contacto: Actia principalmente al ser absorbido por los tejidos externos de la
plaga

De ingestion: Debe ser ingerido por la plaga para su accién efectiva.

Sistémico: Al aplicarse en plantas o animales, se absorbe y traslada por su sistema
vascular a puntos remotos del lugar en que se aplica y en los cuales actia.
Fumigante: Se difunde en estado gaseoso o de vapor y penetra por todas las vias
de absorcion.

Repelente: Impide que las plagas ataquen.

Defoliante: Causa la caida del follgje de las plantas.

Uso al que se destinan

Agricolas: sistemas de produccion agricola y en productos y subproductos de
origen vegetal.

Forestales: bosques y maderas

Urbanos: dreas urbanas, industriales, dreas no cultivadas, drenes, canales de riego,
lagos, presas, lagunas y vias de comunicacion.

Jardineria: jardines y plantas de ornato.

Pecuarios: animales o instalaciones de produccidon intensiva o extensiva cuyo
producto serd destinado al consumo humano o a usos industriales. Incluye animales
domeésticos.

Domésticos: interior del hogar.

Industriales: materia prima en el proceso industrial para la formulacién de
plaguicidas o productos de uso directo. (NOM-045-SSAT-1993, NOM-046-SSA1-1993)

Composicidén Quimica

Compuestos inorgdnicos: compuestos que carecen de carbono. En este catdlogo
sélo se consideran los derivados de cobre, azufre, zinc y aluminio.

Compuestos orgdnicos: contienen dtomos de carbono en su estructura quimica, la
mayoria son de origen sintético, fabricados a partir de compuestos quimicos
bdsicos; algunos son extraidos de plantas, por lo que se conocen como botdnicos.
Los compuestos orgdnicos sintéticos utilizados como plaguicidas pertenecen a
distintos grupos o familias quimicas. Cada uno de estos grupos tiene algunas
caracteristicas comunes y en cualquiera de ellos puede haber insecticidas,
acaricidas, herbicidas, fungicidas u ofros tipos de plaguicidas.

Plaguicidas bioldgicos: Se llama asi a los virus, microorganismos o sus metabolitos,

formulados como insumos, que pueden confrolar a una plaga en particular. (PPP-6)

Tabla 2.1 Clasificacion de Plaguicidas [22].
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Por estas diferencias entre los elementos presentes ya mencionadas, se generan
subclasificaciones [21]. En la figura 2.9 se muestran algunas estructuras caracteristicas de
estos pesticidas. Estos compuestos comparten el mismo tipo de estructura con las armas

neurotdxicas; en la Figura 2.10, se muestran algunos ejemplos de estas Ultimas.
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Fig. 2.10. Estructuras de Armas Quimicas Neurotdxicas [23].

Las armas de tipo G, presentan los enlaces caracteristicos P-F, P-O, P-CN, e incluso P-
N; las del tipo V, muestran P-S y P-O. Coincidiendo los tipos de enlace con las estructuras

de Paratién, Paratiéon metil, Paraxon y Fenitrotion por ejemplo, mostrados en la figura 2.11.
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Fig. 2.11. Estructuras de pesticidas organofosforados.

Recordando que las variaciones estructurales, confieren diferencias en Ias
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de sustancias, aun siendo del mismo grupo o
familia. Los pesticidas OP; no son la excepcion, muchos compuestos, incluyendo estos

pesticidas, contienen centros estructurales de asimetria, confiriéndole la propiedad de
15



estereoisomeria, conocida como quiralidad, estos compuestos existen en dos o mds
formas, de acuerdo a la cantidad de centros quirales presentes, también son
denominados como enantidmeros. Fonofos y malation son un ejemplo, sus
estereoisomeros pueden tener diferentes propiedades bioldgicas, lo cual es muy
importante durante las evaluaciones toxicoldgicas. Al respecto y con este fin, se han
llevado a cabo diversas investigaciones y de esta forma entender las biotransformaciones
que generan su neurotoxicidad [24], las vias existentes para retrasar sus efectos
neuropdticos en pacientes [25] y como disminuir su uso para proteger el medio ambiente,

de acuerdo a sus propiedades de enantioselectividad [26].

Algunos de estos plaguicidas exhiben una toxicidad aguda; ya que pertenecen a la
clase de toxicidad | (altamente téxico), y Il (moderadamente tdxico), segun la

clasificacion de la EPA.

Aunque en promedio son considerados de baja persistencia, presentan
excepciones como el diazindén, el cual es uno de los mds persistentes con una vida media
(VM) en suelo de 90 dias, en contfraste con el Malatién y Paratiéon que tienen una VM de
una semana, aungue es importante notar que este Ultimo pesticida puede bioacumularse

como su metabolito, es decir; en forma de Paraoxon, siendo este aln mds persistente [27].

2.2.2. Efectos enla Salud y Marco Legal.

Debido a que tienen una persistencia moderada compardndolos contra otros
pesticidas, su uso generalizado y en ocasiones desproporcionado, representa un riesgo
para el hombre y su medio ambiente. La contaminacion de pesticidas se genera por
prdcticas agricolas, residuos o descargas industriales, filiracidn de material tdxico

enterrado, y a partir de escurrimientos durante aspersiones.

El modo de accidén bioguimico de los plaguicidas organofosforados implica
principalmente la inhibicion de enzimas colinesterasas; principalmente de la enzima
acetilcolinesterasa. Ocurriendo a lo largo del sistema nervioso central y periférico,
mediante la fosforilacion de los hidroxilos presentes en la serina, ligados al sitio activo de la
enzima, evitando asi la realizacién de la hidrdlisis de la acetilcolina; un neurotransmisor, de
forma similar a lo mostrado en la figura. 2.12A) [18, 21, 28]. La acumulacién resultante de
acetilcolina en el nervio inferrumpe la sinapsis neuronal, afectando la respuesta muscular y

generando serias afectaciones en érganos vitales, ddndose la muerte en casos severos.
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La enzima fosforilada es hidrolizada por el agua, sucediendo una lenta recuperacion,
dependiendo de la naturaleza del radical R, la reactivaciéon enzimdtica tiende a disminuir
en los demetoxi, seguida por los dietoxi y finalizando con los diisopropoxi, gracias a la
hidrdlisis espontdnea (Fig. 2.12B). Debido a que el agua es un débil nucleofilico,
reactivaciones mds rdpidas suceden por el ataque de algunos derivados de las
hidroxilaminas, conocidas como oximas; las cuales son utilizadas en terapias de
intoxicacién [29, 30]. No obstante, la inhibicién irreversible de la enzima es presentada
mediante el proceso de "Envejecimiento”, el cual consiste en la pérdida del grupo alquilo
6 alcoxi, presente en el residuo fosforilo unido a la serina del sitio activo de la enzima (fig.
2.12C). La Unica forma de reemplazarla, es por la sintesis de nuevas enzimas del mismo

tipo, proceso que tomaria varios dias [31].

A) E-Serina-OH + acetilcolina —= E-Serina-OAc + colina —== E-Serina-OH + Ac

Acetilacion de enzima Reactivaciéon de enzima
@) @) @)
| | |
B) E-Serina-OH + (RO)2 — P- OX —= E-Serina-O- P- (OR)2 — E-Serina-OH + (RO)2 —P- OX
Fosforilacién Enzima Reactivacién lenta de enzima
O O O
Il I |
C) E-Serina-OH + (RO)2 — P- OX —= E-Serina-O- P- (OR)2 — E-Serina-O —P- OH
I
OR
Fosforilaciéon Enzima Envejecimiento Inhibicién irreversible de enzima

Fig. 2.12. A) Hidrdlisis enzimdtica de acetilcolina.; B) Inhibicidon de la acetilcolinesterasa por OP y su
reactivacién; C) Inhibicién de la acetilcolinesterasa por OP y su envejecimiento. (E-serina-OH

representa la enzima acetilcolinesterasa).

Recientemente ha cobrado interés la afectacién e inhibicion de la enzima
Butirilcolinesterasa (BUChE), como un indicador de exposicién humana [32], ya que esta
enzima inactiva los pesticidas al enlazarlos a la Ser198, al pasar las horas o dias, puede
suceder también el proceso de envejecimiento de la misma también por desalquilacion.

Es muy utilizado a nivel forense.

Estos procesos enzimdticos se reflejan como situaciones de crisis que pueden llevar a
la muerte y han llevado a generar directrices para el control y deteccién de sus residuos y

metabolitos, los cuales son mds tdxicos y estables que los pesticidas de los que derivan. Su
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produccion, distribucién, uso, exposicidon, niveles ambientales y tolerancias mdaximas en
alimentos y agua potable; son objeto de una reglamentacién de conformidad con las
siguientes organizaciones principalmente: Comisién Europea (CE), Agencia Federal de
Proteccién al Ambiente (EPA), Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Organizacion de
Alimentos y Agricultura (FAQO) y la Comisidon del CODEX ALIMENTARIO a nivel internacional;

asi como COFEPRIS y los Comités Estatales de Sanidad Vegetal a nivel nacional y estatal.

Los residuos en las frutas y verduras, cereales, alimentos procesados para bebé,
alimentos de origen animal y en algunos paises, piensos animales; son controlados a fravés
de un sistema de Limites Mdximos de Residuos (LMR). Los LMR se definen como: La
concentracién mdaxima de residuos de plaguicidas (miligramos de residuo por kilogramo
de producto, mg/kg) que probablemente ocurra en los productos alimenticios para
consumo humano y animal después del uso de plaguicidas en cultivos, de acuerdo a las
buenas prdcticas agricolas (BPA). Varian dentro del intervalo de 0,0001 a 130 mg/kg. Hay
varias enfidades que establecen LMR para sus alimentos y piensos, como CE, el Codex
Alimentario, asi como los gobiernos nacionales de cada pais; en México los LMR para las
diferentes sustancias activas y alimentos no han sido establecidos en su totalidad, se
excluyen piensos animales y en algunos casos, los valores permitidos siguen en estudio
[22], como se muestra en el Anexo |, en donde también se indica si los pesticidas
autorizados en México, coinciden con los permitidos en el Codex Alimentario. En este
anexo, se pueden observar, que existen diferencias entre autorizaciones, dadas en
nuestro pais y el Codex Alimentario. Estas discrepancias comienzan con el tipo de
pesticidas, e incluye los valores de LMR, no se incluyen los datos estipulados por el Codex

de este Ultimo criterio.

Anteriormente, la Unién Europea (UE) mantenia distinftos LMR, es decir convivian
conjuntamente los datos permitidos por la (CE) junto a los valores autorizados por las
comunidades individuales. En el 2008, se estandarizan los limites, derogando las directivas
86/362/EEC, 86/363/EEC y 90/642/EEC existentes hasta el momento; estableciendo el 2 de
septiembre del 2008 la Regulacién 396/2005. Los productos fitosanitarios y su etiquetado se
encuenira regulado por la Directiva ?1/414/EEC [33], la cual contfiene una lista de las
sustancias activas revisadas y permitidas dentro de la UE, las modificaciones anteriormente
mencionadas, causaron una reduccion drdstica del nimero de sustancias activas
autorizadas inicialmente, asi como de sus valores de LMR. Estos datos, eventualmente han

sido trasladados a los anexos publicados en la Regulacion 396/2005. Los casos de
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pesticidas no incluidos en los anexos mencionados ya, se les establece un pardmetro

equivalente a 0.01 ppm.

La UE busca utilizar los plaguicidas en forma sustentable, es decir; Unicamente
cuando es estrictamente necesario y bajo condiciones muy especificas, con
preponderancia a evitar cualquier riesgo latente hacia animales, personas, y medio
ambiente. Aboga por el uso de plaguicidas menos agresivos, considerando siempre el
limite minimo de las cantidades requeridas, nunca la aplicacién excesiva. Ademds, en
materia de agua, la UE, pretende restablecer y asegurar las propiedades cuantitafivas y

cualitativas de la misma.

Tanto la UE y EPA llevan un listado de contaminantes prioritarios a controlar en agua,
siendo mds amplio y permisivo el de EPA. Unicamente el pesticida OP diclorvos estd
dentro del listado de control de la UE, el cual comprende un fotal de 25 sustancias
teniendo el valor méximo de 70 pg/L. Por ofra parte, EPA mantiene un inventario mucho
mayor, aunque Unicamente incluye al pesticida glifosato dentro de su control o limite
maximo con un valor 0.7mg/L. Un catdlogo mayor lo presenta la Red de Accion de
Pesticidas (PAN, Pesticide Action Network) [34], en la tabla 2.2 se indican los pesticidas y

limites permitidos por esta entidad.

No se encuentra Normatividad Mexicana o regulacion vigente para la detecciéon de
plaguicidas OP en agua, existe una técnica para la determinacion de pesticidas
organoclorados, y la NOM-127-SSA1-1994 que las Comisiones Estatales de Servicios
PUblicos Estatales deben cumplir en sus controles de calidad de agua potable, los
pesticidas organofosforados no estdn incluidos. Solo se encuentran referencias para la
determinacién de estos plaguicidas en depdsitos marinos, de acuerdo al Compendio de
Procedimientos operativos estandarizados para la Comisidn Nacional del Agua [35],
aungue no se encuentra la técnica en la red de internet. Existe un control de plaguicidas
para la aplicaciéon agricola, regulado por COFEPRIS, asi como un programa de control de

recipientes, regulado por los Comités Estatales de Sanidad Vegetal.
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Exposmpn . Nivel Nivel de .,
por un Dia Dosis de . ., Concenfracion
. Equivalente Exposicion con P
.. P.M. con Referencia . Maxima
Pesticida . UM UM Agua UM Riesgo ala UM UM
(ug/umol) | Riesgo a Dose Bebible US. salud de por Aceptable
la Salud (ng/kg/day) (ug/L) Vida (ug/L) (MAC) (ug/L)
(ug/L)
Azinfos

metil 317.32 * ** > > > > > ** 20.0 0.0630
Clorpirifos 350.62 30.0 0.0945 2.0 0.0063 0.3 0.0009 10.0 0.0315 90.0 0.2836
Diazinon 304.35 20.0 0.0630 1.0 0.0032 0.2 0.0006 7.0 0.0221 20.0 0.0630
Dimetoato 229.3 * > > > > > > ** 20.0 0.0630

Disulfoton 274.38 10.0 0.0315 0.7 0.0022 0.1 0.0003 3.5 0.0110 ** **

Fenamifos 303.36 9.0 0.0284 0.7 0.0022 0.1 0.0003 3.5 0.0110 ** o

Fonofos 246.3 20.0 0.0630 10.0 0.0315 2.0 0.0063 70.0 0.2206 ** o
Malation 330.4 200.0 0.6303 500.0 1.5757 70.0 0.2206 2000.0 6.3028 190.0 0.5988

Metil

Paration 263.2 300.0 0.9454 1.0 0.0032 0.2 0.0006 7.0 0.0221 ** *
Paratién 291.258 o o o o o o o o 50.0 0.1576
Forato 260.36 o > > > > > > ** 2.0 0.0063
Terbufos 288.45 5.0 0.0158 0.4 0.0013 0.1 0.0002 2.0 0.0063 1.0 0.0032

Tabla 2.2. Niveles mdximos permitidos de pesticidas organofosforados en agua potable, ** No

presentado [34].

