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RESUMEN

La alta toxicidad aguda de los pesticidas organofosforados (OPs) impone el desarrollo
de métodos analiticos simples, rapidos, sensibles y de precio razonable para su determinacién
in situ. Las técnicas basadas en biosensores electroquimicos para la determinacion de los OPs
cumplen con estos requisitos. El objetivo de este trabajo fue desarrollar nuevos biosensores
amperometricos con mejores rendimientos analiticos para la determinacion directa de OPs
aplicando nuevos bionanocompuestos a base de quitosano para la modificacion del electrodo
de carbono vitreo (ECG). Las plataformas bionanocompuestas han sido en los Gltimos afios
una alternativa en el desarrollo de biosensores amperométricos debido especialmente, a su
capacidad de integrar varios materiales de diferente naturaleza, y formar un nuevo material
con propiedades fisicas, mecénicas y eléctricas muy distintas a los materiales originales que
lo constituyen. Los biosensores desarrollados con estos materiales presentan diferentes
ventajas analiticas respecto a los conductores puros, que les proporciona un alto valor
afiadido como por ejemplo versatilidad, durabilidad, facilidad de regeneracion superficial y
de integracion, funcionaliad como reservorio de material bioldgico, etc. La plataforma de
deteccidn de bionanocompuestos se construy6 en un solo paso mediante la electrodeposicién
catddica de quitosano (CS) sobre la superficie de un electrodo GCE con nanotubos de
carbono de pared mdltiple funcionalizados con grupos -COOH (MWCNTS), nanoparticulas
de ZrO2 (ZrO2NPs) y la enzima organofosforada hidrolasa (OPH) atrapados en la matriz

polimérica de quitosano.

En primer lugar se optimizaron las peliculas bionanocompuestas de quitosano en funcion
del tiempo de electrodeposicion y la composicion de los MWCNTs y ZrO2NPs. Se utilizaron
diferentes técnicas de caracterizacion que permiten obtener informacion de las propiedades
eléctricas, electroquimicas y morfologicas del material. Se han construido biosensores de
diferentes composiciones y se han caracterizado usando técnicas de voltametria ciclica,
cronoamperometria, amperometria, espectroscopia de impedancia electroquimica,
microscopia electronica de barrido y espectroscopia de infrarrojos por transformada de
Fourier. La utilizacion de estas técnicas ha permitido estudiar, el efecto que la incorporacion
de los nanomateriales, en el material compuesto, tiene sobre la distribucion de las particulas

conductoras que forman la pelicula bionanocompuesta. La eficacia de estas técnicas ha

Vi
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guedado demostrada en la optimizacién del biosensor CS/IMWCNTSs-ZrO,:0OPH, donde la
eficacia de la respuesta analitica ha sido superior al biosensor CS:OPH, que no ha sido
modificado con nanomateriales. Los nuevos criterios de optimizacion, han sido aplicados
también a biosensores con bionanocompuestos de quitosano con nanoparticulas de
hidroxiapatita (HA), MWCNTs y OPH.

Los electrodos GCE modificados con los bionancompuestos CS/MWCNTSs-ZrO2:0PH
y CS/MWCNTs-HA:OPH mostraron mayor estabilidad, mayor area activa, repuesta
electroquimica mas sensible y mejores rendimientos analitos en la determinacion directa de
paraoxén, en comparacion con los electrodos modificados con CS:OPH, CS/ZrO,:0PH,
CS/MWCNTSs/OPH, y CS/HA:OPH. Estas ventajas estan asociadas a la composicion,

estructura y accion sinérgica de los materiales seleccionados.

Los biosensores CS/IMWCNTs-ZrO2:0PH/GCE y CS/IMWCNTs-HA:OPH/GCE se
aplicaron para la determinacion de paraoxén en muestras de riego enriquecidas, recolectada
de los canales del valle de Mexicali (Baja California, México). Las altas recuperaciones de
paraoxon mostraron resultados satisfactorios con un promedio en el rango de 99.2% vy
101.2% para CS/IMWCNTs-ZrO,:OPH/GCE y CS/MWCNTs-HA:OPH/GCE, lo que
confirma la alta precision de los sensores y demuestran también una ausencia de efectos de

la matriz cuando se utiliza de agua de riego.
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ABSTRACT

The high acute toxicity of organophosphorus pesticides (OPs) requires the development
of simple, rapid, sensitive, and reasonably priced analytical methods for in situ determination.
The techniques based on electrochemical biosensors for the determination of
organophosphorus pesticides meet these requirements. The objective of this work was the
development of amperometric biosensors with better analytical performances for the direct
determination of organophosphorus pesticides, applying a novel chitosan-based

bionanocomposite for glassy carbon electrode (GCE) modification.

The bionanocomposite platforms have been in recent years an alternative in the
development of amperometric biosensors due mainly, as its ability to integrate several
materials of different nature and form a new material with physical, mechanical and electrical
properties, very different from the original materials that they constitute it. The biosensors
developed with these materials present various analytical advantages concerning pure
conductors, which provides them with a high added value such as versatility, durability, easy
surface regeneration and integration regeneration, functionality as a reservoir of biological

material, etc.

The bionanocomposite detection platform was constructed in a single step by chitosan
(CS) electrodeposition on the surface of a glassy carbon electrode with multiple-walled
carbon nanotubes functionalized with -COOH groups (MWCNTSs), ZrO> nanoparticles
(ZrO2NPs) and the organophosphate hydrolase enzyme (OPH) trapped in the polymer matrix

of chitosan.

First, bionanocomposite chitosan films were optimized as a function of the
electrodeposition time and the composition of the MWCNTs and ZrO>NPs. Different
characterization techniques were used to obtain information on the electrical,
electrochemical, and morphological properties of the material. Biosensors of various
compositions have been constructed and characterized using techniques of cyclic
voltammetry, chronoamperometry, amperometry, electrochemical impedance, scanning
electron microscopy, and infrared spectroscopy by Fourier transform. The use of these

techniques has allowed studying the effect that the incorporation of nanomaterials, in the

X
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composite material, has on the distribution of the conductive particles that form the
bionanocomposite film. The effectiveness of these techniques has been demonstrated in the
optimization of the CS/MWCNTSs-ZrO.: OPH biosensor, where the efficiency of the
analytical response has been superior to the CS biosensor: OPH, which has not been modified
with nanomaterials. The new optimization criteria have also been applied to biosensors with
chitosan bionanocomposite with hydroxyapatite nanoparticles (HA), MWCNTSs, and OPH.

The GCE electrodes modified with the bionancompounds CS/MWCNTs-ZrO,:OPH and
CS/ MWCNTs-HA:OPH showed greater stability, greater active area, more sensitive
electrochemical response and better analytical performances in the direct determination of
paraoxon. In comparison with electrodes modified with CS:OPH, CS/ZrO;:0PH,
CS/IMWCNTSs/OPH, and CS/HA:OPH. These advantages are associated with the

composition, structure, and synergistic action of the selected materials.

The biosensors CS/IMWCNTSs-ZrO,:OPH/GCE and CS/MWCNTs-HA:OPH/GCE were
applied for the determination of paraoxon in enriched irrigation samples, collected from the
channels of the Mexicali Valley (Baja California, Mexico). The high recoveries of paraoxon
showed satisfactory results with an average in the range of 99.2% and 101.2% for
CS/MWCNTSs-ZrOz: OPH/GCE and CS/MWCNTs-HA:OPH/GCE, which confirms the high
precision of the sensors and also demonstrate the absence of matrix effects when using

irrigation water.

Xl
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1.1 Planteamiento del problema y justificaciéon

Los pesticidas se utilizan ampliamente en la agricultura para prevenir, controlar o eliminar
plagas, malezas, insectos y hongos, y aumentar el rendimiento de los productos agricolas. El
uso de pesticidas puede asegurar aproximadamente un tercio de los productos agricolas en
todo el mundo. Sin embargo, el uso excesivo de pesticidas puede causar la contaminacion
del agua subterranea y su acumulacion en los alimentos, lo que resulta en graves impactos en

especies no objetivo, como los seres humanos y los animales.

La exposicién humana a pesticidas puede provocar efectos nocivos en la salud como la
neurotoxicidad, genotoxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad. Estos compuestos imitan
a las hormonas y causan la muerte en casos graves. Los pesticidas organofosforados inhiben
de forma irreversible la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en el cuerpo humano y en
los animales, lo que provoca una interferencia con la accion de los 6rganos vitales y, en

ocasiones, paralisis respiratoria y muerte.