2.3. METODOS DE DETECCION DE LOS PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS.

Actualmente se requieren métodos cientificamente vdlidos de andlisis a bajos
niveles de concentracién, muy cercanos de los Limites de Cuantificacion (Low
Quantification/LOQ) y Deteccién (Low Detection/LOD), los cuales son esenciales para la
vigilancia y cumplimiento de los programas establecidos. Con el objetivo de minimizar los
riesgos para la salud y lograr asi, un uso mds sostenible de los pesticidas. Se buscan
métodos "in situ", de operacién simple, con alta sensibilidad, exactos, rdpidos, y a un
costo redituable en poco tiempo, para la vigilancia y control de la contaminacion
generada por los pesticidas. Asi mismo, en los Ultimos anos, se ha dedicado especial
atencién el lograr andlisis de residuos de pesticidas en los niveles considerados trazas, asi

como a la deteccidn de sus metabolitos, debido a sus efectos en la salud.
Los métodos actuales se subdividen entre los oficialmente autorizados, de uso

convencional, y en las tecnologias emergentes en las Ultimas décadas, ambos buscando

cumplir las tendencias actuales de deteccidn.

20




En la figura 2.13 se muestra una modificacion al resumen presentando por
Stoytcheva y Zlatev [36], de los métodos analiticos aplicados, en los Ultimos anos para la
determinaciéon de los pesticidas organofosforados, donde se puede observar una
preponderancia de los métodos cromatogrdficos en sus distintas variantes, seguido por los
biosensores; existen también nuevas variantes que estdn investigdndose con la finalidad
de aplicarse en la determinacidn de este tipo de pesticidas, son: inmunoquimica, vy
fluorescencia, entre otros. En esta revision se puede notar que la Espectrometria de Masas

(SM) sigue presentando relevancia como opcidn de separacion.

Cromatografia de gases
Cromatografia Liquida
Biosensores

Otfro -

Inmunoguimica

Electroguimica

0% 10% 20% 30% 40% 50%
Porcentaje

Fig. 2.13. Compendio de las técnicas aplicadas en la deteccién de pesticidas OP.

2.3.1.Métodos oficiales en la determinacién de pesticidas OP.

Los métodos convencionales y oficiales para la cuantificacidon de los pesticidas OP,
incluyen diversas técnicas cromatogrdficas como es Cromatografia de Gases (CG),
Cromatografia de Gases con deteccidon por Espectrometriac de Masa (CG-EM),
Cromatografia de Capa Fina (CCF) y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
[37, 38]. EPA vy la UE han establecido regulaciones en agua y alimentos; han validados
algunos métodos para la deteccion y cuantificacion de los pesticidas organofosforados.
EPA maneja los siguientes métodos: EPA 1699 vy EPA 622, el primero es aplicable a algunos
pesticidas OP solamente e incluye el uso de Cromatografia de Gases y Espectrometria de
Masas de Alta Resolucidn (HRGC/HRMS) con Extraccién en Fase Solida (SPE) y Extraccion
Liguida-Liquida Continua (CLLE). La limpieza se da con Cromatografia por Permeacion de
Gel y técnicas analiticas de fase sélida. La segunda técnica se aplica a todos los
pesticidas en general y estd compuesta por Cromatografia de Gases (CG) y un Detector

de Fésforo y Nitrdgeno (NPD) en modo fésforo. La UE maneja el método EN12918, en él
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considera procesos de extraccion y el uso de CG, con aplicacidon para Paratién, Paration
metil, entre otros, para el monitoreo de aguas superficiales, residuales y potables. Coémo
ya se menciond, a nivel nacional, no existe regulacion para la cuantificacion o deteccion

de este tipo de pesticidas.

Estos métodos conllevan procesos de preconcentraciéon de las muestras de agua
para obtener el analito de interés, y generalmente implican una serie de pasos que son
complementados con técnicas extractivas en distintas fases: Extraccién liquida-liquida
(LLE), Extraccion solido-liquida (SPLE); aunque en los Ultimos anos ha tenido gran interés los
procesos extractivos con menor uso de solventes denominados de Micro Extracciéon en
Fase Solida (SPME) [39], Micro Extraccidén en Fase Liquida (LPME) y Micro Extraccién
Liguida-Liquida (LLME) [40]. Se ha reportado como método por J. S. Knaack [41] para la

extraccion de compuestos nerviosos OP en agua, hamburguesas y matrices terreas.

Acoplados a procesos de separacién cromatogrdficos, los cuales son realizados
principalmente por Cromatografia Liquida (CL) [42] y CG, [43, 44] en algunos casos se
utiliza Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para evaluar muestras de agua

[45], o diversas muestras ambientales [46].

Asociados a un instrumento de deteccién y con distintas matrices, lo cuales pueden
ser (1). Espectrometria de masas (MS) en muestras de agua [47, 48, 49, 50], muestras con
alto contenido lipidico [51], algas marinas [52], vino vy jugos de frutas [53]. (2). Detectores
de Captura de Electrones (ECD) ligados a Detectores Selectivos de Fdsforo-Nitrégeno
(NPD) para el andlisis de muestras de agua [54], plantas medicinales brasilenas [55], o
nuevamente a MS para analizar frutas y vegetales [56]. (3) Detector de Fotometria de
Liama por pulsos (PFPD) para analizar maiz y cowpea [57], después de una columna de

carbdn y alumina activada.

Novedosas técnicas de extraccidon de multiresiduo, se han reportado, siendo un
ejemplo el llamado Quick Easy Cheap Effective Rugged and Safe (QUECHERS), acoplado
a CL-MS/MS y CG-MS/MS en muestras de aguacate [58]; unidos a CG-MS para evaluar
muestras de frutas y vegetales [59], ligado a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiencia
(UPLC/MS/MS) vy aplicado en muestras de té [60] y hortalizas [61]. O simplemente usando

CL-MS evaluando muestra de uvas y manzanas [62].
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Como ya se menciond, inicialmente se usa un proceso de extracciéon-
concentracién, seguido de una etapa cromatogrdficas, concluyendo con espectrometria
de masas, haciendo uso de distintos detectores. Recientemente se han desarrollado
interesantes combinaciones de nuevos métodos con los antes mencionados; siendo
algunos Extraccion por Solventes Asistida por Ultrasonido (UASE,) seguido de LLME, basado
en la solidificacién de la gota orgdnica flotante para la determinacion de pesticidas OP
en cosechas de verano, determindndose los pesticidas por HPLC con detector Ultravioleta
(UV) [63]. Otra variante es la reportada por L. Pareja [64], que utiliza Cromatografia liquida
acoplada a una Trampa Cuadrupole Lineal de lones (LC-QgLIT) y a MS para el andlisis del
agua residual de un campo de arroz. Asi mismo Cazorla-Reyes ha reportado estudios
aplicando CG acoplada a Trampa de iones tdndem MS (GC-IT-MS/MS) y CG acoplada a
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Presion y a Triple Espectrometria de Masas
Cuadrupolo (UHPLC-QQQ-MS/MS) [65] para el andlisis de pesticidas en orina. Otra
recomendacién es la aplicaciéon de CG acoplada Time of Flight y MS (GC-TOFMS) [66],
una modificacién a la metodologia de Cervera la presenta Wei Jiang y colaboradores,
agregando SPME como etapa previa y el uso de péptidos enriquecidos con éxido de
fitanio, con la finalidad de detectar en suero humano butfilcolinesteresa inactivada por
compuestos OP, un biomarcador que se estd utilizando como medio alterno de deteccion

de exposicion [67].

En la literatura podemos encontrar una gran cantidad de revisiones sobre los
métodos especificos ya mencionados, de concentracidn y separacion en matrices en
agua [68], uso de LPME para la determinacién de residuos [69], empleo de SPME en el
andlisis residual de pesticidas [70], uso de CG vy el efecto intermatrices dado [71, 72, 73],
LC-MS vy su aplicacion para la deteccidn de pesticidas en el ambiente [74]. Otros
resUmenes analizan el empleo combinado de CLy CG en la determinacién de pesticidas
en niveles traza, presentes en agua [75]. Asi mismo, se han elaborado recopilaciones de
interés especifico hacia un alimento, como el elaborado por L. Pareja, esta recopilacion
muestra informacién sobre los métodos analiticos empleados para la deteccién de
pesticidas en arroz [76]. También se pueden encontrar diversos resUmenes sobre métodos
especificos pero en funcién de todas sus aplicaciones como el reportado por Hennion
[77]. O los reportados por Martinez Vidal que en forma global analiza todos y cada uno de
las etapas involucradas en la determinacion de pesticidas [78], asi como lo hecho por

LeDoux y su andilisis de pesticidas residuales [79].
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Estas técnicas son muy utilizadas para andlisis de pesticidas en niveles traza, ya que
presentan niveles de sensibilidad, en rangos de ng/ml a pg/ml. Pero su aplicacion en el
andlisis de este tipo de pesticidas presenta una serie de dificultades. Siguen teniendo la
limitante de no poderse usar en linea, es decir en el sitio del muestreo; algunas de ellas no
pueden ser aplicados directamente a analitos semivolatiles o voldtiles o térmicamente
|dbiles como triclorfon, ademds de que generan metabolitos como paratién, no siendo el
pesticida inicial de interés. Ademds se deben estar controlando y optimizando las
temperaturas de las columnas con la finalidad de minimizar la mezcla entre fases, siendo
esto algunos de los limitantes para cromatografia. Ademds, requieren el uso de detectores
especificos, como el NPD, es decir; no todos los detectores son de amplio espectro. Para
sU Uso, se debe de trabajar en el diseno de los acoplamientos requeridos para la
deteccién del analito en cuestion. Debido a estos inconvenientes, se han buscado

métodos alternos para su andlisis y deteccion.

2.3.2.Métodos Fluorométricos.

Los métodos Fluorométricos estdn basados en derivados quimicos, etiquetado
fluorogénico vy fluorescensia inducida fotoquimicamente, han servido como medios de
deteccién para Cromatografia de Capa Fina (TLC), HPLC y Andilisis por Inyeccién en Flujo
(FIA), con aplicaciones ambientales. Limitado por la cantidad de compuestos
marcadamente fluorescentes, aunque muchos compuestos poseen el grado minimo de
aromaticidad y puede ser convertidos a una sustancia fluorescente mediante distintas

vias.

El elegir este método de deteccion, implica considerar si el pesticida es fluorescente
y puede ser determinado directamente por este método, si no lo es, el grado posible de
fluorescencia presente y la factibilidad de convertirlo de acuerdo a las técnicas actuales.
Diversas publicaciones al respecto se han readlizado, en algunos casos mediante
detecciones directas de pesticidas organofosforados los cuales manifestaba una
fluorescencia intrinseca; coumafos [80] y pirimifos metil [81], con LOD de 0.5 ng/ml y 0.3
ng/ml, respectivamente. En otros casos por pretratamientos fluorimétricos, azinfos [82] y
clorpirifos [83], mostrando valores de LOD en el rango de nanogramos. Esta metodologia
presenta una gran sensibilidad, pero una baja selectividad por la presencia de
componentes fluorescentes ajenos al analito en cuestidén, esto es un limitante para ser

considerada en los trabajos de deteccion.
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Los inmunoensayos, son poco utilizados en la determinacién de pesticidas OP,
debido a que implican numerosas etapas de lavado, generando tiempo de andlisis
largos. Por lo tanto, estos métodos no son adecuados para las determinaciones en el

campo y en donde se requiera monitoreo continuo.

2.3.3. Aplicacion de sensores en la determinacion de pesticidas OP.

De manera general se podria definir a un sensor quimico como cualquier dispositivo
miniaturizado que fuera capaz de responder de manera inequivoca a un analito concreto
presente en una muestra compleja. Consta esencialmente de dos partes: el elemento de
reconocimiento (enzima) que interactia con el analito (sustrato de enzima) y concede
selectividad al sensor y el transductor que permite convertir esa interaccidn fisicoquimica
en una senal analitica eléctrica. Cuando el elemento de reconocimiento es un electrodo,
este es considerado un sensor electroquimico, pero cuando en este elemento intervienen

especies bioldgicas, estaremos en presencia de un biosensor, ver figura. 2.14.

Biorreceptor Transductor

Analito: ez~ sefial
Sustrato Enzi - m % Fisicoquimica Sefal Elécfiica
ustrato Enzima o ‘
.o [l e >
=
& 2
Enzima: Molécula Optico, electroquimico
Bioldgica Inmovilizada Térmico, Gravimétrico

Fig. 2. 14. Esquema de un biosensor.

A. Métodos de Inmovilizacién.

La cantidad de publicaciones que aumentan ano con ano por el uso de
biosensores es cada vez mayor, ya que las enzimas presentan una serie de ventagjas;
muestran una gran actividad catalitica, especificidad de sustrato -estereoselectividad y

regioespecificidad; ademds de ser muy activas en condiciones estdndar de trabajo.

Sin embargo, son muy inestables en condiciones normales de frabajo, solubles en
agua; su separacion de sustratos y productos es dificil, y por tanto, no se pueden reutilizar.

Con el uso de métodos de inmovilizacién, se han confrolado estas desventajas. En la
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figura 2.15, se muestra una clasificacion de estas metodologias, realizada por Sassolas [84],

explicdndose a continuacion.

E E — E—E '
WO E / E
E = \ \
1. E
e N E E
E E \ e g i
. E E — E
E E
—
Afrapamiento Adsorcion Covalencia Entrecruzamiento Afinidad

Fig. 2.15. Métodos de Inmovilizacién [84].

Cada método de inmovilizacién presenta ventajas e inconvenientes. La eleccion de
la técnica mds adecuada depende de la naturaleza de la enzima, el tfransductor y el
método de deteccién asociado. El mejor método de inmovilizacién de enzimas depende
de la aplicacién del biosensor, sensibiidad o estabilidad requerida. Asi como la
reproducibilidad, el costo y la dificultad de la inmovilizacion empleada. La sensibilidad
disminuye si la inmovilizacién causa la desnaturalizacion, cambios conformacionales o la
modificacion de la enzima, sobre todo en su sitio activo. La mejor sensibilidad se obtiene
con la inmovilizacion orientada de enzimas en la superficie del transductor o mediante la
seleccion de la naturaleza del espaciador entre la enzima y el apoyo en virtud de la unidn

covalente.

Enzimas orientados correctamente exponen correctamente su sitio activo de la fase
en solucién. Espaciadores Mds bien largos vy flexibles, tales como polietileno glicol puede
evitar impedimentos estéricos y movilidad limitada de la enzima inmovilizada. Algunas de
las técnicas de inmovilizacion, pueden implicar una mala orientacién de los componentes
de la enzima, induciendo a una parcial o total pérdida de la actividad, ya que la enzima
sufrid una desnaturalizacidon o un bloqueo del sitio activo, siendo esto Ultimo inaccesible
para el sustrato. Las técnicas basadas en interacciones de afinidad entre las enzimas y
moléculas de avidina, lectinas o azUcares permiten inmovilizar enzimas en forma
ordenada y especifica del sitio activo, a fin de desarrollar biosensores eficientes. De la
misma manera, la inmovilizacion basada en capas monomoleculares autoensambladas,
reducen el nUmero de orientaciones aleatorias, generando estructuras uniformes,

reproducibles y estables con una alta cobertura [85].
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El uso de nanomateriales (nanocables de polimero, nanotubos de carbono,
nanoparticulas) para el diseho de dispositivos biosensores constituye un enfoque
interesante y reciente para mejorar el rendimiento de deteccion. Las perspectivas muy
prometedoras de nanomateriales son debido a sus Unicas propiedades. Los nanotubos
de carbono tienen propiedades eléctricas, mecdnicas y estructurales notables [86].
Pueden mejorar la reactividad electroquimica de biomoléculas y pueden promover las
reacciones de fransferencia de electrones de las proteinas. Las nanoparticulas de
diferentes composiciones y tamanos también han sido utilizadas en los Ultimos afos como
trazadores versdtiles y sensibles para la electrénica, como transduccidén éptica o micro
gravimétricas de diferentes biomoleculas [87]. Las nanoparticulas de metales presentan
excelente conductividad, que les permite mejorar la transferencia de electrones entre el
centro redox de la proteina y la superficie del electrodo [88, 89]. Las biomoleculas también
se han inmovilizado con materiales nano estructurados por adsorcidn, covalencia o
atrapamiento para desarrollar biosensores mds sensibles. Las nanoparticulas son superficies
de inmovilizacién que presentan un drea superficial grande. Por otra parte, la adsorcién
directa de las enzimas en las superficies de metal a granel con frecuencia resulta en la
desnaturalizacién de la proteina y en la respectiva pérdida de bioactividad que se puede
evitar si las enzimas son adsorbidas en soluciones de nanoparticulas de metal antes de ser
electro depositado sobre la superficie del electrodo [90]. A continuacidn es explican

métodos de inmovilizacidn enzimdtica.

a. Enlace Covalente.

El acoplamiento covalente de enzimas a soportes poliméricos es un popular método
de inmovilizacidon quimica utilizada para desarrollar biosensores enzimdticos. Para este
propdsito, los biocatalizadores se unen a la superficie a través de grupos funcionales que
contienen y que no son esenciales para su actividad catalitica. La unidn de las enzimas
para el soporte sdlido generalmente se lleva a cabo por la activacién inicial de la
superficie usando reactivos multifuncionales (por ejemplo, glutaraldehido o carbodimida),
seguido por acoplamiento de la enzima al soporte activado, posteriormente, se da la
eliminacién del exceso y de las biomoléculas no consolidadas. El soporte puede ser un
material inorgdnico (vidrio poroso), natural (celulosa) o un polimero sintético (nylon).
Existen membranas (por ejemplo Immunodyne, Ultrabind) disponibles ya preactivadas que
también pueden ser ya utilizadas. Esta inmovilizacién puede llevarse a cabo directamente
sobre la superficie del fransductor o sobre una membrana delgada fijada sobre el

tfransductor.
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b. Enfrecruzamiento.

La inmovilizacion de enzimas por reticulacion con glutaraldehido u otros agentes
bifuncionales, tales como glioxal o hexametilendiamina, presentan ofro enfoque para
desarrollar biosensores. La enzima puede ser reticulada entre si o en presencia de una
proteina funcionalmente inerte tal como albUmina de suero bovino. Este método es
atractivo debido a su simplicidad y la fuerte unidén quimica alcanzado entre biomoléculas.
El principal inconveniente es la posibilidad de pérdidas de actividad debido a la distorsion
de la conformacién activa de la enzima vy las alteraciones quimicas del sitio activo

durante el reficulado.

c. Atrapamiento.

Las enzimas pueden ser inmovilizadas en matrices fridimensionales tales como
una pelicula electropolimerizada, un fotopolimero, un gel de silice, un polisacdrido
0 una pasta de carbono. Es facil de realizar, en estos métodos, las enzimas, los mediadores
y aditivos, se pueden depositar simultdneamente en la misma capa de deteccion. No hay
modificacion del elemento bioldgico para que la actividad
de la enzima se conserve durante el proceso de inmovilizacién. Biosensores
basado en enzimas atrapadas fisicamente se  caracterizan  a  menudo
por el aumento de la estabilidad operacional y de almacenamiento. Sin embargo, las
limitaciones tales como la lixiviacion de barreras de difusion y posibles fugas del

biocomponente pueden restringir la funcionalidad y eficiencia de los sistemas disenados.

El quitosano es un derivado de la quitina, un poliaminosacarido natural
encontrado en el exoesqueleto de los crustdceos o los insectos y en la célula fungica
pared. Se obtiene por la N-desacetilacion de la quitina
y se caracteriza por el grado de desacetilacion. Por lo tanto, el quitosano es
un copolimero de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina. El quitosano es insoluble en
agua, pero la presencia de grupos amino induce su solubilidad en soluciones dcidas con
pH de aproximadamente 6.5 [?1]. Un biosensor amperométrico se desarrollé para
detectar fenoles mediante la inmovilizacion de tirosinasa en una pelicula de quitosan con
un electrodo de carbono [92]. Las respuestas a fenol fueron lineales en el intervalo de
1X10-19M a 2.3X108M (limite de deteccidén en 5X10-1"M). Este biosensor retuvo el 75% de la

actividad enzimdtica inicial de por lo menos 79 dias.

d. Adsorcion.
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La Adsorcidbn de enzimas sobre soportes sdlidos representa el mds facil
método de inmovilizacién fisica. Se disuelve la enzima en solucidn y el soporte sélido se
pone en contacto con la misma, por un periodo fijo de tiempo. Luego se retira la enzima
no adsorbida por lavado con solucidon tampdn. Los mecanismos de adsorcién se basan en
enlaces débiles como fuerzas electrostdticas y de Van der Waals y electrostdticas y/o
interacciones hidrofébicas. Esta técnica no implica ninguna funcionalizacién del apoyo y
es generalmente no destructiva para la actividad de la enzima. Aungue este método de
inmovilizaciébn provoca poca o© ninguna inactivacion, esta  técnica presenta
inconvenientes; al estar las enzimas lioremente unidas al soporte, puede darse desorcidn
por cambios en la temperatura, pH y fuerza idnica, siendo el principal problema. Por lo
tanto, los biosensores basados en la enzima adsorbida sufren de mala estabilidad
operacional y de almacenamiento. Otro inconveniente es la adsorcion no especifica de

otras proteinas o sustancias.

e. Afinidad.

Los esfuerzos se han logrado con el fin de desarrollar biosensores basados
en orientar e inmovilizacién el sitio especifico de las enzimas. Una estrategia
es la creacion de (bio) bonos de afinidad entre un soporte activado (con lectina, avidina,
quelatos de metal) y un grupo especifico (una etiqueta) de la secuencia de la proteina
(por ejemplo, hidratos de carbono residual, biotina, histidina). Este método permite
controlar la orientacién de la biomolécula con el fin para evitar la desactivacion de la
enzima y/o el bloqueo del sitio activo. Varios métodos de inmovilizacién por afinidad se
han descrito, a través de avidina-biotina, lectina-carbohidrato y metal quelante de
cationes inferactuantes. Una enzima puede contener efiquetas de afinidad en su
secuencia (por ejemplo, un resto de azlcar), pero, en algunos casos, la etiqueta de
afinidad (por ejemplo biotina) necesita ser unida a la secuencia de la proteina mediante
ingenieria genética como mutagénesis, tecnologia de fusion de proteina dirigida al sitio y

modificacion post-transcripcional [94].

B. Enzimas y Técnicas Empleadas.

La funcién de los sensores electroquimicos modificados con acilcolinesterasas (ChE),
representadas por Acetilcolinesterasa (AChE) o Butiriicolinesterasa (BuChE) y fosfatasas
(dcidos o alcalinas) se basa en la capacidad inhibitoria que tienen los compuestos OP
sobre estas enzimas. La cuantificacion se realiza por la medicién de la variacién de la

actividad enzimdtica, la cual estd en funcidon de la concentracién de los plaguicidas
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organofosforados, requiriendo la aplicacién de técnicas electroquimicas. Por lo tanto, de
acuerdo con el modo de transduccidn, los biosensores reportados son principalmente
potenciométricos o amperométricos. Los sensores potenciométricos modificados con ChE

implican la siguiente reaccion:

R-colina + H2O0 —<"E 5 colina + R-COOH (1)

donde R' es un radical acetilo o butirilo.

Acetilcolinesterasa (AChE EC 3. 1.1. 7.). Son disponibles comercialmente, pero inestables,

debido a que fueron aislados de su medio natural. Favorecen el progreso del impulso
nervioso durante la sinapsis colinérgica. La Acetilcolina debe de ser hidrolizada por esta
enzima después de un impulso nervioso, lo cual es blogueado por la presencia de OP,
debido a la fosforilacidon de la serina 203 presente en el sitio activo de AChE, causando la
acumulacién de acetilcolina en el punto sindptico [95]. Se han reportado biosensores
amperométricos modificados con AChE, y basados en su inhibicién enzimdtica, midiendo
tiocolina y p-aminofenol producto de la hidrélisis de butiriltiocolina y p-aminofenil acetato,

respectivamente, [96, 97, 98, 99].

El cambio en el pH de la solucién, resulta de la liberacidon de dcidos durante la
hidrdlisis enzimdtica de los ésteres de la colina, registrdndose como una respuesta del

sensor potenciométrico, en funcion de la actividad de la colinesterasa [100, 101].

Oftro sistema potenciométrico es el desarrollado por Ghindilis [102], basado en la

perdida de la mediacién bioelectrocatalitica:

R-colina + HoO —<"£ 5 colina + R-COOH (2)
colina + 202 + H2O —"9 5 petaina + 2H202 (3)
H202 + 2H* + 26- — 5 2H,0 (4)

(CHO es la enzima colina oxidasa y HRP es la enzima peroxidasa)

La reduccién electrocatalitica de H202 provoca un cambio en el potencial del

electrodo. Este sensor tri-enzimdtico, permite la deteccidén de 2x10-13 moll' de triclorfon.
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Los sensores amperométricos modificados con (ChE), proporcionan en general, una
respuesta mds rdpida, asi como una mayor sensibilidad y precision que los

potenciométricos; presentando dos variantes de acuerdo a Stoytcheva, [31].

a. Primera generacién de Sensores amperométricos modificados con ChE

Aprovechan los procesos bienzimdticos descritos en las ecuaciones 2 y 3; es decir, el
sensor detecta como sefal de respuesta; las corrientes de oxidacion del H202 o reduccién
de O, las cuales dependen de la concentracién de sustrato y la respectiva actividad de
la enzima. Sin embargo, ya que la oxidacion de H202 con un electrodo (E) se lleva a cabo
a un potencial de 0,60 V/SCE, muchas sustancias contenidas en los liquidos bioldgicos y
sometidos a una oxidacién en los mismos potenciales (glutation, ascorbatos, uratos, etc)
interfieren, corrompiendo la determinacion. La seial de salida estard influenciada por las

fluctuaciones en la concentracion de oxigeno, también.
b. Segunda generacién de sensores amperométricos modificados con ChE.
Utilizan sustratos sintéticos (tiocolina o ésteres indoxilacetato), transformados durante

la hidrdlisis catalitica en productos capaces de ser facimente oxidados, como por

ejemplo:

R-tiocolina + H2O —<"E 5 tiocolina + R*COOH (5)
tiocolina ——> ditio-bis-colina + 2H* + 2e- (6)

Sin embargo, R'-tiocolina es sujeto de hidrdlisis no enzimdaticas espontdneas. Aungue leves,
pueden producir un aumento en la respuesta de la corriente anddica. Ademds, la
oxidacidén de la tiocolina provoca una pasivacidon de los dnodos de platino, debido a su
interaccién con los compuestos que contienen azufre, lo cual debe ser tomada en

consideracion.
El proceso de oxidacion directa de la tiocolina se produce en 0,80 V/SCE en

fransductores de metal y grafito convencionales [97, 103, 104], implican la fransferencia

de un electrén desde el tiol y un dimerizacion del compuesto intermedio a disulfuro [94,
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108]. El alto valor potencial sin embargo provoca la aparicién de una alta corriente de

fondo, asi como interferencias por compuestos electroactivos.

Se encuentra documentado varios tipos de electrodos enzimdticos, que
proporcionan una deteccidn electroquimica sensible de tiocolina; generados a bajos
potencial, tales como los quimicamente modificados con ftalocianinas [105, 106], azul de
Prusia [106] y tetracianoquinodimetano [107, 108]. Sin embargo, la adicién de estos

mediadores, podria provocar interferencias.

Una opcidn para evitar la reduccidén de potencial, sin necesidad de modificar el
electrodo implica la hidrdlisis enzimatica con aciltiocolina (Ec. 5), la reduccién quimica de
la tiocolina producida en solucién (Ec. 7), y la deteccidon electroquimica del producto de
la reaccién redox homogénea (Ec. 8), segun lo sugerido por Ovalle, respectivamente
[109]:

R' - tiocolina + 2 [Fe(CN)s]3- — ditio-bis-colina + 2[Fe(CN)¢]4 (7)
[Fe(CN)g]4 — [Fe(CN)e]3> + e (8)

Sin embargo, la sensibilidad reportada para la determinacién de OP (clorofos) es

menor en comparacién con lo alcanzado por oxidacién directa de tiocolina.

La reaccién de respuesta, base de algunos sensores de segunda generacion,
modificados con (ChE) para la cuantificacién de OP, es la oxidacidn electroquimica del

leucoindigo, producido tras la hidrdlisis enzimdtica de indoxilacetato [110]:

0 ;CH3
N0 OH OH HO
b ChE s 0, L -0 S i
2
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La desventaja de este método consiste en que el leucoindigo estd expuesto a
sustancias quimicas, asi como a la oxidacion electroquimica con Oz, complicando la

formacién de la sefal analitica.

Butilcolinesterasa (BuChE, EC 3. 1.1. 8.). Empleada cuando no es posible hacer la

deteccién por inhibicion de AChE, es conocida como una seudocolinestera, estd
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relacionada a AChE, difiriendo en que la segunda se inhibida por exceso de sustrato, es
mds utilizada como un indicador de exposicidn o intoxicacidon, mayormente con fines

forenses.

Fosfatasas Alcalinas (ACP, EC 3.1.3.1.) La inhibicidén de fosfatasas, aungue reversible, no

requiere reactivacion de la enzima, catalizan la transferencia del grupo fosfato al agua
(hidrolisis) o alcohol (transfosforilacion) [111]. La enzima se caracteriza por un alto pH y una
amplia especificidad al sustrato, usando varios fosfomonoesteres. Es una metaloenzima
dimérica con dos iones Zn y un ion Mg coordinados dentro del sitio activo de cada
mondémero [112]. La actividad enzimdtica puede ser inhibida por etilendiamina tetra
acético dcido (EDTA). No es tan aplicado como AChE para la deteccidén de pesticidas

mediante biosensores electroquimicos [113].

Fosfatasas Acidas (AP, EC 3.1.3.2.). Son enzimas con bajo pH que catalizan la reaccioén:

monoester ortofosférico + Agua — Alcohol + HsPO4. Tienen bajo nivel de aplicacién, se
han utilizado en forma conjunta con otras enzimas, Glucosa Oxidasa (GOD) en sensores
bienzimdticos para la deteccidén de malation (1.5 pg/L), metil paratién (0.5 ug/L) vy

paraoxon (1.5 ug/L) [114].