En los dltimos afios, la contaminacion por plaguicidas se ha convertido en una de las
principales preocupaciones y uno de los desafios mas alarmantes. Consecuentemente, los
gobiernos de muchos paises han establecido una serie de politicas para regular el uso de
pesticidas, y han implementado niveles maximos de residuos en el agua, alimentos y los
productos agricolas. Sin embargo, la mayoria de los pesticidas podrian estar presentes en los
limites propuestos, y sus efectos de acumulacion en érganos vitales y la exposicion continua
pueden aumentar los riesgos para la salud humana. Por lo tanto, el desarrollo de métodos y
técnicas para la deteccion de residuos de pesticidas es un tema importante para garantizar la

seguridad de los alimentos.

Las herramientas clasicas para el andlisis de pesticidas organofosforados incluyen la
cromatografia de gases, cromatografia liquida de alto rendimiento, espectrometria de masas
y electroforesis. Si bien estas técnicas de analisis poseen una alta sensibilidad y
reproducibilidad, atn tienen muchos inconvenientes. Requieren instrumentos sofisticados y
costosos, requieren de personal altamente capacitado y demandan largos tiempos de

extraccion, preconcentracion y limpieza de la muestra. Ademas, una de las principales
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desventajas de estos métodos es la limitacion de la deteccion en el sitio y en tiempo real, lo
que hace que sea imposible de usar en casos de emergencia.

Uno de los principales retos de la Quimica Analitica en la actualidad es el establecimiento de
nuevos métodos de analisis rapidos, sensibles y fiables, que no impliquen tratamiento de las
muestras ni el uso de instrumentos complejos, y que puedan ser implementados fuera de los
laboratorios. Esta problematica puede ser afrontada mediante el disefio de novedosos
sensores y biosensores amperométricos, donde se combine el uso de bioreceptores altamente
especificos con la gran sensibilidad, simplicidad y capacidad de miniaturizacion presentada

por los transductores electroquimicos.

Estos nuevos biosensores deberan ser altamente sensibles y reproducibles, especificos al
analito de interés, de facil manejo, capaces de proporcionar sefiales analiticas estables para
concentraciones muy bajas de los analitos en muestras complejas, y todo ello sin sufrir el

efecto adverso de interferencias.

De acuerdo con el estado del arte los biosensores amperomeétricos mas utilizados para la
determinacion y monitoreo de organofosforados en muestras ambientales son los basados en
la inmovilizacion de las enzimas AChE y OPH sobre electrodos de carbono. Los primeros se
basan en la inhibicién de la actividad de la AChE por los OPs, mientras que los segundos

implican la hidrdlisis de los OPs catalizada por la OPH.

Los sensores basados en OPH presentan varias ventajas sobre los basados en AChE,
como el mecanismo de deteccidn directa, especificidad hacia los sustratos OPs sustituidos
con nitrofenilo, y respuesta reversible del sensor. El principal inconveniente de los sensores
de OPH es su baja sensibilidad y limites de detection méas altos en comparacion con los
basados en AChE.

Por lo tanto, los estudios actuales se enfocan en el aumento de la sensibilidad de los
sensores electroquimicos basados en OPH, mediante el disefio de nuevas plataformas
biosensoras, altamente sensibles y reproducibles, con bajos limites de deteccion e

interferencias, de facil manejo, robustas y miniaturizadas.
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Afrontar esta problematica impone adoptar estrategias originales y multidisciplinarias,
centradas en el desarrollo de nuevos nanomateriales para la preparacion de electrodos con
Optima arquitectura e idoneas caracteristicas estructurales y electroconductoras, asi como en
el establecimiento de nuevos procedimientos para la inmovilizacion eficiente y selectiva de

las biomoléculas sobre la superficie de dichos electrodos.

Las interfaces asi generadas, deben ser capaces proporcionar un microambiente
favorable para que se mantenga la actividad de la OPH y permitir la rapida transferencia
electronica. Una de las estrategias mas acertadas para lograr este fin, basada en la ingenieria
de nanomateriales, es el disefio racional de nuevos electrodos nanoestructurados con mejores

propiedades.

En los Gltimos afios se han venido desarrollando diferentes mezclas de polimeros con
nanomateriales como plataformas electrodicas que posibilitan el disefio de biosensores con
excelentes propiedades, tales como biocompatibilidad, buena reversibilidad, estabilidad,
transferencia electronica y una elevada superficie de reaccion que permite el incremento en
la sensibilidad de las determinaciones, debido a una mayor eficacia en las interacciones entre

muestras y reactivos.

En este contexto, la electrodeposicion de quitosano podria considerarse una estrategia
muy atractiva para la modificacion de electrodos y la biofuncionalizacién. El quitosano es
una matriz apropiada para la inmovilizacion de enzimas debido a la presencia de numerosos
grupos funcionales; también es adecuado para la dispersion de nanotubos de carbono (CNTS)
y nanoparticulas. Por lo tanto, el quitosano y los nanocompuestos de quitosano se utilizan

ampliamente como plataformas electroquimicas de biosensores.

Teniendo en cuenta lo anterior este trabajo de tesis busco funcionalizar electrodos de
grafito mediante la electrodeposicion de quitosano con CNTs y nanoparticulas bioceramicas
(6xido de circonio e hidroxiapatita), para desarrollar biosensores basados en OPH con mejor
respuesta electroanalitica y buen desempefio amperométrico para la determinacion directa y

sensible de OPs en muestras ambientales.
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1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1 Objetivo general

Disefar, caracterizar y aplicar nuevos biosensores electroquimicos con caracteristicas

analiticas mejoradas para la determinacion directa de plaguicidas organofosforados,

aplicando electrodos enzimaticos funcionalizados con bionanocompuestos contenidos en

quitosano.

1.2.2 Objetivos especificos

1.

Desarrollar nuevos biosensores electroquimicos mediante la modificacion de la
superficie de un electrodo de carbon vitreo con bionanocompuestos de quitosano, con
la enzima OPH, nanotubos de carbono de paredes multiples, nanoparticulas de ZrO»
y nanoparticulas de hidroxiapatita.

Preparar y caracterizar los electrodos enzimaticos con los bionanocompuestos de
quitosano.

Optimizar todas las variables implicadas en la preparacion y funcionamiento de los
nuevos biosensores enzimaticos.

Caracterizar de manera electroquimica y morfologica la superficie electrddica
modificada, empleando distintas técnicas y métodos.

Evaluar las caracteristicas analiticas de los biosensores desarrollados, de acuerdo a
las recomendaciones de la IUPAC. Estas caracteristicas se han comparado en todos
los casos, con las existentes en la bibliografia.

Aplicar la determinacién de analitos en muestras sintéticas y reales.

El plan de trabajo propuesto para la consecucién de los objetivos planteados se puede resumir

en las siguientes etapas:

1.

Preparacion de los bionanocompuestos de quitosano.
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2. Optimizacién del tiempo de electrodeposicion del bionanocompuestos de quitosano
y la carga enzimética.

3. Determinar de la permeabilidad de las peliculas bionanocompuestas.

4. Determinar de las cantidades 6ptimas de cada nanomaterial.

5. Caracterizacion electroquimica y morfologica de las superficies electrodicas
nanoestructuradas y funcionalizadas con enzimas de interés analitico.

6. Determinar las caracteristicas analiticas, estabilidad, selectividad y reproducibilidad

de los biosensores, y su aplicacion a la determinacion de analitos en muestras reales.

1.3 Hipdtesis

Se espera que la modificacion de la superficie del electrodo con los
bionanocompuestos de quitosano y nanoparticulas de ZrO> y HA, mejore la sensibilidad de
las determinaciones de OPs y permita alcanzar bajos limites de deteccion.

= Se espera que los bionanocompuestos de quitosano proporcionen un microambiente

favorable para la enzima OPH y permita obtener resultados reproducibles.

= Ademas, se espera también que la accién sinérgica de los MWCNTSs, las
nanoparticulas de ZrO, y de HA conduzcan a la mejora en los rendimientos analiticos
del biosensor y eviten el ensuciamiento y pasivacién de la superficie del electrodo
causada por polimeros productos de reacciones de oxidacion.
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2.1 PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), los plaguicidas, también conocidos como pesticidas son sustancias o
mezclas de sustancias destinadas a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier
plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, productos agricolas o
alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales para combatir
ectoparasitos [1]. El término también incluye las sustancias destinadas a utilizarse como
reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la
densidad de fruta o inhibidores de la germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos
antes o después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el

almacenamiento y transporte [2].

En la definicidn de plaga se incluyen insectos, hierbas, pajaros, mamiferos, moluscos,
peces, nematodos, 0 microbios que compiten con los humanos para conseguir alimento,

destruyen la propiedad, propagan enfermedades o son vectores de estas, o causan molestias

[2].