Las determinaciones enzimdticamente inhibitorias, aungue muy sensibles, son
indirectas. Presentan baja selectividad y necesitan, en algunos casos, de incubacién y
reactivacién/regeneraciéon de la enzima. Ademds, como se muestra por Gunaratna [115],
la colinesterasa es muy sensible a su micro-entorno, incluso pequenos cambios provocan
una pérdida significativa de su actividad, ademds al ser inhibida por neurotdxinas, lo que
incluye también a los carbamatos; no podria usarse para la cuantificacidén de un tipo o
grupo particular de pesticidas, lo cual es necesario en procesos de desintoxicacion.
Ademds de requerir multiples pasos para medir la inhibicidon de la enzima, es decir, la
enzima es medida y después incubada junto con el andalito, por espacio de 10 a 15
minutos o Mds, si se busca mejorar la sensibilidad. Posteriormente se vuelve a medir, para
evaluar el grado de inhibicién y asi obtener la concentracion de OP en el analito. Ademds
de requerirse reactivacién de la enzima con el fin de continuar usando el electrodo. La
cual puede ser parcial y en ocasiones ya no posible, debido al proceso de

envejecimiento que sufre la enzima, en el cual la inhibicion se vuelve irreversible.

Andlisis directos de pesticidas OP se logra aplicando OPH en sensores

electroguimicos [116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123]. Es una enzima hidrolizante
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organofosfotriesterasa, manifiesta una amplia especificidad hacia sustratos como son:
paraoxon, paratién, coumaphos, diazindn, Dursban, paration metilico, etc, y hacia
algunos agentes quimicos de guerra; sarin, somdn, tabun , VX, etc [124, 125]. Como se
muestra en la fig. 2.16. La deteccién de paration también es posible con el uso de
paration hidrolasa (PH) [126]. La hidrdlisis de los sustratos OP catalizados enzimdticamente,

implica cambios en el pH y genera productos electroactivos:

X X

| |
R-P-Z + HoO — 2" 5 R-P-OH + ZX (10)

| |

R R

Fig. 2.16. Esquema de la reaccién de hidrdlisis catalizada por OPH de los compuestos OP. X es un
oxigeno o azufre, R esun grupo alcoxi variando en tamano de metoxi a butoxi, 'R es un grupo alcoxi

o fendlico y Z es un grupo fenoxi, tiol, cianuro o fluor [127].

Por lo tanto, la deteccidon se puede realizar en un solo paso, utilizando

potenciometria sensible al pH o transductores amperométricos.

Organofosforohidrolasa (OPH, EC 3.1.8.1). Inicialmente aislada de Pseudomonas diminuta

y Flavobacterium sp en 1980, ambos organismos propios del suelo [128, 129]. La forma
nativa se expresa como una metaloenzima homodimérica presente en la membrana, la
precursora de esta proteina tiene una secuencia de 29 aminodcidos en su terminal N para
la seleccion objetivo de la membrana [130]. La enzima madura es una metaloproteina de
36-kDa con dos iones Zn?* presentes en la enzima nativa. OPH fiene un amplio perfil de pH
(pH 8-10) con una actividad y temperatura éptima a un pH de 8,5y 50°C [131]. Es de gran
interés ya que puede desintoxicar un amplio rango de pesticidas organofosforados (OP) y
agentes quimicos nerviosos, por su capacidad de romper varios tipos de enlaces fosforo-
éster (P-O, P-F, P-CN, P-§), tiene un papel importante en la degradacién de este tipo de
compuestos y es muy utilizada en la biorremediacién de la contaminacién ocasionada

por estos quimicos [132].

Si bien contiene iones zinc en su estructura, debido a las modificaciones que ha
sufrido, presenta variantes en el efecto que pudieran reflejar los metales en ella; algunos
autores reportan que al ser sustituidos por ofros iones como Cd?*, Ni2*, Mn2*, o Co2*, Pb2* y
Cu?*, muestran mayor actividad catalitica [133, 134]. Denfro de las armas quimicas
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presenta mayores rangos de velocidad hacia fosfotriesteres como sarin y tabuin, en

comparacion de los valores logrados con las armas quimicas, VX y RVX [135, 134].

Los sistemas basados en OPH permiten la determinacion selectiva de la familia de
los compuestos OP, en contraste con las técnicas basadas por inhibicidn de la enzima,
aunque el limite de deteccién reportado es mayor [127]. El uso de enzimas presenta
inconvenientes importantes, debido a que no son comerciales; se requieren procesos de

extraccion y purificacién sumamente complejos, de larga duracién, y caros, se realiza en

laboratorios especializados de microbiologia.

. . o Linealidad
No. Andalito Técnica Inmovilizacién | Transductor M) LOD Ref.
M
1 Paraoxon Amperometria Enlace covalente SWCNTs 5X107-8.5X10° 108 [137]
6
2 Paraoxon Amperometria Atrapamiento Carbdn 2X107-8X10¢ 1.2X107 [138]
mesoforo
3 Paraoxon Amperometria Atrapamiento MWCNTs > 4X10¢ 15X108 [139]
4 Paraoxon Amperometria Entrecruzamiento MWCNTs 5X107-2X10¢ 0.3142X10¢ [140]
5 Paration etil Amperometria Enlace covalente > ND <3.4X107 [141]
6 Paratién metil Amperometria Enlace covalente AUNPs- 1.9X108- 3.8X107 [142]
MWCNTs-QDs 7.6X107
7 Paratién Amperometria Entrecruzamiento CNTs 2X107-4X108 15X107 [143]

Tabla 2.3. Caracteristicas de diferentes biosensores basados en OPH.

La hidrdlisis implica un cambio de pH y la generacidén de especies electroactivas,

permitiendo hasta el momento el desarrollo de sensores potenciométricos vy
amperométricos para la cuantificacién de pesticidas, como se muestra en la tabla 2.3. El
cambio en el pH se puede medir con un electrodo. Durante la hidrdlisis se libera
Paranitrofenol (PNP), su corriente de oxidacién es proporcional a su concentracién, lo cual
es equivalente a la presencia del pesticida en andlisis; esto es sensible a un biosensor.
Dentro de sus inconvenientes esta, el que no todos los productos de la hidrdlisis son

electroactivos.

Estudios ulteriores muestran que al estar varios pesticidas presentes, pueden existir
interferencias y alterar el sitio activo de la enzima para otros pesticidas. Kolakowki y

colaboradores realizaron una caracterizaciéon de la hidrdlisis del enlace P-S por OPH,
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combinando Demeton-S y paraoxon; enconfrando que el primero no fue una
interferencia contra la degradacién del segundo [135]. Solo mipafos, que también

contiene un enlace P-F se mostré como un inhibidor competitivo [128].

En los Ultimos anos se han aislado microorganismos con la capacidad de sintetizar
compuestos considerados no degradables, el rango de crecimiento que presentan y la
poca poblacién existente de microorganismos con esa capacidad, aunado a la baja
expresidon del gen; son desventajas que ocasionan una reducida eficiencia de
biorremediacion. Por lo que la busqueda de medios alternos para aumentar este rubro ha
ido creciendo drdsticamente. El gen opd (organofdsforo degradante) presente en las
bacterias que secretan esta enzima y decodificador como tal, se encuentra en cada
pldsmido nativo (43 kb de tamano pPDL2 para Flavobacterium sp. ATCC 27551 y 66 kb de
tamano pCMS1 para Pseudomonas diminuta, respectivamente) [144, 145, 146]. Hasta el
momento son pocas las secuencias reportadas de OPH en ADN. Algunas de ellos y
apoyados con el uso de técnicas de ingenieria genética, se han expresado en diferentes
sistemas, generando una serie de bacterias recombinantes, especialmente se ha buscado
expresar cepas de la enzima de interés en la superficie de otras bacterias, tal es el caso
de OPH (S5) mutante en E. coli con mejoras en su actividad enzimdatica [147], teniendo
limites de deteccién de 0.2uM para el paraoxon. La mayoria de los estudios se han dirigido
a mejorar la eficiencia de produccién de la enzma en E. coli, basdndose en
fermentaciones [129, 148, 149]. Buscando mejorar la eficiencia de produccidon y también
con bases fermentdtivas, se desarrolla otro método basado en Ralstonia eutropa [150],
teniendo eficiencias de 4.3 g/I de OPH producida. También se qislé otra cepa bacteriana
con la capacidad deseada, denomindndose Pseudomonas pseudoalcaligenes [151],
depositdndose su secuencia en GenBank, siendo el gen ophc22 de 975 bp de largo,
comprendiendo un polipéptido de 324 amino dcidos como marco de apertura de
lectura, e incluyendo una seial peptidica de 24 amino dcidos. Posteriormente este gen se
expresd en Pichia pastoris, teniendo mejores eficiencias [152], presentando mejoras de
actividad en presencia de los siguientes iones: Ni2t, Co?*, Ca2+*, Mg?*+; y disminucién en
presencia de Cr3+, Lit, Cu2t, Mn2+, In2+, Pb2+, EDTA. También se han reportado resultados de
la expresion del gen en Deinococcus radiodurans, mostrando actividad contra
compuestos lactona y OP, aungue en menor proporcidon que la mostrada por

Pseudomonas diminuta [153].

Metil Paratidén Hidrolasa (MPH, EC 3.1.8). Es un tipo especifico de OPH, es una enzima

homodimérica con la habilidad de catalizar la hidrélisis de un amplio rango de agentes
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organofosforados [154, 155]. Se ha expresado en E. coli y en algunas levaduras, realizado
investigaciones y modificaciones a su termoestabilidad por mutagénesis de sitios activos,
mediante técnicas de la ingenieria genética. Young Xia y colaboradores llevaron a cabo
estudios para evaluar el efecto del disolvente 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), con la finalidad de
evaluar la desnaturalizaciéon quimica de esta enzima [156], considerando que algunos
pesticidas tienden a disolverse mds en medios orgdnicos y que su andlisis se realiza en
medio acuoso. TFE sirve como codisolvente no polar, componente necesario en las
investigaciones de cinética de doblamiento en proteinas y de equilibrio conformacional.
Recientemente se ha despertado el interés de conocer el efecto de los disolventes en las
proteinas, realizindose estudios similares, pero en otras enzimas. Encontrando inactivacién
reversible y desdoblamiento de la enzima en presencia de este disolvente, induciendo

cambios en la estructura asi como en el sitio activo.

En general aun se debe de trabajar en la problemdtica que implica desde expresar
la enzima en si, y una vez hecho este punto, lograr que la bacteria la exprese en su
superficie o la excrete. Con la finalidad de tener mds opciones viables para producir y
utilizar esta enzima, tanto en la deteccidon, neutralizacién de agua y biorremediacion de

suelos.

C. Sensores Electrogquimicos Bacterianos.

Se desarrollan mediante el acoplamiento de bacterias a los transductores
electroguimicos. Ofrecen varias ventajas sobre las enzimas aisladas, ya que tienen un
costo mds bajo, debido a la eliminacion de los procesos de extraccién y purificacion de
las enzimas intracelulares; ademds de su capacidad de catalizar reacciones secuenciales
que implican multiples reacciones enzimdticas; presentan resistencia a los cambios de pH
y temperatura , a causa de la retencidn de las enzimas en su entorno natural ; muestran
una mayor tolerancia a las sustancias téxicas; y se da la recuperacion de la actividad de

la enzima en un medio nutriente. [157]

Los sensores electroquimicos bacterianos son menos sensibles y menos selectivos que
los enzimdticos, y su tiempo de respuesta es relativamente largo, debido a las limitaciones
difusionales en la pared celular bacteriana. Sin embargo, estos inconvenientes son

superables, con ingenieria genética y permeabilizacién celular, respectivamente.
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Sélo unos sensores electroquimicos bacterianos para la cuantificacion de pesticidas
OP se han desarrollado hasta ahora. Incluyen como elemento de biorreconocimiento a
las bacterias Moraxella sp, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, Escherichia coli,
asi como el desarrollado con la levadura Saccharomyces cerevisioe modificados
genéticamente y con OPH expresada en la superficie [127, 148, 149, 158, 159, 160, 161]. El
principio de deteccidn es idéntico al empleado, utilizando la enzima aislada y purificada.
Se han reportado sensores microbianos basados en el Electrodo de Clark, y modificados
con bacterias recombinantes, capaces de oxidar y degradar el PNP, presentando
actividad OPH [162, 163]. El OPH se manifiesta en la superficie y cataliza la hidrdlisis de
pesticidas OP con sustituyente nitrofenil para liberar productos metabolizables por las
bacterias, mientras consumen oxigeno. El consumo de oxigeno se mide y se correlaciona

con la concentraciéon de OP.

Lei [163] informa de la construccion de un biosensor hibrido para la determinacion
directa de los pesticidas OP, utilizando OPH purificada para su hidrdlisis inicial y
Arthrobacter sp. JS443 para la posterior oxidacién del (PNP), liberando al didxido de
carbono a través de intermediarios electroactivos. La capa biocatalitica se prepara con
bacterias y enzimas co-inmovilizadas sobre un electrodo de pasta de carbono. La senal
registrada es la corriente de oxidacion de los compuestos intermedios, en funcidon de la

concentracion de OP.

Los sensores microbianos e hibridos anteriormente mencionados para la
cuantificacién directa de plaguicidas organofosforados, muestran estabilidad a largo
plazo, buena reproducibilidad precisidon, y un tiempo de respuesta relativamente corto. Sin
embargo, el limite de deteccién alcanzado es mayor que la concentracion OP en
muestras ambientales y superior a la de los sensores basados en la inhibicién de ChE,
inmunoensayos, CG, CLy CCF [141].

Stoytcheva [164], integra un elemento de biorreconocimiento hibrido que consiste
en Globiformis Arthrobacter inmovilizado y acetilcolinesterasa libre (ACh) con un
fransductor en sonda de oxigeno tipo Clark. Las bacterias convierten la colina generada
por ACh a betaina; con el respectivo consumo de oxigeno, el cual se mide como un
cambio en la corriente de una sonda fipo Clark. Este cambio, que representa la respuesta
del sensor, se correlaciona con la concentracion de los pesticidas OP que inhiben la

hidrdlisis catalizada por ACh de acetilcolina a colina.
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D. Nanomateriales

Su uso inicia en 1985, cuando se descubre el Buckminsterfullerene Ceo [165].
Aumentando desde entonces, el nUmero de estructuras conocidas rdpidamente. Los
ejemplos de ellas incluyen nanotubos [166], la familia de los fullerenos, nanoconos de
carbono, nanocuernos de carbono [167] y otros carbonos alotrépicos con diferentes
nanoparticulas.  Algunos ejemplos de nanoestructuras de carbono son pre-
presentado en la figura. 2.17. Las propiedades extremas de estos materiales, tales
como dreas de mayor superficie, marcada fuerza mecdnica, eléctrica y conductividad
térmica; le confieren una amplia gama de aplicaciones. Ellos pueden ser descritos como
una hoja de grafito enrollada en un nano-tubo a escala. Dos formas estructurales de
nanofubos (CNT) existen: de pared simple (SWCNTs) y mulfipared (MWCNTs). Debido a
estas caracteristicas y al interés que ha generado su uso, ha tenido aplicacién en la

deteccidn de pesticidas, incluyendo los OP.

(@)

(d)

Fig. 2.17. Ejemplos de estructuras de nanotubos (a) Nanocono de carbono, (b) Nanocuerno de
carbono, (c) fullereno, (d)Nanotubo de carbono de pared sencilla, (e) Nanotubo de carbono

multipared.

Como aplicacion extractiva en fase sdélida, se han realizado varias publicaciones
donde se usa para la recuperacion de pesticidas en jugos de frutas, ajo, agua marina y
suelo; teniendo eficiencias de 73-103%, 97-104%, 79-102% y 54-91%; respectivamente [168,
169,170, 171].

Generalmente los nanotubos tipo multipared ofrecen mayor capacidad de sorcion

que los SWCNTs debido a las capas concéntricas existentes de grafeno [172].
Los nanomateriales mds estudiados para la deteccidn de pesticidas ademds de los

CNTs, es el grafeno, nanoparticulas metdlicas y los puntos cudnticos, especialmente

desarrollados para el desarrollo de biosensores [173]. Presentan buenas opciones como
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aplicacién en marcadores quimicos y biomarcadores. Ya que los nanomateriales son

usados como transductores.

Con el uso de los nanomateriales como transductor y AChE como biomaterial, se
han alcanzado valores en sensibilidad de 0.4 pM y 0.1 pM en muestras sintéticas de
paraoxon [173], 0.1 ng/ml de paraoxon en saliva de rata [174], entre otros. Siendo valores
similares a los obtenidos por los métodos oficiales; Debido a esto, los nanomateriales

siguen siendo una opcidn viable para la determinacion de pesticidas.

2.3.4.Combinaciones.

Buscando mejorar las caracteristicas analiticas del método desarrollado, algunos
autores han realizado estudios combinando métodos extractivos con técnicas
quimioluminiscentes y biosensores, Zhen-Lin Xu y colaboradores [175] desarrollaron una
metodologia que implica el uso de SPE acoplado al Inmunoensayo Quimioluminiscente
Enzimdtico (SPE-dcCL-EIA) para la determinacion de pesticidas OP en agua superficial,
determinando paration, cumafos, foxim, quinalfos, triazofos, diclofention y azinfos-etil,

teniendo limites de cuantificacién menores a 0.1 ng/ml.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA PROPUESTA.

En este trabajo se describe un método de deteccidn y evaluacion de pesticidas del
tipo organofosforado; mediante la aplicacion de dos técnicas electroanaliticas:
Voltamperometria Ciclica, con la se determiné los pardmetros de trabajo vy el transductor;
con Amperometria de Pulsos, se realizd la optimizacién de pardmetros y la deteccidn
propiamente de los plaguicidas. Cabe mencionar que esta Ultima técnica nunca antes
ha sido empleada en la determinacién de pesticidas organofosforados. Asi mismo se
modificé la superficie del electrodo con el producto enzimdtico ya mencionado; el cual
es utilizado en el saneamiento y descontaminacién de armas quimicas neurotdxicas
presentes en agua; por ser sustratos especificos a la enzima OPH. Aumentando asi, la
sensibilidad en las determinaciones del biosensor. Fueron evaluados distintos plaguicidas

sintéticos, ademds de muestras reales de agua potable.

A continuacién se expone detalladamente cada una de las etapas implicadas en
la preparaciéon del biosensor. Asi como los métodos empleados para la caracterizacién de
la superficie del sensor. Por Ultimo, se describe el procedimiento utilizado para la

evaluacién de muestras sintéticas y reales.

3.1. SELECCION DEL TRANSDUCTOR Y DE LOS PARAMETROS DE DETERMINACION DE PNP.

Todas las determinaciones electroquimicas fueron realizadas con un potenciostato
CHI400A, apoydndose con un equipo agitador marca BASinstruments Rotating disk
electrode RDE 2. Utilizando como electrodo de referencia y auxiliar A/AgCI/KCI 3M,

respectivamente.

La temperatura estdndar de trabajo fue 25 °C, asi mismo se trabaja con una celda
conteniendo siempre el electrolito soporte Britton-Robinson (2.16 ml &cido fosférico, HaPOs;
2.28 ml dcido acético, CHsCOOH; 2.48 g dcido bdrico, H3BOs3; 500 ml Agua, H20; 450 ml
Hidroxido de sodio, NaOH 0.2 M. Spectrochemicals), ajustado a un pH de 8.5; este
electrolito es un buffer universal; se ha reportado alta sensibilidad en sensores modificados
con esta enzima, manteniendo este valor [120, 176]. Ademds el proveedor recomienda
mantener la enzima a este nivel de pH (Anexo 1). Asi mismo, el electrodo de trabajo giro a
750 rpm.
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3.1.1. Seleccién del Transductor Adecuado para la Oxidacién Electroquimica del PNP
Producido por Hidrdlisis Enzimdtica de los Pesticidas Organofosforados Cuantificados con

Minimo Ensuciamiento y Pasivacion.

En la presente investigacion se probaron los siguientes materiales como posibles
electrodos de trabajo; carbono vitreo [Tokai GC 20, Japdn; 3 mm de didmetro], grafito
espectroscédpico [Ringsdorf Werke, Alemania; 3 mm de didmetro], Ti/TiO2 [Titanio
comercial]; y grafito espectroscépico [Ringsdorf Werke, Alemania; 3 mm de didmetro]
modificado con nanoparticulas de oro [Spectrochemicals] utilizando la técnica de
Khaydarov [177].

A. Preparaciéon del electrodo GCE y SGE.

a. Previo a cada determinacién por Voltametria Ciclica y Amperometria de Pulsos, se
aplicé un pre ftratamiento de limpieza en los electrodos de titanio, grafito
espectroscopico y carbono vitreo, para asi obtener una superficie “limpia” y
reproducible; es decir, los electrodos seleccionados, fueron pulidos individualmente,
con el equipo Mini Vertical Milling/Drilling machine (Speedway series), durante 30
segundos (figura 3.1), con dos lijas humedecidas con agua destilada, de los nUmeros
1200 y 2400, alternando su uso. Concluyendo con enjuagues de agua destilada entre

cada limpieza.

Fig. 3.1. Pulido de superficie de elecfrodo

B. Preparacion del electrodo Ti/TiO».

a. En una celda electrolitica, utilizando como dnodo el electrodo de titanio y como
cdtodo un electrodo de platino comercial; sumergidos en una solucién de glicerol al
70% (Spectrochemicals) disuelta con NH4F al 1% (Fluoruro de amonio,

Spectrochemicals), aplicando un potencial de 30V por un fiempo de 2 horas.
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C. Preparacion del biosensor enzimdtico SGE.

a. Se prepara disolucién de quitosano al 0.2% (Spectrochemicals) en agua destilada,
posteriormente se mezcla con dcido acético 0.1M (Spectrochemicals), teniendo una
solucion final de 2% de concentracion.

b. Se realiza una disolucién de Enzimdtica en agua, con una concentracion de 100
mg/ml de agua destilada, de acuerdo a las especificaciones del proveedor (Anexo ).
Figura 3.2 A).

A) B) C)
Fig. 3.2. A) Disolucién pura Enzimdtica, previo a centrifugacion. B) Disolucidon Enzimdtica

centrifugada. C) Sobrenadante de disolucién Enzimdtica.

c. Se centrifuga a 3000 rpm por 10 min, preservéandose el sobrenadante. Figura 3.2 Ay B.

d. Se hace disolucién final en relacion 1:1, es decir 50% de solucidon Enzimdética con 50%
de la mezcla de quitosano.

e. La inmovilizacién de la enzima en la superficie se realiza por atrapamiento polimérico.
Estando el electrodo girando a 750 rpm, se depositan 5 ul de disolucién quitosano-
enzima superficialmente, dejdndose reposar por 30 min. Posteriormente se colocan 5
uL de glutaraldehido, ddndole un tiempo de por 10 min. Se realizan enjuagues

intermedios con agua destilada.

D. Preparacién del biosensor enzimdtico nAu-SGE

a. Se prepara solucidn de nano particulas de oro suspendidas, aplicando el método
electroguimico reportado por Khaydarov [177]. Usdndose como dnodo y cdtodo dos
varillas pulidas de oro (5 mm de didmetro y 50 mm de largo), colocadas
verticalmente y en paralelo, a una distancia de 10 mm. Los electrodos fueron
sumergidos en 500 ml. de agua destilada. Se llevd a cabo electrolisis aplicando un

voltaje constante de 25 V, cambiando la polaridad de la corriente cada 4 min,
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manteniendo una agitacién vigorosa para evitar la formacion de precipitados y una
temperatura de 60°C. La solucién de nanoparticulas obtenida fue filtrada con papel
filtro, para descartar los coloides de oro presentes.

b. Se prepara disolucion de quitosano al 0.2% (Spectrochemicals) en agua destilada,
posteriormente se mezcla con dcido acético 0.1M (Spectrochemicals), teniendo una
solucion final de 2% de concentracion.

c. Se realiza una disolucién de Enzimdtica en la solucidon de nAu, con una concentracion
de 100 mg/ml de agua destilada, de acuerdo a las especificaciones del proveedor
(Anexo I).

d. Se centrifuga a 3000 rpm por 10 min, preservdndose el sobrenadante.

e. Se hace disolucién final en relacion 1:1, es decir 50% de solucion Enzimdética con 50%
de la mezcla de quitosano.

f. La inmovilizacién de la enzima en la superficie se realiza por atrapamiento polimérico.
Se depositan 5 ulL de disolucidon quitosano-enzima superficialmente, dejdndose
reposar por 30 min. Posteriormente se colocan 5 ulL de glutaraldehido, ddndole un

fiempo de por 10 min. Se realizan enjuagues intermedios con agua destilada.

Serd seleccionado como transductor, aquel que presente mayor sensibilidad de

deteccidn y exista menor pasivacién de la superficie.

3.1.2. Determinaciéon del Potencial del Electrodo de Trabajo Seleccionado para la
Deteccion de PNP.

En la figura 3.3, se muestra un voltamograma tipico para el PNP, el cual se obtuvo
por Voltametria Ciclica, utilizando un electrodo de grafito espectroscodpico y el electrolito

soporte Britton-Robinson con un pH de 8.5.
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Fig. 3.3. Voltamograma ciclico para una solucién de PNP 1 mM en solucién amortiguadora Britton-

Robinson pH 8.5. Electrodo de grafito espectroscépico.
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En este grdafico se muestra la variacion del rango de potencial entre +1.2 y +0.6
V/SGE, aprecidndose 4 picos redox, tres de ellos aparecen asignados a la funcién nitro
(picos 1, 2, y 3). El pico bien definido entre 0,6 V y 1,2 V/SGE (pico 4), se afribuye a la
oxidacién del grupo fenol, de acuerdo a la literatura previamente consultada, [178, 179,
180]. La deteccidon de PNP se redlizd directamente mediante el registro de esta corriente
de oxidacidn mencionada. El pico 1 se describe mediante la ecuacién 11, y los picos

reversibles 2 y 3 son descritos con la ecuacion 12:

HO-®-NO2 + 4e- + 4H* — HO-d-NHOH + H20 (11)
HO-®-NHOH <> HO-®-NO + 2e- + 2H* (12)

En este estudio se evita la determinacion indirecta de PNP, picos 2 v 3, debido a la
baja estabilidad de los productos nitrosos formados, pico 2; y por la acumulacion de
subproductos en la superficie del electrodo, pico 3. Debido a esto, la determinacién
mayormente confiable de PNP se puede generar por el registro directo de sus corrientes
de reduccion y oxidacién. En este trabagjo, la evaluacion de los compuestos PNP,
proporcionales a la concentracion de los plaguicidas organofosforados, se enfocard en la
determinacion de su potencial de oxidacion directa, limitando las incrustaciones en la

superficie del electrodo y su consiguiente pasivacion.

Se aplica CV en la determinacion del potencial anddico, Epa, evaluando una

solucidon de PNP TmM, con un electrolito soporte Britton-Robinson.

3.1.3. Optimizacion de los Pardmetros de Deteccidén de PNP por Amperometria de Pulsos
(PAD).

Una variante de la amperometria de potencial constante, es la Amperometria de
pulsos, comUnmente utilizada para analitos que tienden a ensuciar los electrodos. Con
esta técnica, un potencial de trabajo se aplica durante un corto periodo de tiempo,
generalmente unos milisegundos, seguido de potenciales mds altos o mds bajos que se
utilizan para la limpieza del electrodo. La corriente se mide sdlo mientras se aplica el
potencial de trabajo, posteriormente, mediciones de corriente secuenciales son
procesados por el detector para producir una salida suave. PAD es la técnica mds
utilizada para la deteccidon de los carbohidratos, después de una separacidon por

infercambio de aniones.
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Durante la aplicacién de los potenciales de limpieza, la corriente y el ruido de
fondo aumentan en comparacion con lo esperado al usar Amperometria a potencial
constante. Esto es debido a que el electrodo nunca se deja equilibrar durante mds de
unos pocos cientos de milisegundos antes de que nuevamente se de una pulsaciéon. Por lo
tanto, la optimizacidén de los parédmetros de PAD para la determinacidn de PNP, se

considerd uno de los objetivos principales del presente trabajo.

Los pardmetros seleccionados para la determinacion PNP aplicando PAD se

enlistan en la Tabla 3.1.

Potencial de Detecciéon Tiempo de Deteccidn Potencial de Limpieza Tiempo de limpieza
Ea, V Td, MS Ecl, V Tcl, MS
Ea=Epa 66,64 1.4 66.64
Ea=Epa 66.64 1.4 166.6
Ea>Epa 66.64 1.4 66.64
Ea>Epa 66.64 1.4 166.6

Tabla 3.1. Pardmetros para la determinaciéon de PNP en PAD.

Durante la aplicaciéon de PAD, se realizaron mediciones, igualando el potencial de
deteccidén con el anddico, Ea=Epa, asi como aumentando el potencial de deteccidn
respecto al anddico, Eq>Epa. De esta manera, se identifican las posibilidades que ofrece la
senal mds alta que disminuya el ruido y genere una mayor senal de medicién. Es decir, es
esperado que al aumentar el potencial, se dé un incremento en la sensibilidad, y se

favorezca el proceso de evolucién del oxigeno, Util para la limpieza del electrodo.

Considerando Eq =1.1 V, durante las pruebas fueron constante el tiempo de
deteccién (1¢=66.64 ms) y el potencial de limpieza (Ec= 1.4 V). Cuando Eg= Epa, se
realizaron pruebas con distintos tiempos de limpieza (ta=66.64 ms y 166.6 ms). Asi mismo, all
evaluar Eq > Epa, se repitieron las pruebas con los tiempos de limpieza antes mencionados.
Con la finalidad de medir la eficiencia del proceso de limpieza. Los valores de tq Y ta s€
seleccionan como multiplos de la linea de energia eléctrica, la cual tiene periodos de

16,666 ms con el fin de reducir al minimo el ruido que provoca.