Bajo la definicion de plaguicida, anteriormente indicada, se engloban numerosos
productos. Por ejemplo los fungicidas (para combatir hongos), herbicidas (malas hierbas),
nematocidas (gusanos), molusquicidas (caracoles y babosas), acaricidas (acaros),

insecticidas (insectos) y rodenticidas (roedores), como los mas conocidos.

Los plaguicidas se suelen clasificar basandose diversos criterios como: su toxicidad, su
modo de accidn, el tipo de aplicacion y la familia quimica a la que pertenecen. Actualmente
debido a la gran cantidad de plaguicidas existentes y de las familias quimicas implicadas no
resulta facil una adecuada clasificacion quimica. Siguiendo las directrices de la OMS [1], los
pesticidas se pueden clasificar en organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides,
derivados bipiridilicos, clorofenoxiacidos, cloronitrofenoles y organomercuriales,
compuestos organicos del estafio, tiocarbamatos, ditiocarbamatos y otros como bromuro de
metilo, fosfatina, acido cianhidrico (fumigantes), sulfato de talio, fluoracetato sodico,
warfarina (rodenticidas) y arsenito sédico, criolita (insecticidas inorganicos).
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Los organofosforados se desarrollaron en Alemania durante la Segunda Guerra Mundial
para sustituir a la nicotina en el control de &fidos. La primera molécula sintetizada, el
tetraetilpirofosfato (TEPP), en 1854 por Moschniny De Clermont era muy efectiva como
insecticida, pero poco apropiada para su uso agricola por su rapida degradacion en el medio
ambiente [3,4]. Al continuar las investigaciones de productos mas estables en 1944 Schrader
sintetizo el compuesto llamado Paration Etilico, este producto fue el primer érganofosforado
que se introdujo en todo el mundo inicidndose su produccion industrial, poco después se
descubrio el ester metilico del Paration Etilico que es menos toxico a mamiferos a este
producto se le denomina Paration Metilico, a partir de ligeras modificaciones en la estructura
se pueden desarrollar insecticidas menos tdxicos por ejemplo Fention, Fenitrotion que fueron

descubiertos en 1958 y 1959 respectivamente [5,6].

Estos productos quimicos producen su toxicidad en virtud de la inhibicion de la enzima
AChE, que termina la accion del neurotransmisor acetilcolina en las sinapsis del tejido
nervioso y en las uniones neuromusculares. Estos productos quimicos se denominan
"anticolinesterasas”. Algunos de los OPs con fuerte poder inhibidor de la AChE también se

utilizan como agentes nerviosos o gases nerviosos [7].

Actualmente, los organofosforados constituyen el grupo de plaguicidas mas utilizados
en laagricultura mundial, habiendo desplazado a los organoclorados. Este hecho se ha debido
inicialmente a la alta toxicidad y capacidad de bioacumulacion en la cadena trofica de estos
ultimos [8]. Aunque los compuestos organofosforados son en principio menos peligrosos que
los organoclorados se hace necesario su estudio debido a la variabilidad quimica de este
grupo y su uso masivo, junto con la evidencia de que existen organofosforados, como el

fention o el metilparation, que son capaces de bioacumularse [9, 10].

2.1.2 Propiedades fisico-quimicas

Los pesticidas organofosforados son un gran numero de compuestos sinteticos,
inluyendo esteres, aminas o tioderivados del acido fosforico, fosfonico, fosforotioico o
fosfonotioico; generalmente liposolbles y semivolatiles [11, 12, 13]. Presentan alta

reactividad quimica y se degradan con relativa facilidad, bien mediante reacciones de
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hidrolisis, que dan lugar a productos inocuos para el medio ambiente, 0 por reacciones de
oxidacion, que conducen a metabolitos hidrolizables de mayor o menor toxicidad [14].

La liposolubilidad de estos compuestos facilita su absorcion, porque atraviesan las
barreras bioldgicas (piel, mucosas), también penetran el sistema nervioso central y algunos
pueden almacenarse en los tejidos provocando toxicidad retardada debido su la liberacion
tardia. Su mediana presion de vapor permite que sean semivolatiles y que puedan ser
absorbidos por vias respiratorias, sufren hidrolisis alcalina en la tierra y en liquidos
bioldgicos, no siendo persistentes en el ambiente [12, 15]. La mayoria de los compuestos

organofosforados presentan las siguientes estructuras quimicas:

RO O RO S
N4 "%
7N\ 7N\

RO X RO

Figura 1. Estructura quimica general de los plaguicidas organofosforados.

Estos compuestos se caracterizan por un atomo de fésforo pentavalente unido por un
enlace simple a tres sustituyentes orgénicos (frecuentemente a través de un oxigeno) y por
un enlace covalente coordinado (doble enlace) a un oxigeno o un azufre (Figura 1). Uno de
los sustituyentes (X, puede ser alifatico, homociclico o heterociclico) se denomina “grupo
saliente” debido a que esta unido a través del enlace menos estable de los tres enlaces simples,
y es el sustituyente que se elimina cuando el compuesto fosforila la enzima blanco o cuando

el compuesto es hidrolizado o se escinde oxidativamente [15].

Todas estas propiedades antes mencionadas estan ligadas al &tomo que se une al fésforo
por el doble enlace. Cuando el &tomo unido al fosforo es el oxigeno estos compuestos se
denominan OXONES, y son ponentes inihibidores de la enzima colinesterasa, su vida media
es mas corta, debido a que se favorece la hidrélisis del compuesto, especialmente bajo
condiciones alcalinas. Para hacerlos mas resistentes a la hidrolisis, se ha sustituido al oxigeno
por un aomo de azufre [16]. Estos compuesto son llamados TIONES, y son pobres
inhibidores de la colinesterasa (Figura 1). Pero tienen la caracteristica de atravesar la
membrana celular mas rapidamente que los oxones, poseen vidaa media mas prolongada y

son altamente toxicos [17]. A pesar de las diferencias en las estructuras quimicas, todos los
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OPs comparten una cosa en comun: todos ellos tienen un 4tomo de fésforo pentavalente y un
enlace fosforilo (P=0) o tiofosforilo (P=S) [18].

2.1.3 Clasificacion

Basandose en la reactividad de estos compuestos con los érganos diana en el organismo,

podemos clasificar a los plaguicidas organofosforados en dos grandes grupos [19]:

- Inhibidores directos: éstos tienen un d&tomo de oxigeno unido a un atomo de fosforo
mediante un enlace covalente. Son altamente reactivos y no necesitan ningun tipo de

activacion para inhibir la actividad de la AChE. Es el caso, por ejemplo, del diclorvos.

- Inhibidores indirectos: poseen un atomo de azufre unido al &tomo de fésforo mediante
un enlace covalente coordinado (fosforotioatos, fosfonotioatos y fosforoditioatos).
Necesitan la activacion metabdlica mediante el citocromo P-450 para ejercer su accion.
Ejemplos de organofosforados que sufren dicha transformacion son: azinfosmetil,
dimetoato y paration. Estos compuestos se desulfuran oxidativamente a azinfosmetil-
oxdn, ometoato y paraoxén, respectivamente, que son los metabolitos activos que se
unen a la AChE.

Los OPs por lo general, poseen un coeficiente de particion octanol/agua muy alto ademas
de una presion de vapor muy baja. Son facilmente hidrolizables, presentan una baja
volatilidad, salvo el diclorvos [20]. No son bioacumulables y presentan bajo potencial de
carcinogenicidad; sin embargo, algunos de estos plaguicidas exhiben una toxicidad aguda
mayor, ya que pertenecen a la clase de toxicidad | (altamente toxico), y 1l (moderadamente

toxico), segun la clasificacion de la EPA.

Aunque en promedio son considerados de baja persistencia, presentan excepciones como
el diazinon, el cual es uno de los mas persistentes con una vida media en suelo de 90 dias, en
contraste con el Malatién y Paration que tienen una vida media de una semana, aunque es
importante notar que este Gltimo pesticida puede bioacumularse como su metabolito, es decir;
en forma de Paraoxdn, siendo este aun mas persistente [21]. En la Figura 2, se muestran las

estructuras quimicas de algunos de los pesticidas OPs de uso comdn.
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Figura 2. Estructuras de algunos pesticidas organofosforados [7].

2.1.4 Gases y agentes nerviosos

Los agentes nerviosos organofosforados incluyen taban, sarin, soman, ciclosarina, VX

y VR. Estos compuestos son altamente toxicos y representan amenazas continuas para la vida

de los seres humanos, asi como los animales, ya que pueden ser utilizados como armas

quimicas de destruccién masiva. Hasta el momento, estos agentes han sido utilizados por

dictadores y terroristas. Estos compuestos producen toxicidad al inhibir directamente la

AChE y son mucho mas potentes que los pesticidas organofosforado, ya que causan letalidad

a los animales incluso en dosis menores a miligramos. Sus estructuras quimicas se muestran

en la Figura 3 [7].
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Figura 3. Estructuras quimicas de los agentes nerviosos organofosforados [7].