El valor de 1,4 V para el potencial de limpieza fue elegido teniendo en cuenta
datos encontrados en la literatura, lo que demuestra que el ensuciamiento mds débil se
logra en la regién de evolucion del oxigeno, probablemente debido tanto a la banda de

burbujas de oxigeno presentes en las peliculas poliméricas y a la oxidacién destructiva de
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las peliculas por los radicales hidroxilo generados. Por lo tanto, los electrodos sucios

podrian ser reactivados por la polarizacién anddica a altos potenciales [181]

3.2. MODIFICACION DE LA SUPERFICIE DEL ELECTRODO.

En este trabagjo se ufilizO como fuente de la enzima, el producto enzimdtico de
descontaminacién producido por ECBC. Contiene OPH purificada obtenida de
Flavobacterium. Una imagen fisica de la preparacion granulada se muestra en la figura.
3.4.

Fig. 3.4. Grdnulos of Producto Enzimd&tico.

Debido a que no se cuenta con un diagrama de su composicion. Se adjunta en la
figura 3.5, un ejemplo de un granulo que se usa en detergentes de ropa, mostrando sus
partes componentes de la enzima. En esta figura, la capa interna es el ndcleo, que puede
estar compuesta de almiddn, sacarosa, alcohol polivinilico (PVA) u otros materiales. Sirve
de soporte para la enzima y proporciona resistencia mecdnica para la baja generacién
de polvo. La capa enzimdtica estd compuesta por la enzima, mezclada con PVA,
proporcionando el poder de limpieza. En los EE.UU. y México, una capa de barrera de
sulfato de amonio se utiliza para retirar el cloro del agua de lavado. Por Ultimo, la capa
externa de TiO2, PVA y el surfactante, proporcionan estabilidad a la enzima, bajo

generacién de polvo, y su color.

CAPA DE
SELLADO

«— CAPA
EXTERNA

Fig. 3.5. Composicién del grédnulo
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Como se certifica en la preparacién comercial, de acuerdo al ANEXO |II, la
caracterizaciéon de la enzima en este trabadjo se limitard solo a la determinacion de la
actividad de la enzima y a la evaluacidon de la capa de biorreconocimiento, lo que

podria ser alterado durante el almacenamiento.

Durante la descripcién de los distintos biosensores preparados durante este trabajo,
se describe la técnica de inmovilizacidn empleada de los biosensores enzimdticos

propuestos.

3.2.1. Evaluacion de la Actividad Enzimdatica.

Para evaluar la actividad enzimdatica, se prepard la muestra de la siguiente manera:
a. Los grdnulos de proteina se disolvieron en tampdn Britton-Robinson, pH 8,5, a 25 °C (2%).
b. Se tomd una muestra de la solucidn enzimdtica y se centrifugd durante 10 minutos a
3000 rpm. c. Una dlicuota del sobrenadante resultante se utilizd para los ensayos

espectrofotométricos.

La actividad enzimdtica se mide mediante el control de la absorbancia del PNP
formado durante la hidrdlisis de paraoxon 1 mM, catalizada por la OPH, a 400 nm y un pH

de 8.5. La siguiente formula se utiliza para calcular la actividad de la enzima:

U= %Sx(;clOG,umol.min_l.mg_l (13)
Dénde: AA/At es el cambio de la absorbancia con el tiempo, min-'; € es el coeficiente de
extincién molar, M- cm-; | es la trayectoria de la luz, usualmente 1 cm; Vc es el volumen
de la celda, L; V es el volumen de la muestra, mL; C es la concentracién de proteinas, mg

mL-1.

La respuesta amperométrica de los biosensores depende de la cantidad de enzima
inmovilizada en la superficie del electrodo. La actividad enzimdtica superficial se ha
estimado midiendo el incremento de los valores de absorbancia, conforme aumenta la
concentracion de analito afadido. Como consecuencia de lo comentado, los valores del
incremento de absorbancia obtenidos en cada caso se relacionan con la actividad
enzimdtica mediante una curva de cdlibrado, en la que se representan dichos

incrementos de absorbancia en funcidon de la actividad enzimdtica que se obtiene y
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utilizando disoluciones de OPH en cantfidades ya conocidas. En este caso el calibrado ha

sido preparado con disoluciones de enzima.

3.2.2. Inmovilizacién de la Enzima

Para garantizar la actividad catalitica se contempla la inmovilizacion de la enzima
OPH por entrecruzamiento en un hidrogel de quitosano. Es de gran sencillez desde el
punto de vista experimental, requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados

activos, y como ventaja adicional, la enzima no sufre ninguna alteracién en su estructura.

El quitosano es un polimero natural (Fig. 3.6) que ha generado un enorme interés
[182, 183, 184], debido a sus diversas ventajas como son actividad anfimicrobiana,
naturaleza hidrofilica, bajo costo y facil disponibilidad; ademds de ser el segundo polimero
natural mds abundante; generado por desacetilacién de la quitina, lo cual favorece su
disolucidon en mezclas acuosas de dcido acético y férmico. Se procesa fdcilmente en
peliculas y soportes porosos. Los hidrogeles obtenidos a partir de quitosano comparten su
faciidad de procesamiento, presentan una buena biocompatibiidad vy baja

degradacion.

Fig. 3.6. Estructura molecular del quitosano

El quitosano por si mismo fija la enzima a la superficie por medio de atrapamiento,
pero al mezclarse con el glutaraldehido, un agente entrecruzante; se da una reaccion
entre el grupo aldehido y los grupos amino primarios del quitosano, formando un enlace
imina. Debido a la resonancia establecida entre los enlaces dobles adyacentes, via
reaccién de Schiff. Se obtiene, por lo tanto enlaces intermoleculares, entre estos dos

componentes; irreversibles y resistentes a condiciones adversas de pH y temperatura.

El grado de entrecruzamiento es el principal pardmetro de influencia en las

propiedades de resistencia mecdnica, hinchamiento y difusién, ademds de brindar una
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estructura porosa. Condicionado por la concentracién del agente entrecruzante, peso

molecular, grado de desacetilacién del quitosano y temperatura ambiente.

En la figura 3.7 se presenta una imagen del quitosano enfrecruzado consigo mismo
A) y del mismo estado presente entre esta proteina y el glutaraldehido, siendo soporte de
la enzima OPH B). Este proceso se encuentra influenciado por ciertos pardmetros como la
concentracién del agente entrecruzante, peso molecular, temperatura y grado de

desacetilacién del quitosano.

A) B)

Fig. 3.7. A) Hidrogel de Quitosano entrecruzado [204]. B) Entrecruzamiento de Enzima OPH (E, circulo

verde) en Quitosano y Glutaraldehido (G, circulo rojo).

Para comprobar que la naturaleza quimica del quitosano no altera los grupos
reactivos de la enzima, se readliza evaluacidon por Espectroscopia de Infrarrojo por

Transformada de Fourier (FTIR). La figura 3.8 ilustra la arquitectura del biosensor.
40! P )

Fig. 3.8. OPH inmovilizada en un gel de quitosano sobre la superficie del fransductor electroquimico.

SN

La técnica de FTIR permite el andlisis de espectros complejos debido a su alta
resoluciéon y reproducibilidad. Basado en el principio del interferdometro de Michelson, la
radiacion golpea un divisor reflejante, escindiendo el haz de luz en dos, los haces son
reflejados por dos espejos y retornados, interfiriendo con el divisor inicial. Uno de los
espejos anteriores es movil y posicionado frontalmente al haz de luz original, el segundo es
fijo y perpendicular. La muestra se coloca en esta trayectoria y posteriormente el detector
IR. La intensidad resultante de superponer los dos haces, se mide como desfase del espejo
maévil al desplazarse respecto a la posicion intermedia. Generando un grdfico, Intensidad

V.S Desfase, y se denomina interferograma. Este grdfico contiene la informacién de todas
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las frecuencias contenidas en el espectro completo, como una fotografia; y permite

explicar las estructuras moleculares presentes en muestras de interés.

3.2.3.Aplicacién y Caracterizacion de la Uniformidad de la capa de Biorreconocimiento

con Respecto a la Optimizacion y Estandarizacién de los Métodos de Deposicién.

Se evaltan dos técnicas potenciales para la aplicacién de la capa de
biorreconocimiento, la primera técnica es el recubrimiento por goteo (drop-coating) vy la
segunda es el recubrimiento por rotacién (spin-coating), ver figura 3.6. El recubrimiento por
goteo consiste en depositar gotas consecutivas de una solucidon en una superficie fija,
formando una capa delgada y permitiendo que el disolvente se evapore. Por otra parte,
el recubrimiento por rotacion, implica dispensar con precision un liquido sobre un sustrato
fisico, permitiendo que este gire, para lograr una pelicula uniforme. Las ventajas vy las
limitaciones de cada técnica se indican en la Tabla 4.2. Para la aplicacién de la capa

enzimdtica se utiliza el soporte invertido del potenciostato CHI400A.

Como se menciond anteriormente, dos técnicas se aplicardn para la deposicion de
la capa de biorreconocimiento de quitosano que contiene OPH: drop-coating vy spin-
coating (figura 3.9). El recubrimiento en gota consiste en la aplicacion de una cubierta
delgada de una muestra mediante el depdsito de gotas consecutivas de una solucion en
su superficie, y permitiendo que el disolvente se evapore. En cambio el recubrimiento Spin
implica dispensar con precision un liquido sobre un substrato, mientras este gira, para
lograr una pelicula uniforme. Las ventajas y los limites de cada técnica se listan en la Tabla
3.2.

a b
\ Evaporation .
substrate

i

e e Y e T

Fig. 3.9. A) Recubrimiento por goteo y B) recubrimiento por rotacion.
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Recubrimiento por Goteo Recubrimiento por Rotacién

Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas
Sencillo Espesor de dificil control | Buen control de espesor | Desperdicio de material
No desperdicio de material | Uniformidad pobre Buena Uniformidad/ Pelicula se seca rdpido
reproducibilidad (Menor tiempo de ordenado
de moléculas)

Tabla 3.2. Comparacion Gota-recubrimiento y recubrimiento por rotacién.

Se podria esperar que la escisidn de revestimiento permita la obtencidén de una
capa de biorreconocimiento uniforme y reproducible; por ende, resultados analiticos
reproducibles. La uniformidad y la reproducibilidad de la capa depositada por ambas

peliculas técnicas serdn investigadas por microscopia electrénica de barrido.

Este método brinda informacién sobre la morfologia y topografia de la superficie de
los sdélidos. Para obtener una imagen por microscopia de barrido electrénico de la
superficie de un material, se focaliza sobre la muestra (de espesor suficiente para que sea
opaca a los electrones) un haz de electrones acelerados por aplicacién de un alto

voltaje, realizando un barrido de la misma siguiendo una trayectoria de lineas paralelas.

En microscopia electrénica se trabaja siempre a vacio para que la trayectoria de los
electrones no sea desviada por la presencia de dtomos o moléculas ajenos a la muestra

de andlisis.

De todas las formas de radiacién resultantes de la interaccién del haz incidente y la
muestra, hay dos realmente fundamentales en microscopia de barrido: los electrones
secundarios y los electrones retrodispersados. Los primeros son electrones de baja energia
(decenas de eV) que resultan de la emisidn por parte de los dtomos constituyentes de la
muestra (los mds cercanos a la superficie) debido a la colision con el haz incidente. Los
electrones retrodispersados son electrones del haz incidente que han inferaccionado
(colisionado) con los dtomos de la muestra y han sido reflejados. La intensidad de ambas
emisiones varia en funcidon del dngulo que forma el haz incidente con la superficie del
material, es decir depende de la topografia de la muestra. De la seial producida por los

electrones secundarios se obtiene una imagen de apariencia fridimensional de la muestra.
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Para la caracterizacion de la superficie de los electrodos mediante esta técnica, es

necesario que dicha superficie, una vez modificada, se encuentre totalmente seca.

3.3. CUANTIFICACION DE PESTICIDAS OP POR AMPEROMETRIA DE PULSOS USANDO EL
SENSOR BASADO EN OPH.

3.3.1. Cuantificacién de Pesticidas OP en Muestras Sintéticas.

Una vez determinado los pardmetros de trabajo por VC, basados en la tabla 3.1, se
hizo la cuantificacion de pesticidas sintéticos OP nitrofenil sustituidos; paraoxon, paratién,
metil paratién y fenitrotion, por PAD, para asi obtener el compuesto PNP. El PNP puede ser
oxidado electroguimicamente en el dnodo, por un sensor electroquimico basado en OPH;
lo cual implica la hidrélisis de los pesticidas en la capa enzimdtica y su respectiva
deteccién anddica del PNP liberado. Las reacciones que se producen son las siguientes,

se muestran en la figura 3.10, seleccionando al paraoxon como un modelo:

o o]
| oPH L .
EtO—P—OGNOg + H.O —pEtO—IIT + HO@NOE + H
I
OEt
OEt (A)
-E
H04<\j)>—mo2 0 NO,
OH™ HO
: (B)

Fig. 3.10. Reaccién enzimdtica de la enzima-sustrato OPH-Paraoxon [41].

La corriente de oxidacién, que es la senal del sensor, medida a un potencial fijo,
debe ser directamente proporcional a la concentracidn del PNP formado; vy
respectivamente, a la concentracién del pesticida OP. La figura 3.10 A, ilustra los procesos

que ocurren.

3.3.2. Aplicacién del Método Desarrollado en la Determinaciéon de Pesticidas OP en

Muestras Reales.

En este Proyecto se contempld la aplicacién del método al andlisis del agua
potable en Mexicali, Baja California. La cual debe de estar libre de contaminantes,
compuestos orgdnicos voldtiles, metales pesados (incluyendo selenio, uranio, arsénico vy

mercurio), asi como pesticidas. De acuerdo con Los esténdares de Calidad estipulados en
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la norma mexicana NOM-127-SSA1-1994 [185] referente a la Salud Ambiental, agua para
uso y consumo humano. Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe
someterse el agua para su potabilizacién, la cual indica los limites permisibles para algunos
plaguicidas. Asi mismo, la OMS, indica también los valores de referencia provisional para

todos los pesticidas aprobados.

3.4.  VALIDACION ANALITICA DEL METODO.

La validacién demuestra que el método analitico tiene las caracteristicas de
desempeno que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones
analiticas pretendidas. Se realiza mediante una serie de pruebas de las que se obtienen

datos sobre los siguientes pardmetros:

3.4.1. Exactitud.

Grado de concordancia entre el resulfado vy un valor de referencia certificado. En
ausencia de exactitud se tiene un error sistemdtico. Se llevard a cabo un andlisis de
varianza (ANOVA) para cada curva de calibraciéon de los pesticidas evaluados. Para
determinar si hay o no diferencia significativa entre la exactitud de los métodos

comparados.

3.4.2. Precision.

Grado de concordancia entre los datos obtenidos de una serie. Refleja el efecto
de los errores aleatorios producidos durante el proceso analitico. Se evaluara aplicando
un tratamiento estadistico de los datos obtenidos que resulta en la determinacién de los
valores de la desviacién estdndar y de la desviacién estdndar relativa. La desviacién
estdndar relativa o coeficientes de variacién deben ser menores o iguales al 5%. La

reproducibilidad puede ser 2 o 3 veces la repetibilidad.

3.4.3. Sensibilidad.
Capacidad para discriminar entre pequenas diferencias de concentracion del
analito. Se evaluard mediante la sensibilidad de calibracién, que es la pendiente de la

curva de calibracién a la concentracion de interés.