2.1.5 Toxicidad de los organofosforados

Los OPs penetran en el cuerpo principalmente por inhalacién, ingestién, inyeccién o
cutaneo. Luego de su absorcion, una vez que ingresan en el organismo los OPs se distribuyen
ampliamente por el organismo del animal a través de la sangre [22], poseen una vida media
corta y son metabolizados por una serie de enzimas (esterasas, transferasas, etc.)
fundamentalmente en el higado, sufriendo una serie de transformaciones quimicas, las cuales
tienden a aumentar su hidrosolubilidad facilitando su excrecion, la cual Ileva a cabo a nivel
renal [23].

Los organofosforados son insecticidas anti-esterasa y causan sobreestimulacion en las
terminales nerviosas colinérgicas. Los efectos toxicos de los pesticidas organofosforados,
pueden inhibir la actividad de la enzima AChE competitiva e irreversiblemente. Este proceso
ocurre tanto en los insectos como en los seres humanos [24]. La acetilcolinesterasa cataliza
la degradacion del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis (panel amarillo en la Figura 4).
Su mecanismo de accion se basa en la fosforilacion de la AChE en las terminaciones
nerviosas, provocando asi la inhibicion de la misma. Ocurriendo a lo largo del sistema

nervioso central y periférico, mediante la fosforilacion de los hidroxilos presentes en la
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serina, ligados al sitio activo de la enzima, evitando asi la realizacion de la hidrélisis de la

acetilcolina; un neurotransmisor, (panel rojo en la Figura 4) [25, 26].

Sefializacién de sinapsis de Ach AChE FRENA el proceso de sefializacién Inhibicién de AChE por OPs

Neurona pre-sinadptica Neurona pre-sinaptica Neurona pre-sinaptica

® ® ®

u e

A A

Neurona o célula muscular post-sindptica §| Neurona o célula muscular post-sindptica J Neurona o célula muscular post-sindptica

B pcetilcolina (Ach) B Acetilcolina (Ach) B Acetilcolina (Ach)
H Receptor de Ach H Receptor de Ach H Receptor de Ach
—.r Senal transmitida —nr‘ Senal transmitida ‘l" Sefal transmitida
Acetil colinesterasa (AChE) Acetil colinesterasa (AChE)

P Pesticida organofosforado (OPs)

Figura 4. Mecanismo de accion de los OPs [25].

La acumulacidn resultante de acetilcolina en el nervio interrumpe la sinapsis neuronal,
dando como resultado un sindrome colinérgico agudo mediante neurotransmision continua.
Como consecuencia, pueden surgir serias afectaciones en 6rganos vitales como contracciones
bronquiales, un aumento en la salivacién, la contraccion de los musculos blandos (ejecutores
de las funciones involuntarias), retorcimientos y calambres en los muasculos esqueléticos,
dandose la muerte en casos severos. El inicio clinico de la sobreestimulacion colinérgica
puede variar de casi instantanea a varias horas después de la exposicién segun la Unidad de
Especialidad en Salud Ambiental Pediatrica [27]. En la Figura 4 se refleja la hidrolisis normal

de la acetilcolina y el efecto inhibidor causado por pesticidas OPs.

Los efectos sobre la salud varian de acuerdo con la duracién de la exposicion y la dosis,
pudiéndose presentar intoxicaciones agudas y crénicas. Por un lado, la toxicidad cronica
derivada de una prolongada exposicién a dosis muy bajas de uno o varios de estos productos,

provocada principalmente por la ingestién de alimentos contaminados, aun en las regiones
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donde existe el antecedente de rociado intradomiciliario [28]. Y por otro, la toxicidad aguda

causada accidentalmente en su manipulacion, aplicacion o por intentos suicidas.

De acuerdo con Paoletti y Pimentel [29], se estima que se aplican mas de 2.5 millones
de toneladas de pesticidas en el mundo; sin embargo, hay pérdidas del 40 % del potencial de
produccion asociadas a la presencia de plagas, malezas y enfermedades; ademaés, y de manera
notoria, se registran diversos efectos en 26 millones de individuos en el mundo, entre quienes
se cuentan 220 mil muertos anuales [30, 31]. Siendo estos es su mayoria, agricultores,
trabajadores en la fabricacion de pesticidas, aplicadores de pesticidas, floricultores y otras
personas en especial las poco experimentadas en su manejo, pertenecientes a paises en vias

de desarrollo, son las que mas sufren estos percances.

Entre las enfermedades y problemas de salud que pueden originar los pesticidas se
encuentran la disminucion de la fertilidad, sintomatologias como neuropatia retardada [32,
33] aumento en el nimero de canceres, malformaciones congénitas, y desregulacion de las
hormonas reproductivas (reduccion significativa en los niveles de testosterona libre),
reportada por Ayotte et al. (2001) y De Jager et al. (2006) [34, 35].

Otro de los problemas relacionados con el empleo de pesticida es que, en muchos casos,
no permanecen en el lugar en el que se han depositado originalmente sino que, a veces, se
trasladan a grandes distancias a través del agua, del suelo y del aire pudiendo afectar a
diferentes ecosistemas, y organismos no objetivos como insectos beneficiosos como las

abejas, arafias y entre otros.

Con el tiempo ha crecido la preocupacién publica en cuanto al efecto toxico de dichas
sustancias, los residuos de plaguicidas en alimentos y en el medio ambiente (agua, suelo y
aire), el que los trabajadores de campo y de la industria estén expuestos a dichos productos y
la contaminacidn de los cuerpos de agua subterraneos. Esto ha llevado a generar directrices
para el control y deteccion de sus residuos y metabolitos de plaguicidas, los cuales son mas

toxicos y estables en algunos casos, que los pesticidas de los que derivan.

32

Universidad Autdnoma de Baja California



La OMS, en colaboracién con la FAO, se encarga de evaluar los riesgos de los
plaguicidas para el ser humano —ya sea por exposicion directa o a través de los residuos

presentes en los alimentos— y de recomendar medidas de proteccion adecuadas.

El 6rgano responsable de la evaluacion de los residuos de plaguicidas en los alimentos
es el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA), un grupo
internacional e independiente de expertos cientificos. En las evaluaciones se tiene en cuenta
todos los datos presentados para solicitar el registro de plaguicidas en todos los paises, asi
como todos los estudios cientificos publicados en revistas arbitradas. Tras evaluar el nivel de
riesgo, el JECFA establece limites para la ingesta sin riesgos de residuos de plaguicidas en
los alimentos de modo que una persona pueda ingerirlos en el transcurso de su vida sin que

su salud se vea perjudicada.

Los gobiernos y los organismos internacionales encargados de gestionar los riesgos,
como la Comision del Codex Alimentarius (un organismo internacional de normalizacién en
la esfera de los alimentos) se basan en la ingesta diaria admisible para establecer los limites
maximos de residuos de plaguicidas en los alimentos. Las normas del Codex son la referencia
para el comercio internacional de productos alimenticios, de modo que los consumidores de
todo el mundo tengan la seguridad de que los alimentos que ingieren cumplen los criterios
convenidos de inocuidad y calidad, con independencia de su lugar de fabricacion. El Codex

ha establecido normas para méas de 100 plaguicidas distintos.

La OMS y la FAO han elaborado conjuntamente el Codigo Internacional de Conducta
para la Gestion de Plaguicidas. Este marco de caréacter voluntario, cuya edicién mas reciente
se publicd en 2014, guia a las autoridades gubernamentales de reglamentacion, el sector
privado, la sociedad civil y las demas partes interesadas sobre las mejores practicas en el
manejo de los plaguicidas durante su ciclo de vida, desde su produccién a su eliminacion
[36].
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2.2 BIOSENSORES
2.2.1 Conceptos Fundamentales

Los biosensores iniciaron su desarrollo y comercializacién alrededor de los afios 60,
orientados a aplicaciones clinicas y de impacto bioguimico. EI primero desarrollado fue un
sensor enzimatico para determinar la concentracion de glucosa en sangre a través, de la
reaccion catalizada por la glucosa oxidasa. Este biosensor fue disefiado por Clark y Lyons en
1962, acoplando la glucosa oxidasa a un electrodo selectivo de oxigeno [37]. El término
"biosensor” fue introducido por Cammann en 1977 [38], sin embargo, la definicion de un

biosensor por la IUPAC se introdujo recientemente desde 1999 hasta 2001[39].