3.4.4. Limite de deteccion (LOD).
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Concentracién correspondiente a una senal de magnitud igual al blanco mds tres
veces la desviacién estdndar del blanco. Se evaluara por tratamiento estadistico de los

datos obtenidos.

3.4.5. Limite de Cuantificacién (LOQ).
Concentracién correspondiente a 10 el limite de deteccion y es la cantidad
minima cuantificable. Se evaluara teniendo por tratamiento estadistico de los datos

obtenidos para la construccion de la curva de calibracion.

3.4.6. Estabilidad de los biosensores.
Se evaluard la Reproducibilidad en la fabricacion de los electrodos a lo largo, asi

como el Efecto de almacenamiento y el Tiempo de utilizacién del electrodo enzimdtico.

3.4.7. Estudio cinético de la reaccion enzimdtica.
Por lo cual se redlizard el cdiculo de la Vmax y Km para cada curva de
calibraciéon, segin la ecuaciéon de Michaelis-Menten. Determinando de esta forma la

afinidad de la enzima al sustrato y su velocidad de reaccion.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. SELECCION DEL TRANSDUCTOR Y DETERMINACION DEL POTENCIAL DEL ELECTRODO
DE TRABAJO.

Durante la evaluacién por Voltamperometria Ciclica, el rango dindmico lineal de la
determinacion del PNP en el potenciostato CHI400A, fue de -0.4V a 1.25V, volviendo al
valor inicial; realizdndose cinco ciclos continuos. Se utilizd el electrolito soporte Britton-
Robinson con un pH de 8.5, a una temperatura de 25°C y usando una solucién de PNP 1

mM para la evaluacion.

A. ELECTRODO GCE PARA LA CUANTIFICACION DE PESTICIDAS OP POR VOLTAMETRIA
CICLICA.

En la figura 4.1, se muestra un voltamograma para el PNP, obtenido por VC vy

utilizando como electrodo carbono vitreo (GC). Se realizan cinco ciclos completos.

GC, 1 mM PNP, pH 8.5, 250C

w
[en]

- 20

- 10
< -0
£
¢ -10
3

- -20 ’

- \\,,,//
- -30
-40 \ ‘ ‘
1.5 1 0.5 0 -0.5

Potencial, V

Fig. 4.1. Voltamograma ciclico para una soluciéon de PNP 1 mM en bufer de Britton-Robinson pH 8.5.

Electrodo de carbdn vitreo.
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Al realizar andlisis continuos, las corrientes de oxidacion del PNP disminuyeron debido
a la pasivacion del electrodo, por los compuestos fenoxi, subproductos de la hidrolisis,

hasta dejar de detectarse dicho componente, ain antes de finalizar la prueba.

B. ELECTRODO SGE PARA LA CUANTIFICACION DE PESTICIDAS OP POR VOLTAMETRIA
CICLICA.

La evaluacion de este material mostro que el grafito espectroscopico (SG) presenta
resistencia a la pasivacion, al terminar los cinco ciclos completos, el electrodo aun

mostraba capacidad de deteccion del pico anddico, esto se muestra en la figura 4.2.

SG, 1 mM PNP, pH 8.5, 250C, -

S
[en}

Corriente, pA

Potential, V

Fig. 4.2. Voltamograma ciclico para una solucién de PNP 1 mM en bufer de Britton-Robinson pH 8.5.

Electrodo de grafito espectroscédpico.

Pruebas ulteriores mostraron que el tfransductor conservaba sus cualidades intactas
de deteccién. En el voltamograma de la figura 4.3, se observa la prueba de 50 ciclos

completos, donde continua mostrando sensibilidad para la deteccidn.
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C. ELECTRODO Ti/TiO2 PARA LA CUANTIFICACION DE PESTICIDAS OP POR VOLTAMETRIA
CICLICA.

Durante la evaluacion de este material, no se detectd senal, por lo que se descarta

como transductor. Se requieren estudios mds profundos para su uso.
El andlisis estadistico arrojo que el grafito espectroscédpico presenta mayor linealidad

y sensibilidad amperométrico en las determinaciones, con respecto al carbén vitreo; tal

como se muestra en la figura 4.4,

800

600 —

400 —

200 —

-200 —

-400 —

Current density, pA cm™

-600 —

-800 —

-1000 —

-1200 I I I I I I I I I
1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 -0.2 -04

Potential, V

Fig. 4.3. Voltamograma ciclico para una soluciéon de PNP 1 mM en solucién bufer de Britton-Robinson

pH 8.5, T= 25 °C. Electrodo de grafito espectroscdpico. 50 ciclos evaluados.

Debido a los resultados obtenidos al probar los tres electrodos, se selecciona al
material grafito espectroscépico como el transductor para la cuantificacién de
plaguicidas OP, como ya se menciond antes, por mostrar una mayor sensibilidad vy
resistencia a la pasivacion.
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Fig. 4.4 Comparativo entre Carbén vitreo (GC) y Grafito espectroscdpico (SG).

4.2. OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DE DETECCION DE PNP POR AMPEROMETRIA DE
PULSOS (PAD).

Para determinar el potencial de trabajo (Ed), se considera un potencial de limpieza
en 1.4V, aplicado a dos posibles tiempos ta= 66,64 ms/166,6 ms. Ademds de dos opciones
como potencial de trabajo, Eq= Epa Y Ea>Epa; siendo Epa igual a 1.1 V. Estos datos se basan
en los resultados obtenidos por VC, considerando una temperatura de 25°C vy el electrolito

soporte Britton-Robinson a un pH de 8.5, evaludndose en total 4 opciones.

Durante las primeras pruebas se detectd que potenciales de trabajo muy altos,
generan interferencias y por consiguiente afectan la sensibilidad de las determinaciones
debido al ruido generado; se elige como potencial de trabaqjo, Eq=Epa. También se
considera en andlisis, la necesidad o no del tiempo de limpieza requerido, utilizando
Amperometria y Amperometria de Pulsos, para determinar en este Ultimo caso, el valor
6ptimo de limpieza. En todos los casos se utilizd el mismo valor de potencial de
determinaciéon y concentraciones finales de PNP en celda de 20, 40, 60, 80 y 100 uM. Los
datos obtenidos de su andlisis estadistico se muestran en la figura 4.5, mostrando que all
aplicar PAD y un tiempo de limpieza de 0.1666 s se obtiene el mayor rango de linealidad.
Bajo las mismas condiciones de operacién pero con concentraciones finales de PNP en
celda de 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360 y 400 uM, se vuelven a realizar estudios, los
cuales se muestran en la figura 4.6. Nuevamente se observa que la curva con el nUmero 3
es la que presenta el menor coeficiente de variacion, asi como el mayor valor de

sensibilidad.
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1. Amperometria,
CV=36.49%

—e— 2. PAD con tcl=0.06664
s, CV=29.94%

==@==3. PAD con tcl=0.1666
s, CV=4.21%

Corriente, pA

20 40 60 80 100
Concentracién, pM

Fig. 4.5. Curvas de Calibracion y Coeficientes de Variacion obtenidos al determinar Paraoxon a las
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 uM. Aplicando: 1. Amperometria (), 2. Amperometria de
Pulsos a un 1c1=0.06664 s (¢) y con 3. 1c1=0.1666 s (e).
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Fig. 4.6. Curvas de Cadlibracion y Coeficientes de Variacion obtenidos al determinar Paraoxon a las

concentraciones de 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360 y 400 uM. Aplicando: 1.

Amperometria (), 2. Amperometria de Pulsos a un 1c=0.06664 s (¢) y con 3. 1c=0.1666 s (e).

El uso de PAD vy la aplicacion de potenciales de determinacién en 1.1 V y tiempos
de limpieza de 0.1666 s, quedan como las Condiciones Optimas de Operacion para las
pruebas. Como se demostrd ya, con la aplicacién de esta técnica en tiempos de limpieza
largos; se logra eliminar los radicales fenoxi que pasivan la superficie del electrodo de
frabajo, favoreciendo asi las determinaciones andaliticas, ya que el mayor rango de

linealidad y los mejores coeficientes de variacion (4.21% y 4.92%) se obtienen en este caso.
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4.3. DESARROLLO DEL SENSOR AMPEROMETRICO MODIFICADO CON LA ENZIMA
ORGANOFOSFOHIDROLASA.

4.3.1.Evaluacion de la Actividad Enzimdtica de la Enzima OPH Presente en el Producto

Enzimdtico.

Al evaluar las aptitudes de la enzima como elemento de biorreconocimiento, se
determind su actividad enzimdtica. Las concentraciones en que fue evaluada la
actividad de la enzima y los resultados obtenidos, se muestran en la tabla 4.1 y en la figura

4.7; respectivamente, teniendo como condiciones de operacién 25°C y un pH de 8.5.

0.9 0.6 +
0.8 y =3.5488x - 1.401
0.5 4 Rz =0.9944
0.7 e
0.6 -
: ('_) 0.4 4
£05 &
N O
804 Q 0.3
2 o
303 I
5 2
é 0.2
0.1
0.1 4
0 0.0178
-0.1 + T T T T T T T 0 ? T T 1
0 020406 08 1 12 14 16 0.4 0.45 0.5 0.55
Tiempo, min Tiempo, min
m
A) B)

Fig. 4.7. A) Curva de Actividad Enzimdtica. B) Ecuacion lineal de la Actividad Enzimdtica.

E, mg/ml t, min Absorbancia, nm

2 0.4 0.0178
2 0.427 0.1276
2 0.453 0.2354
2 0.48 0.3314
2 0.507 0.4165
2 0.533 0.4898

A= 0.133 0.472

Tabla 4.1. Datos para calcular ecuacion de la recta para Actividad Enzimdtica.

AA
U — € 10
ATt 1VC

6 —1

, ].,l,mol-min_l.mg (1)
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De acuerdo a la grdfica anterior, la parte lineal de la grafica tomo valores entre
0.0178 a 0.4898 nm, sirviendo de base para su andlisis estadistico, datos que se muestran

en la figura 4.6B y en la tabla 4.1.

A partir de la ecuacion 1, se calcula en unidades equivalentes (umol/minemg
proteina) la actividad enzimdatica de la enzima OPH, presente en el producto enzimdtico.
Considerando: AA= 0.472 nm, At= 0.133 min, Vc=0.002 L, ¢=17,000 pmol [176, 186] vy

108=Factor de conversién (umol de & convertidos a mol).

U — (0.472) % (0.002 L) mol.cm.ml 0® —
~ (0.133min) (17,000LcmMm(1mD)(0.@2mg)min

U=20.9 umol/minemg de proteina.

Demostrando que la enzima presente en el producto estd activa vy puede ser

utilizada durante el uso del biosensor.

4.3.2.Caracterizacién de la Uniformidad de la Capa de Biorreconocimiento con respecto

a la Optimizacion y Estandarizacion de los Métodos de Deposicidn.

Al observar las muestras de la figura 4.8, se confima que el método de
recubrimiento por goteo es la opcidn mds adecuada para realizar la aplicacién del
recubrimiento, ya que las imdgenes superficiales de los electrodos analizados por SEM,

presentan mayor porosidad en la capa formada.

4.3.3. Evaluacion de la Estabilidad Enzimdatica Mediante FTIR.

En la figura 4.9, se observan los espectros evaluados por Espectroscopia de Infrarrojo
por Transformadas de Fourier (FTIR) para las siguientes muestras: quitosano, enzima;
estando en forma individual y en mezcla. Los resultados para el espectro de quitosano
puro mostraron los picos caracteristicos en las regiones de 3410 cm-!, 1580 cm-' y 1055 cm-!
de los grupos funcionales R-OH, -N-H y —-C-O-C, respectivamente. Asi mismo, el espectro de
la enzima pura, muestra picos de absorcidon caracteristicos a 3355, 2920, 1660, 1426, 1055 y
602 paralos grupos R-NH - R, - CHz2-, - COO -, C-0-C-, C=0y C-OH.
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TM3000_2974 2013/11/11 1309 F D8.2 x18

20131171 1651 F DE7 X158 Smm

TM3000_2981

B)

b A 5&, o

A, - . -
TM3000_2983 2013/1111 1657 F D7.0 x500 200 um TM3000_2976 2013/11/11 1318 F

Q) D)

TM3000_2978 2013/11/11 1641 F D84 x4.0k  20um

TM3000_2986 2013111 1701 F D71 x40k _ 20um

E) F)
Fig. 4.8. Micrografia en 18X, 500X y 4000X para el recubrimiento por goteo (A, C, E) y por giro (B, C, F).

A partir de los espectros de FTIR se infiere que en la mezcla de enzima/quitosano no
se presentan otros picos de absorcidn que no correspondan a los espectros de sus
componentes individuales y por lo tanto el andlisis por FTIR no muestra evidencia de
cambios fuertes de interaccién quimica que cambie la naturaleza de los grupos
funcionales de la enzima por parte del quitosano. Es decir, presenta estabilidad durante el

proceso de inmovilizacién.
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Transmitancia, %

Transmitancia, %

Transmitancia, %

92.937

79.720

66,294

53.077

39,650

26.434

13.333

0.000

A) Quitosano

-R-OH
3410-

N-H

1580-
-C-O-C-
1055-

4400,7¢ 054,54

208, 3

00, 41 220,50 177,23 b 0 1280, 55 43,6

anl.22l1

mero de Onda, cm!.

79.720

66. 294

53.077

39.650

26.434

B) Enzima OPH

)

13.33 -CH - 2 -C-OH
2 1426-
R-NH-R 2920- COO- 602-
0,000 3355- 1660-
4400, 76 3954.54 3508.93 3066, 41 2620, 50 2177.98 1732.07 1289, 55 943,63 401, 12
NUmero de Onda, cm'.
=t C) Enzima OPH/Quitosano
N-H
1580-
79.720
66.294
53.077 /]\ /P
M o P T
39.650 2
R-NH-R  -R-OH 2920- 1426- -C-OH
X ) COO0- 602-
e 3355 3410 c00 coc.
1055-
13.333
0.000
4400, 76 3954, 84 3505, 93 3066.41 2620, 50 2177.98 1732.07 1288, 55 §43.63 40l 12}

NUmero de Onda, cm .

Fig. 4.9. Espectros de FTIR de Quitosano, Enzima OPH y mezcla Enzima/Quitosano.
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4.4, BIOSENSORES.
Para la cuantificaciéon de los plaguicidas se realizaron dos disenos, el primero fue el
biosensor SGE y la segunda opcién fue el biosensor SGE/nAu, los resultados obtenidos se

muestran a continuacion.

4.4.1. BIOSENSOR SGE/nAu MODIFICADO CON OPH.

Durante la evaluacion No se encuentran diferencias significativas de sensibilidad,
linealidad y coeficientes de variacion entre este disefio y el anterior, por lo que se
descarta. Estudios mds profundos son requeridos, para potenciar sus caracteristicas

analiticas.

4.4.2. BIOSENSOR SGE MODIFICADO CON OPH.

Este biosensor presento una mejora sustancial en la sensibilidad de las
determinaciones, lo cual se demuestra en el apartado sobre cuantificacién de los

pesticidas sintéticos. Durante esta evaluacién se realiza la respectiva validacién analitica.