Durante los ultimos afos, el desarrollo de biosensores ha sido uno de los campos de méas
rpida evolucion en quimica por su gran impacto y precision en andlisis biomedicos,
quimicos e industriales, asi como en el control del medio ambiente. Lo que ha llevado a un
crecimiento vertiginoso de la investigacion y desarrollo, generando miles de publicaciones
cada afio (figura 5) [40, 41]. Hoy en dia, los biosensores representan un mercado en rapida
expansion, donde el mayor impulso procede de la industria sanitaria. En el mercado global
se espera que a finales del 2020 alcance la cifra de 21.5 millones de ddlares y llegue hasta
los 27 millones en el 2022 [42].
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Figura 5. Numeros anuales de articulos de investigacion publicados sobre biosensores [41].
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Desde un punto de vista analitico, la tecnologia de los biosensores permite el disefio de
dispositivos de deteccion miniaturizados y portétiles, los cuales presentan una alta
sensibilidad y un bajo limite de deteccion, combinado con la especificidad caracteristica

proporcionada por los sistemas de reconocimiento biologico.

De acuerdo a la IUPAC, un biosensor es un dispositivo analitico que incorpora un
elemento de reconocimiento bioldgico, intimamente asociado con un transductor
fisicoquimico, que en presencia del analito produce una sefial eléctrica discreta o de caracter
continuo, proporcional a la cantidad presente del mismo [39]. Cabe destacar que las
caracteristicas fisicoquimicas del analito son las determinantes para la eleccion del material
bioldgico/biomimético, mientras que el tipo de elemento de reconocimiento es el que
determina el sistema transductor. La Figura 6 representa los elementos empleados

generalmente en el disefio de un dispositivo biosensor.
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Figura 6. Estructura de un biosensor.

El principio de deteccién de un biosensor esta basado en la interaccion especifica entre
el analito de interés y el bioreceptor, una biomolécula que puede ser enzima, anticuerpo,
acido nucleico, hormona, organulo o célula completa. Mientras que el transductor garantiza
la deteccion e interpretacion de la variacion de propiedades Opticas, fisicoquimicas,
eléctricas, entre otras, obtenida de la interaccion entre el analito y el dispositivo analitico. La

singularidad de un biosensor es que los dos componentes estan integrados en un unico
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componente, a través de la adsorcion o la inmovilizacion del componente biol6gico sobre el
transductor. Esta combinacion permite la transduccion directa del proceso de reconocimiento
bioquimico en una sefial eléctrica, que debe ser posteriormente amplificada, procesada y

correlacionada con la concentracion del analito diana en las muestras [43].

Los biosensores juegan un papel muy importante en todas las areas de interés analitico,
destacando las relacionadas con la alimentacion, la salud, industria agroalimentaria,
medioambiental, quimico, farmacéutico y militar [44, 45]. En la industria agroalimentaria,
las mayores areas de aplicacion de los biosensores son la seguridad y calidad alimentaria, y

el control de procesos [46].

Las caracteristicas mas destacables que convierten a los biosensores en opciones
altamente atractivas para competir en el mercado con otras tecnologias analiticas son [44,
47]:

- Alta especificidad

- Elevada sensibilidad

- Bajos tiempos de analisis

- Posibilidad de ser incluidos en sistemas integrados

- Facilidad de automatizacion

- Capacidad de trabajar en tiempo real

- Alta versatilidad, que permite el disefio de dispositivos a la carta, y

- Bajo coste

2.2.2 CLASIFICACION DE LOS BIOSENSORES

Generalmente, los biosensores se clasifican en funcion del componente biologico
utilizado, como enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos o células, o por el tipo de transductor,
como el transductor electroquimico, dptico, basado en la masa o piezoeléctrico. Existe otro
método de clasificacion que se basa en el modo de interacciones entre los analitos y los

materiales bioldgicos en un biosensor. Son de dos tipos: biosensor catalitico, en el que las
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interacciones dan lugar a la formacién de un nuevo producto de reaccion bioquimica, y
biosensor de afinidad, en el que las interacciones dan como resultado la union del analito a

la superficie del transductor.

2.2.2.1 CLASIFICACION BASADA EN LA NATURALEZA DEL PROCESO
BIOLOGICO

a) Biosensores de afinidad

Los sensores de afinidad se basan en la interaccion del analito de interés con el elemento
de reconocimiento, sin que medie transformacion catalitica. La interaccion conlleva la
modificacion de un equilibrio en el que se forma un complejo analito-receptor. Para
cuantificar la interaccién, puede recurrirse a metodos directos, tipo sandwich, de
desplazamiento y competitivos. Dado que en la interaccién no se consumen sustratos ni se
generan productos, como ocurre con los sensores cataliticos [48], en la mayor parte de este
tipo de biosensores se recurre al marcaje del receptor implicado en la interaccion o bien, al
de un elemento que compita con el analito por la union al receptor. Como marcadores se
utilizan compuestos fluorescentes, nanoparticulas o enzimas gque intervengan en una reaccion
complementaria transducible, con la que se asocia el mecanismo de deteccion [49]. Los
mecanismos de bioafinidad mas comunmente utilizados en la construccion de biosensores

son los siguientes:

» Interaccién antigeno-anticuerpo (Inmunosensores)
= Reconocimiento basado en acidos nucleicos (Genosensores y aptasensors)

= Receptores artificiales (polimeros de impresion molecular (P1Ms)).

b) Biosensores cataliticos
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Como su nombre indica los sensores biocataliticos se basan en la utilizacion de
catalizadores bioldgicos que median en una reaccion quimica, en la que intervienen uno o
varios sustratos, para generar uno o varios productos. Finalizado el proceso, el biocatalizador
se regenera y puede ser nuevamente reutilizado. Estos biocatalizadores pueden ser acoplados
a transductores de tipo calorimétrico, potenciométrico, amperométrico, piezoeléctrico u
optoéléctrico [50]. Pueden emplearse para detectar la presencia de alguno de los sustratos
que participan en la reaccion, bien cuantificando la desaparicién de algin cosustrato o
cofactor conocido, distinto de aquel que se quiere detectar o bien por la generacién de algin
producto conocido y determinable. También pueden utilizarse indirectamente para detectar
compuestos que interfieren en la reaccion de manera selectiva, inhibiendo las capacidades
del biocatalizador cuya presencia puede cuantificarse a través del grado de inactivacion de

este. Se utilizan habitualmente cuatro tipos de biocatalizador:

= Las células enteras (microorganismos, como bacterias, hongos, células
eucariotas o levaduras).

= Tejido (Iamina de tejido animal o vegetal).

= ARN catalitico (ribozimas) y anticuerpos (abzimas).

»= Enzima (mono o multi-enzima).

2.2.2.2 CLASIFICACION BASADA EN EL BIORECEPTOR

Un bioreceptor es una especie molecular organica o un sistema biolédgico vivo que utiliza
un mecanismo de reconocimiento bioquimico [51]. Estos elementos de reconocimiento
biolégico deberdn cumplir con ciertos criterios fundamentales para poder ser empleadas
como unidades sensoras. En primer lugar tienen que poseer afinidad hacia el elemento objeto
del reconocimiento, que debera ser suficientemente selectivo para reconocer a este elemento
en presencia de otros compuestos y ademas, deberad permanecer estable a lo largo del tiempo
[52]. Algunos de los tipos de bioreceptores que pueden inmovilizarse en la superficie de los

biosensores se presentan en la figura 7.
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Figura 7. Los diferentes tipos de bioreceptores inmovilizados en las superficies de los biosensores [53].

=  Enzimas

Las enzimas son los bioreceptores mas empleados en biosensores, son proteinas
naturales, que catalizan una molécula de sustrato especifica en un producto sin ser
consumidas en la reaccion. Los biosensores basados en enzimas se basan principalmente en
dos mecanismos de deteccion. El primer mecanismo implica la conversion catalitica de un
analito por la enzima (generalmente de una forma no detectable a una forma detectable). El
segundo mecanismo implica la deteccion de analitos que inhiben 0 moderan la actividad de
la enzima. Los biosensores enzimaticos utilizan enzimas especificas para la captura y
produccion catalitica del producto, que luego se determina directamente utilizando un

39

Universidad Auténoma de Baja California



transductor (por ejemplo, electroquimico, dptico) [55]. El biosensor enzimatico mas comdn
hoy en dia es el biosensor para la deteccion de glucosa en sangre. No obstante, los biosensores
basados en enzimas tienen una amplia variedad de aplicaciones, como en la deteccion de
sustratos enzimaticos como glucosa, colesterol, urea, peréxido de hidrogeno, alcohol, como
también en la deteccion de contaminantes ambientales (pesticidas y herbicidas como
los organofosforados) [56], monitoreo de seguridad alimentaria [57], y monitoreo de
bioprocesos industriales [58]. En la figura 8 se muestran los articulos publicados por afio de

los bioreceptores mas utilizados en biosensores, entre los cuales se destacan las enzimas.
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Figura 8. Tendencias de los nimeros anuales de articulos publicados sobre biosensores basados en
bioreceptores [41].

Con la excepcion de un pequefio grupo de moléculas de acido ribonucleico catalitico,
todas las enzimas son proteinas son proteinas globulares compuestas principalmente de los
20 aminoacidos de origen natural que catalizan reacciones bioquimicas. Estas pueden
aumentar significativamente la velocidad de una reaccion en comparacion con una reaccion
no catalizada [59]. Algunas enzimas no requieren grupos quimicos distintos de sus residuos
de aminoacidos para su actividad. Otros requieren un componente adicional Ilamado
cofactor, que puede ser uno 0 mas iones inorgdnicos o una molécula organica u

organometalica mas compleja llamada coenzima [40].

Las enzimas son altamente selectivas en comparacion con las reacciones quimicas y son

bastante rapidas en comparacion con otros receptores bioldgicos. Debido a sus estructuras
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moleculares complejas, la disposicion de los aminoécidos en el sitio activo de la enzima (a
menudo localizado en el centro de la proteina) induce a que solo un sustrato especifico se
pueda unir haciendo a la biomolécula muy selectiva para un tipo de molécula de sustrato, (de
manera similar a una llave que se ajusta a un candado) mostrando una selectividad exquisita
por esta (figura 9) [60], lo que permite que se pueda detectar de forma muy selectiva
sustancias individuales en mezclas complejas. Esto elimina la necesidad de realizar etapas
que consumen tiempo y necesiten mano de obra especializada, tales como las de
pretratamiento de la muestra y de separacion de interferencias, normalmente necesarias en

este tipo de muestras complejas [54].

Existen diferentes tipos de enzimas, clasificados segun el tipo de reaccion que llevan a

cabo:
* Transferasas, catalizan la transferencia de un grupo quimico de un sustrato a otro.
« Hidrolasas, catalizan reacciones de hidrdlisis.

* Liasas, catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formaciones de dobles
enlaces por eliminacion de grupos.

« Isomerasas, catalizan la interconversion de isémeros.

« Ligasas, catalizan la formacién de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N por reacciones de
condensacion acopladas a la hidr6lisis de ATP (trifosfato de adenosina).

» Oxidoreductasas, catalizan reacciones de 6xido-reduccion, es decir, transferencia de
hidrégeno o electrones de un sustrato a otro. Debido a esta capacidad redox, son el

candidato ideal para su utilizacion como bioreceptores en biosensores amperométricos.

s La enzima cambia ligeramente roductos
ustrato con la unién del sustrato
Sitio activo

'// y

= = =

El sustrato se une al Complejo Complejo Los productos dejan el
sitio activo de la enzima  enzima-sustrato  enzima-productos  sitio activo de la enzima

Figura 9. Representacién esquematica de una reaccién enzimatica catalizada [60].

Una de las grandes ventajas de la utilizacién de enzimas, a parte de su alta selectividad,

es su menor tiempo de respuesta en relacion con los otros tipos de bioreceptores. Como
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inconvenientes, se debe tener en cuenta que pierden actividad al ser inmovilizadas sobre la

superficie del electrodo y tienen un tiempo de vida relativamente corto.
» Inmunosensor (Antigeno-anticuerpo)

Los anticuerpos son bioreceptores comunmente utilizados en el desarrollo de
biosensores. Los anticuerpos corresponden a un solo antigeno de una manera altamente
especifica. Los inmunoensayos son las técnicas analiticas mas especificas, proporcionan
limites de deteccion extremadamente bajos y pueden utilizarse para una amplia gama de
sustancias. Tales ensayos se vuelven extremadamente Gtiles para identificar y cuantificar las
proteinas [61]. Los inmunosensores basados en anticuerpos a menudo se describen en

combinacién con elementos transductores piezoeléctricos, electroquimicos u épticos.

Los anticuerpos empleados en el desarrollo de inmunosensores son de dos tipos:
policlonales y monoclonales. Debido a su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
excelentes como el anticuerpo primario en un inmunoensayo, o para detectar antigenos
especificos en presencia de moléculas interferentes, y dan significativamente menos tincion

de fondo que los anticuerpos policlonales [40].

= Biosensores basado en acidos nucleicos

- Aptamero (Aptasenor)

Los biosensores que emplean aptameros como un elemento de reconocimiento se llaman
aptasensores. Los aptdmeros son oligonucle6tidos monocatenarios tales como é&cido
ribonucleico (ARN), acido desoxirribonucleico (ADN) o moléculas peptidicas que se pliegan
en una estructura tridimensional compleja y se unen con una alta afinidad y especificidad a
uno de sus objetivos [62]. Los aptameros se sintetizan quimicamente mediante una técnica
denominada SELEX (Evolucién sisteméatica de ligandos mediante enriquecimiento
exponencial), es una tecnologia integrada basada en quimica combinatoria, PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa) y secuenciacion de genes [63]. Los aptdmeros son adecuados

para el reconocimiento de moléculas pequefias ademas de compuestos de alto peso molecular
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e incluso células completas. Se consideran un biomaterial en el diagndstico médico, pruebas

de toxicidad ambiental, bioimagen, administracion de farmacos y terapia, etc [64].
-Acido Nucleico (Genosensor)

Los biosensores de ADN basados en procesos de reconocimiento de &cidos nucleicos se
estan desarrollando rapidamente hacia el objetivo de realizar pruebas rapidas y econdémicas
de enfermedades genéticas e infecciosas. Un genosensor es un biosensor que puede detectar
los nucledtidos individuales que comprenden una molécula de genoma (ADN). Los
genosensores automatizados permiten una secuenciacion rapida y no destructiva de las
moléculas de ADN. Son dispositivos que combinan, como agente de reconocimiento
biolégico, un ADN monocatenario llamado sonda de ADN, con un transductor [65]. La
selectividad de este dispositivo se debe al primero, mientras que su sensibilidad la
proporciona el segundo. Los genosensores utilizan el evento de hibridacion para detectar una
secuencia de ADN objetivo. Entre los diferentes tipos de genosensores, segun la técnica
empleada para la transduccion, se pueden distinguir tres clases principales: Optica,
piezoeléctrica y electroquimica [66]. Entre los diversos métodos para la deteccion de ADN,
las técnicas electroquimicas ofrecen grandes ventajas con simplicidad, rapidez, costo
relativamente bajo y alta sensibilidad, y son adecuados para el desarrollo de dispositivos

portatiles y econdémicos.
= Polimeros de impresion molecular

Los polimeros de impresion molecular (MIPs) son un enfoque sintético para reconocer
moléculas biologicas como contaminantes, organofosforados, aminoacidos, farmacos, etc
[67]. Los MIPs se producen formando un polimero alrededor de una molécula que se puede
usar como plantilla y que corresponde a la molécula diana del bioreceptor. Se forman varias
microcavidades dentro de las MIPs, de las cuales algunas son sitios de enlace especificos
para el analito de plantilla. Los MIPs pueden, en principio, sintetizarse para cualquier
molécula [68]. El sitio de reconocimiento de la molécula diana, formado en la cavidad de la

MIP, se libera al eliminar la molécula de impronta [69].
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= Biosensores de células enteras

Los biosensores celulares utilizan la respuesta de células completas para la deteccién de
agentes bioldgicamente activos. Un biosensor microbiano consiste en un transductor en
asociacion con celulas microbianas inmovilizadas viables o no viables [70]. En los
biosensores microbianos, el analito entra en la célula y se convierte utilizando las enzimas
intracelulares. Como resultado, los cosustratos se consumen y se generan los productos de
reaccion que también podrian ser electroquimicamente activos. El registro del nivel de
oxigeno, la composicién iénica media y otros pardmetros en la capa de células inmovilizadas
se pueden utilizar como indicadores del estado metabdlico de las células y el fondo para la

determinacion electroquimica de compuestos biolégicamente activos.

Actualmente, también se utilizan diferentes especies microbianas que contienen genes
informadores que son inducidas especificamente por promotores seleccionados en el
desarrollo de biosensores celulares. En presencia del analito objetivo, el gen inducible se
activa y activa o reprime la expresion de un gen indicador que es responsable de producir
una sefial éptica medible. Por lo tanto, los biosensores celulares microbianos basados en la
deteccion optica son particularmente Utiles en el cribado de alto rendimiento porque pueden
usarse para monitorear multiples analitos al mismo tiempo [55]. Los biosensores microbianos
se han convertido en uno de los medios mas Utiles para monitorear muestras ambientales, de

alimentos y clinicas.