4.4.3. Efecto dela Temperatura.

Los resultados de evaluar el efecto de la Temperatura, en el desempeno y
sensibilidad de la determinacion de Paraoxon como analito, se muestran en la figura 4.10;
ambas curvas se realizaron con el biosensor SGE con OPH, bajo las mismas condiciones de
operacién y concentracién. El comportamiento de la curva de calibracién a 25°C,
muestra un menor rango de linealidad comparado con los resulfados obtenidos a 50°C; es
decir, a mayor temperatura el rango de linealidad se duplica. Durante las pruebas se
obtienen valores entre 5 a 80 uM y de 5 a 160 uM para las temperaturas menor y mayor,
respectivamente. Esto coincide con los datos presentados por el proveedor de la enzima,
gue indica una mayor actividad para el pesticida paraoxon (Anexo Il). El presente frabajo

se desarrolla con la primera temperatura.

65



@

Current, pA

0 100 200 300 400
Paraoxon, pmol Lt

Fig. 4.10. Comparativo entre Curvas de Calibracién para el Paraoxon a 25y 50°C.

4.4.4. Cuantificacion de Pesticidas OP en Muestras Sintéticas.

Soluciones sintéticas de los plaguicidas paration etil, paration metil y fenitrotién, con
relaciones de concentracion final en celda de 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320,
360 y 400 uM fueron evaluadas; para el paraoxon solo se evalud hasta 360 uM. Bajo las
siguientes condiciones: solucion bufer Britton-Robinson en pH 8.5, temperatura de 25 °C y
750 rom. Se tiliza el biosensor SGE modificado con OPH. Los amperogramas registrados
aplicando el método PAD se trataron analiticamente, obteniendo las siguientes curvas de
calibracion, mostrados en la figura 4.11. Los datos del plaguicida fenitrotién presento

coeficientes de variacién mayores al 5%, por lo que se descartan sus resultados, estudios

mds profundos son requeridos.

Paraoxon 80-240 1.44 0.9983 0.87
Paration 40-280 2.08 0.9966 0.98
Paration

. 40-200 2.96 0.9619 1.77
metil
Fenitrotion ok o o ok

Tabla 4.2. Datos obtenidos de la evaluacion de pesticidas.
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Fig. 4.11. Curvas de Calibracién para los pesticidas A) Paraoxon, C) Paration etil y D) Paration metil. Y

E)

Concentracion Paration Metil, uM

F)

Rangos de linealidad para B) Paraoxon, D) Paratiéon etil y E) Paratiéon metil.
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Los resultados bajo las condiciones antes descritas para los pesticidas paraoxon,
paration etil y paratiéon metil; respectivamente, muestran un rango de linealidad de 80 a
240, 40 a 280 y 40 a 200 uM. Con coeficientes de variacion de 1.75, 3.98 y 4.93%; valores de
linealidad en 0.999, 0.9999 y 0.9986. Asi como limites de deteccién de 0.05, 0.12 y 0.14; y
limites de cuantificacién de 0.52, 1.22 y 1.4. Al realizar andlisis de varianza de diferentes
curvas de calibracidn para los mismos pesticidas, mediante la prueba ANOVA; el
pesticida Paraoxon fue el Unico que obtuvo una Feaic<Fiabla, €5 decir Fcaic=0.278 vy Fiapia=3.89

con un 95% de confiabilidad.

Los estudios de repetibilidad, bajo las condiciones de operacidon antes expuestas y
con feniendo concenfraciones finales en celda de 200 uM, para cada uno de los
pesticidas mostraron coeficientes de variacién en rangos de 1.75%, 2.08% y 3.15% para el

paraoxon, paration etil y paratiéon metil.

100%
98%

96% ._‘/\'_.\‘\’_\

94%

92% \

90%

88% \

86% \\0 o

84%
82%

80% T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Coeficientes de Variacion, %

Estudio de Estabilidad, dias

Fig. 4.12. Estabilidad del Biosensor a través del Tiempo.

Se llevan a cabo también estudios de Reproducibilidad, Unicamente para el
pesticida paraoxon. Y nuevamente bajo las mismas condiciones de operacién, con
concentraciones finales en celda de 40 uM, pero elaborando un electrodo distinto en

cada ocasidn, el coeficientes de variacion obtenido fue de 4.71%.

El andlisis de estabilidad del biosensor a través del tiempo, mostraron coeficientes de

variacién menores al 5% hasta el dia 8, en este caso, el valor fue igual al 5%, a partir de
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este dia dejaron de ser fiables sus resultados. Esto se fraduce en eficiencias mayores al 95%

hasta el dia 8 antes mencionado, posterior a este dia, tiende a decaer, tal como se

muestra en la figura 4.12.

El estudio de cinética enzimdtica mediante la ecuacién de Michaelis-Menten, para
cada uno de los sustratos, revelo una menor velocidad de reaccién de la enzima hacia el
Paraoxon; aungue presento también una mayor afinidad enzimdtica, coincidiendo con
los valores reportados en el certificado del producto comercial (Anexo |l) y los estudios

reportados previamente por Aubert [187] y Caldwell [188].

Sustrato Km Vmax Km/Vmax
Paraoxon 465 11.86 39.2
Paration 206 11.79 17.47
Paration metil 246 19.98 12.31
Fenitrotion x o o

Tabla 4. 3. Valores de Km, Vmax, Km/Vmax para cada sustrato analizado.

** No determinado, se requieren mayores estudios.

Los resultados de recuperacion al cuantificar el pesticida paraoxon en muestras de
agua potable, utilizando el electrolito soporte Britton-Robinson a pH 8.5, 750 rom y 25°C. Asi
mismo evaluando concentraciones de 20 y 40 uM en forma acumulada; dieron valores de

97.77 y 102.5% de recuperacion.
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CONCLUSIONES

El impacto de los residuos de pesticidas puede ser manejado y analizado por un
sinnUmero de técnicas, muchas de las cuales presentan mayor sensibilidad, pero
requieren mayor inversién de tiempo, dinero y capacitacién, de lo cual, en ocasiones no
se dispone. Es por ello la preponderancia de buscar métodos alternos, que den resultados
en menor tiempo, cumpliendo con las estipulaciones analiticas requeridas nacionales e

internacionales.

Una estrategia eficaz para hacer frente a la contaminacion por plaguicidas en el
medio ambiente, no solo los organofosforados; es comenzar con una evaluacién de la
magnitud del problema, no solo dejarlo a la deteccidén si no implementar también
medidas de prevencién. Haciendo de herramientas como es la capacitacion y el

cumplimiento a las medidas minimas de aplicacién.

Por primera vez la técnica de Amperometria de Pulsos mediante el uso de
biosensores es utilizada para la determinacién de los pesticidas organofosforados e, por lo
que se comprueba la hipdtesis planteada durante esta investigaciéon. Lo cual brinda una
opcidn redituable para la deteccidn de pesticidas, al hacer uso de un producto
comercial y dejar de lado las implicaciones que conlleva el aislamiento de la enzima.
Dando resultados satisfactorios analiticamente hablando y abriendo la puerta hacia el
desarrollo de nuevas opciones de deteccidn. La optimizacidon de reacciones enzimdticas,
mediante su andilisis de operacién. Asi como el uso de vias enzimdticas alternas, para la

deteccién de un mayor nUmero de pesticidas.

Cabe mencionar que este producto fue disenado con alta sensibilidad hacia la
descontaminacién de agua por armas quimicas, es de esperarse que se utilicen enzimas
modificadas genéticamente especialmente para su uso en biosensores, ya que estas

tendrdn mayor sensibilidad analitica hacia los mismos.
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ANEXOS

ANEXO I. Listado pesticidas permitidos en México. [22]

resicda | Dmorcl | DpDemicalngio) | oa | R | o | e | Ao
Acefate 1000 >10000 ¢ 0.03 5-10 7-21 | Insecticida No
Azanefifos 1180 1600 0.01 . « | Insecficida No
, acaricida
Azinfos metil 4 88 c 0.005 3-5 1-60 | Insecticida Si
Butifos 150 97 c 0.004 * * Defoliante No
Cadusafos 30 24r 0.0003 * * Insecticida Si
Clorfenvinfos 10 30r 0.0005 * * Insecticida No
Clorpirifos 96 >2000 r 0.01 .05-3 7-60 | Insecticida Si
Clorpirifos 1 53500 >3700 0.01 6-10 | Insecticida si
metil
Coumafos 37 >2400 * * * insecﬂ.ci.do No
, acaricida
Diazinon 1250 >2020 0.002 211 108 |Insecticida si
, acaricida
Diclorvos 50 300 r 0.004 .05-1 * Insecticida Si
Dimetoato 235 >400 r 0.002 1-2 1-60 | Insecticida Si
DisulfoRTon N. 5 36c 0.0003 « " insect[c[do Si
. , acaricida
Edifenfos 100 615r 0.003 * * Defoliante Si
Etion 21 838 c 0.002 1-2 1-50 | Insecticida Si
Insecticida
Etoprofos 33 2261 0.0003 * * Nemlo toci Si
da
Fenamifos 8 178 ¢ . . « | Nematoci si
da
Fenitrotién 250 500 r 0.005 1-10 Lifriwri]fe Insecticida Si
Fention 88 300r 0.007 1-5 14-30 | Insecticida Si
Fentoato 440 2100 c 0.003 * * Insecticida Si
Fonofos 8 25c¢ 0.03 1-.5 * Insecticida No
Forato 2 9.3r 0.0005 .0.5-5 28-90 | Insecticida Si
Fosetil-al 5000 >2000 3 .1-20 Liiriwrilre Fungicida No
Fosfamidon 17 267 ¢ 0.0005 -1 3-60 | Insecticida No
Fosfuro de Al. 0.3 * * * * Fumigante No
Fésk\rg. de 0.3 * * 0.1 * Fumigante No
Fosmet 113 >500 ¢ 0.02 .1-40 7 Acaricida Si
Foxim >2000 >5000 r 0.001 .05 * Insecticida No
Glifosato >5000 >5000 0.3 .2-200 * Herbicida Si
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ANEXO I. (Cont.)

G'Ugorigﬂlfg de | 620 4000 002 | 052 | = Herbicida si
Isazofos 40 118r * * * Insechaqo, No
Nematocida
Isofenfos 1620 4000 r 0.02 .05-2 * Insecticida No
Malation 5500 >2000 002 | 2135 | " | Insecticida Si
Limite

Merfos 910 >4600 c 0.1 * * Defoliante Si

Metamidofos | 21 18 c 0004 | 052 | 7-50 | Mmsechicida, si
acaricida

Metidation 25 1546 1 o001 | 09 | Insecticida, si
12 acaricida

Mevinfos 3 42r 00008 | 21 | 120 | Mmsecticida, No
acaricida

Monocrotofos | 8 270 ¢ 00006 | 021 | 530 | msecficida, No
acaricida

Naled 91 360 c .5-10 1-15 * Insectida No

Ometoato 25 200t 0002 | 052 | 760 | Imsecticida, si
acaricida

Oxidemeton 50 844 ¢ 0.0003 . " Insecticida, i
metil ) acaricida

Paration mefil | 6 67t 00003 | -1 | 3" | insecticida si

Limite

Piperofos 65 >2150r 0.0004 * * Herbicida No

Pirazofos 151 2000r 0.004 * * Fungicida No

Pirimifos metil 2400 3500 c 0.03 1-10 Ll’rsrllri]te Insecticida Si

Profenofos 358 277 r 0.01 * * Insecticida Si

Quinalfos 71 >1750r * * * Insecticida No

Sulprofos 65 >1100 c 0.025 * * Insecticida No

Tebupirimfos 1.8 9.4c * * * Insecticida No
" « " Insecticida,

Temefos 4204 2000 c larvacida No

Terbufos 1.3 8lc 0.0002 * * Insecticida Si

Tetraclorvinfos >2000 >2500 0.04 * * Insecticida No

Tolclofos metil 5000 >5000 r 0.07 . 30 Fungicida No

Triazofos 57 1100 r 0.001 * * Insecticida Si

Triclorfon 250 >2500 ¢ 001 | .60 | 721 | Imsecticida No
acaricida

Trimesium 750 >2000 0.3 .05-.1 * Herbicida No

Vamidotion 64 1160 c 0.008 * 1-60 Insecticida No
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ANEXO II. Informacion del Producto Enzimdtico.

Genencor International’

Innevative by Nature®

DEFENZ™ 130BG

Taking on a Hazardous World

Every day, emergency response units take on 2 hazardoes world. DEFENZ decontamination prodects provide
rapid, effective, and safe decontamination of chemical warfare agents or ather hazardous materials caused by
temersm, pesticde spills, and indestrial acidents.

DEFENZ 13086 &5 a granulized enzymatic decontamination solstion haghly specfic 1o VX, Russian-VX, and other
orgamophosphate matenias. Developed and tested by the US Army Edgewood Chemical Biological Center
(ECB0), DEFENZ 13086 is environmentaily safe, relable, and effzctively decontaminates many tmes its weight,
making it the perfect chaice over traditional chemical approaches.

DEFENZ 13084 contains both an indestrial-grade enzyme and 3 beffering mixters in ene small, conversent
padkage. Simply add to your waber supply enroute to the scene to neutralize your hazardous teeat.

DEFENZ 13086 enjoys 3 hest of logsticall and envirommental advantages over traditional decontamination
appeoaches, nduding imgroved performance, on-site activity, redeced costs, smalller packaging, and the
eliminaticn of transport ssues invohed with residuaks post neutralization of selected assembled chemical
WESpOns.

DEFENZ 130BG Feature Highlights

+ Highly spedific to VX, Russian-VX, and other organophesphate matenials

* Non-toxic, non-corrosive, and environmentally friendly

» Easy to use — just add to water/foam supply enroute to the scene

« Detoxifies many times its weight, greatly reducing logistical burden

+ Compatible with the most widely used fire foams available

« Water soluble, activating in the available water supply — hard, soft, or salt
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Typical (haracteristics Activity
Activity: 2% enzyme protein (wt/wi) DEFENI™ 130BG has demonstrated activity against synthetic ssbstances
Appearance:  Light tan 1o off-white color; low dest grnule it mimic the breaiuiown of VX Russian VI and other organcphosphate
tamgerature water within 3 minutes within 15 minutes of contact {see Table)* The enzyme will function
- best at its optimum pH of 8.5; ths, any formulation work should involve
buffesing the anryme 1o this level.
Temperature:  10- 870 (50- 14°F)
Stability: 12months @ < 25 (7TF)
Grams of Agent Hydrolyzed/10 min/Gram Enzyme"*
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Technical Service

Genencor Intemational works with customers to enhance processes and solve probliems. Please contact us for assistance.

For mons information:

WA & Carads Eawope, Airica, & Maddle Eact Latn Amenca Asia Paciic

200 Nesidian (erere Bwd. P03z e Pdegmi 20502 Winshand Howse
Rocester NY 14578 2200 AE [esden eGPl 3&’“

Phone: +1-800-347-5311 The Nethertands (1005} Busnes Aies, Asgeniva Siagapom 239519
Phone: +1-385-256-5200 Phane +31-71-5686-163 Phenes +5411-4129 2300 Phane +65-6-833-7410
Faoc +1-585- 1565286 Fac +31-71-5686-168 = 541432640 Fac +65-6-737- 18

1% Genencor International®

A Danisce Company
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