2.2.2.2.1 Inmovilizacion de bioreceptores en superficies de interaccion

El objetivo de la inmovilizacién es favorecer un contacto intimo entre el bioreceptor y
el transductor de manera que se mantenga inalterable, en la medida de lo posible, la
estabilidad y la actividad bioldgica de dicho sistema de reconocimiento [52]. De este modo,
los tiempos de vida Util y almacenamiento del biosensor se veran prolongados. Los métodos
de inmovilizacion utilizados se pueden diferenciar entre fisicos y quimicos: La seleccién del
método de inmovilizacién depende de la naturaleza del elemento biolégico, el tipo de sistema
transductor a utilizar, las propiedades fisicoquimicas del analito y las condiciones de trabajo
del biosensor. Asi, el grado de estabilidad obtenido en la inmovilizacion determina la
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sensibilidad y la fiabilidad de la sefial del biosensor [71]. En la tabla 1, se presentan las

ventajas y desventajas de diferentes técnicas de inmovilizacion de bioreceptores en

superficies.

Tabla 1. Tabla 1. Las diferentes técnicas de inmovilizacién de bioreceptores en superficies [40].

Principio Ventajas Inconvenientes

Adsorcién Las fuerzas de van der Sencillez, sin Inestabilidad  (pH, fuerza  idnica,
Waals desnaturalizacién del temperatura, solvente)

bioreceptor.

Inclusién Inmovilizacién fisica en Actividad enzimética Riesgo de desnaturalizacion de los
una matriz de polimero (por conservada (sin  enlaces bioreceptores. Puede impedir la
ejemplo, poliacrilamida) quimicos) accesibilidad  del sitio activo  del

bioreceptor.

Atrapamiento | En solucion detras de una Biodegradacion 0

Inmovilizacion
covalente

Inmovilizacion
por
reticulacion

Inmovilizacion
por afinidad

membrana selectiva (p. Ej.
Membrana de didlisis)

Acoplamiento  covalente
(medio pre-activado)

Fabricacion de membranas
insolubles en agua que se

adsorben sobre una
superficie sélida

Afinidad entre dos
moléculas (por ejemplo,

estreptavidina / biotina (Kd
~ 101 M), casi tanto como
un enlace covalente)

contaminacion limitada.

Alta estabilidad
Restricciones

difusionales

reducidas

Estabilidad (dificil
liberacion del ligando)

Estabilidad

Condiciones de
regeneracion mas drasticas
La misma orientacién para
todos los bioreceptores

Complejo de implementar
Puede impedir la accesibilidad del sitio
activo de bioreceptor

Riesgo de desnaturalizacion de
bioreceptores. Técnica laboriosa.

Riesgo de alteracion de la cinética
enzimatica (problemas de difusién en la
membrana) Riesgo de desnaturalizacion de
los bioreceptores

Interferencia potencial entre el bioreceptor
modificado y componentes naturales (por
ejemplo, biotina que se encuentra
naturalmente en ciertos  tejidos).
Interferencia potencial entre la molécula de
unioén y componentes naturales.
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2.2.2.3 CLASIFICACION BASADA EN EL FUNDAMENTO DEL TRANSDUCTOR

Una amplia variedad de métodos de transduccién se han desarrollado en la dltima
década. Si bien se estdn desarrollando constantemente nuevos tipos de transductores, los
transductores electroquimicos, 6pticos y basados en masa son los métodos biosensores mas
populares y comunes para la deteccion de contaminantes de alimentos, contaminantes
ambientales (figura 10). Cada una de estas tres clases principales contiene muchas subclases
diferentes [40].

Transductores
I
[ I 1
Electroquimicos Opticos Masicos
I_ Piezoeléctrico

——| Amperométrico — Fluorescencia _SAW

-QCM
——| Potenciométrico — SPRy SPRi

Citometria de

——| Conductométrico - i
flujo

Quimiocluminiscenciay

— Impedimétrico - . - .
bioluminiscencia

Figura 10. Clases y subclases de biosensores, en relacion con el tipo de transductor. Las tres categorias de
transductores se pueden dividir en varias subclases [40].

= Biosensores Opticos

En la forma mas comunmente utilizada de un biosensor Optico el proceso de
transduccion se basan en la medicion de las variaciones que se producen en las propiedades
de una radiacion electromagnética, como consecuencia de la interaccion entre el analito y el
elemento de reconocimiento del biosensor. Dicha interaccidon puede inducir cambios en las
caracteristicas de absorcion, emision, dispersion, polarizacion, refraccion o reflexion de la
radiacion, cuando ésta incide sobre la superficie donde se encuentra el elemento de
reconocimiento. Se utilizan tanto métodos de deteccidn directa como métodos de deteccion
indirecta, en la que es necesario utilizar marcadores, adaptandose igualmente a sistemas
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biocataliticos como de bioafinidad. La deteccion basada en la optica ofrece un gran nimero
de subclases basadas en los diferentes principios dpticos que se describen a continuacion
(figura 11) [72].

Fluorescencia sustancia que ha absorbido la luz u otra

("Medicién de la emisién de luz por una
__radiacidn electromagnética

\
s ' — —
La medicién de la emision de luz por los
TR-FIA®2 quelatos de lanténido intrinsecamente
\ A_fluorescentes

~ La medicién de la dispersién de la luz y la
FCIAP sefial fluorescente generada cuando la
particula o célula pasa a través del haz de luz
\_(por ejemplo, un laser)

SPR* - -
refraccion, en la superficie

A
e -
Medicion de cambios en el indice de

L refraccion, en una superficie, en el espacio

SPRi¢

~
AN

-
Medicion de cambios en la difraccion de la
luz

DOT

s ~~
Medicién de cambios en el indice de ]

2N

e

Quimioluminiscencia | partir de una reaccién quimica catalizada

Medicién de la quimioluminiscencia, a
\_por una enzima

/

Bioluminiscencia . . . .
emitida por microorganismos vivos

\
e ~
Medicion del cambio en la luminiscencia

- -

Figura 11. Los diferentes tipos de transductores 6pticos. Los transductores 6pticos se pueden dividir en un
gran namero de subclases basadas en diferentes principios 6pticos. a) TR-FIA: Fluoroinmunoensayo de
resolucién temporal; b) FCIA: inmunoensayo citométrico de flujo; c) SPR: resonancia de plasmon
superficial; d) SPRi: imagenes de resonancia de plasmon superficial; €) DOT: tecnologia de éptica difractiva
[40].

= Biosensores Masicos

Bajo esta denominacién se incluyen biosensores con sistemas de transduccion que
detectan pequefios cambios de masa producidos sobre la superficie sensora, debidos a la
interaccion analito-sistema de reconocimiento. Los biosensores sensibles a la masa también
se denominan biosensores gravimétricos, piezoeléctricos o acusticos. Los métodos de
transduccion mecéanica se basan principalmente en la generacion y deteccion de ondas
mecanicas o acusticas. Los dispositivos sensibles a la masa mas comunes utilizan cristales
piezoeléctricos, microbalanzas de cristal de cuarzo (QCM) y ondas acusticas de superficie
(SAW) [73]. La piezoelectricidad es la carga eléctrica que se acumula en ciertos materiales
solidos (notablemente cristales, ceramicas y algunos materiales organicos como el hueso, el
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ADN vy varias proteinas) en respuesta a la presion (cambio de masa en el &rea). Los
transductores de onda acustica se clasifican segin el modo de propagacion de la onda a traves
o0 sobre la superficie del material piezoeléctrico. La microbalanza de cristal de cuarzo o QCM
es, con mucho, el biosensor sensible a la masa mas popular Es una herramienta de referencia
para la deteccion de biomoléculas sin etiquetado [74]. Los transductores mecéanicos de onda
se llaman voladizos. Un voladizo es una viga anclada en un solo extremo. El cambio en la
masa al final del haz es detectado por un fendmeno éptico (amplitud de oscilacion) [75]. Los
biosensores en voladizo son sensores electromecanicos ultra sensibles que se utilizan para la

deteccion sin etiquetas de un gran nimero de entidades bioldgicas.

Las limitaciones de esta tecnologia son la falta de selectividad y las interferencias
producidas cuando se usa en un medio liquido. A pesar de ello, son numerosas las
publicaciones existentes que utilizan este principio, dado que permite el analisis directo y

prescinde de la utilizacion de marcadores adicionales.

= Biosensores Electroguimicos

Estos biosensores se basan en la interaccion selectiva entre el compuesto objetivo y el
elemento de reconocimiento para generar una sefial eléctrica relacionada con la
concentracion del compuesto que se esta estudiando [76]. Los biosensores con transduccién

electroquimica se destacan por sus importantes caracteristicas [77]:

- La naturaleza interfacial de las medidas electroquimicas hace que sea posible
monitorizar facilmente volimenes pequefios de muestra. Esto hace que los
biosensores electroquimicos sean especialmente adecuados para la monitorizacion
“in vivo”.

- La sefal obtenida es eléctrica, y por tanto es viable la transduccion directa de la
velocidad de la reaccion en la sefial de lectura.

- Los limites de deteccion que se obtienen, normalmente entre 10° y 10® M, son
suficientes y adecuados para la determinacion de numerosos analitos de interes.

- La relativa simplicidad y el bajo coste de la instrumentacion electroguimica
permiten una facil disponibilidad de estos dispositivos.
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- Sin embargo, los sensores electroquimicos tienen dos principales inconvenientes:

- Suselectividad es relativamente baja, si bien este inconveniente puede minimizarse
drasticamente utilizando un sistema de reconocimiento biologico que posea una
alta selectividad para ciertos analitos.

- Es necesario emplear un electrodo de referencia que mantenga constante el
potencial durante el transcurso de la medida a lo largo de un amplio periodo de

tiempo.
Los biosensores electroquimicos se pueden clasificar segun el tipo de medicién empleado en:

a) Biosensores Potenciométricos: Determinan cambios de potencial asociados al

proceso de reconocimiento. Generalmente, en las mediciones potenciométricas se

emplean electrodos selectivos de iones.

b) Biosensores Conductimétricos: Detectan cambios en la corriente de la muestra.

c) Biosensores Impedimétricos: Basados en medidas de impedancia sobre la
superficie del electrodo.

d) Biosensores Amperométricos: Determinan cambios de corrientes eléctricas
asociadas a procesos redox involucrados en el proceso de reconocimiento.

En el contexto de los biosensores electroquimicos, los mas empleados son los
biosensores amperomeétricos [78]. En los que la sefial medida es la corriente, que se produce
por la oxidacion o reduccion de especies electroactivas en el electrodo de trabajo (es decir,
oro, carbono, platino, etc.). La magnitud de la corriente, que se produce en la superficie del
electrodo de trabajo, es proporcional a la concentracion de los analitos presentes en la
solucion de prueba, al agregar el sustrato, y se controla cuando se aplica un potencial fijo

entre los dos electrodos.

» Biosensores enzimaticos amperométricos
Los biosensores amperométricos basados en enzimas han sido ampliamente estudiados,
debido a ventajas como la facilidad de miniaturizacion, la solidez y la capacidad de operar
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con pequefios volumenes de muestra de matrices bastante complejas [78]. Los biosensores
amperometricos enzimaticos se han desarrollado a lo largo de tres generaciones, de acuerdo
con los métodos de transferencia de electrones que se han utilizado para medir la reaccion
bioquimica [79]. Hoy en dia, varios tipos de biosensores amperométricos comerciales
basados en enzimas son accesibles para medir glucosa, lactato, alcohol, etc., mediante el uso
de oxidasas (es decir, glucosa oxidasa, lactato oxidasa, alcohol oxidasa, etc.) que oxidan sus

sustratos produciendo peroxido de hidrogeno (H202) que es detectado por el electrodo.

Cuando se preparan biosensores enzimaticos amperométricos es importante determinar
la sensibilidad de la enzima a las condiciones experimentales tales como el pH, la
temperatura, y la agitacion. Deben ser también considerados otros parametros tales como el
origen y la disponibilidad de la enzima, su estabilidad operacional y de almacenamiento, asi
como el procedimiento de inmovilizacion y las caracteristicas del soporte (superficie del

electrodo).

La Figura 12 muestra una representacion esquematica de estos diferentes enfoques en
el desarrollo de biosensores amperométricos basados en enzimas. En un biosensor de primera
generacion, la enzima se inmoviliza sobre una superficie del transductor y el sustrato analito
se supervisa a través de la medicion del producto enzimatico (es decir, H2O2, NADH, etc.) o
en el monitoreo del consumo del cofactor, como el oxigeno [80, 81]. Para eliminar la
dependencia del oxigeno, los biosensores de segunda generacién utilizan un mediador
(aceptor de electrones), en lugar de oxigeno, para transportar los electrones al electrodo. El
mediador son pequefias moléculas activas redox (es decir, derivados del ferroceno,
ferrocianuro, sales organicas conductoras y quinonas) que reaccionan con el sitio activo de
la enzima, y luego con la superficie del electrodo, transfiriendo electrones para producir una
sefial de corriente que es proporcional a la concentracion de analito detectada. En este
principio, el mediador se reduce por el electron generado a partir de la reaccion enzimatica,
y luego finalmente se oxida en el electrodo, lo que resulta en la transferencia de electrones al
electrodo [82, 83]. En los biosensores de tercera generacion, la transferencia de electrones
entre laenzimay el electrodo se produce de manera directa sin mediadores o sustratos durante

la transformacién catalitica del sustrato al producto. La enzima redox desempefia un papel
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como electrocatalizador que facilita la transferencia de electrones entre el electrodo y la
molécula de sustrato [84]. Para mejorar la eficiencia de la transferencia de electrones, los
complejos de transferencia de carga como el tetratiafulvaleno-tetracianoquinodimetano a

menudo se usan [85].

AR O - 2 L")
\r:,v.‘ >
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o, H,0, Med,, Med,, E
12 generacion 22 generacion 32 generacion

Figura 12. llustracion de biosensores enziméaticos amperométricos de primera, segunda y tercera
generacion [80].

2.2.3 Electrodos funcionalizados con nanomateriales

De acuerdo con la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), el prefijo nano
hace referencia a un tamafio que varia aproximadamente entre 1 nm y 100 nm [86]. En este
sentido, los nanomateriales son aquellos materiales en los cuales al menos una de sus
dimensiones se encuentra en la escala nanométrica. En este rango, los nanomateriales
muestran unas propiedades mejoradas con respecto a las que tiene la materia a escala
macroscopica, lo que permite su empleo en nuevas aplicaciones [87]. Los nanomateriales,
pilares fundamentales de la nanotecnologia, se pueden clasificar en cuatro categorias (0D,
1D, 2D y 3D) de acuerdo a sus dimensiones. Estos nuevos materiales pueden prepararse con
una gran diversidad de composicién y morfologias en forma de nanoparticulas, nanopolvos,

nanotubos, nanocéapsulas, nanocontenedores porosos, nanohilos o brochas, etc.

En los dltimos afios, la sensibilidad y otros atributos de los biosensores electroquimicos
se estan enriqueciendo mediante el uso de la nanotecnologia. Los materiales de tamafio
nanométrico mejoraron en gran medida los factores de rendimiento (sensibilidad, tiempo de

respuesta, limite de deteccion, etc.) de los biosensores electroquimicos [88]. En la Figura 13
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se representan diversos nanomateriales comunmente empleados en la tecnologia de los

biosensores electroquimicos.

Puntos cuanticos

Dendrimeros

Grafeno

Fulerenos Q /
Nanoparticulas
l ! : >
1 nm 100 nm 1 pm

Figura 13. Nanomateriales cominmente empleados en la tecnologia de biosensores.

Un nanomaterial ideal deberd cumplir con una gama de propiedades fundamentales
como: facilidad de preparacion, disponibilidad, abundancia de grupos funcionales y
estabilidad quimica para su uso como matriz adecuada en la fabricacion de biosensores. El
uso de estos materiales de tamafio nanométrico se han empleado extensamente en la
modificacion de electrodos para la construccion de biosensores [89, 90]. ElI empleo
fundamental de los nanomateriales en los biosensores electroquimicos se basa en su funcion
como elementos: i) de transduccién o plataforma para la inmovilizacién de biomoléculas; ii)

de amplificacion de la sefial electroquimica o iii) de etiquetado para la sefializacion [91].

Esta Tesis Doctoral ha centrado la atencion en el desarrollado de nuevas estrategias
para la preparacion de superficies electrédicas nanoestructuradas como elementos de
transduccion para la construccion de nuevos biosensores electroquimicos con un rendimiento
bioanalitico mejorado y de mayor robustez. En la Figura 14, se representan las partes basicas

que constituyen un biosensor electroquimico nanoestructurado.

52

Universidad Autdnoma de Baja California



Receptores
biolégicos

Nanomateriales Electrodo

Figura 14. Esquema basico de un biosensor nanoestructurado [92].

El disefio de nuevos materiales nanoestructurados y electroconductores, sobre los
cuales sea factible la inmovilizacion eficiente y especifica de biomoléculas de utilidad e
interés analitico, constituye una de las tendencias cientificas actuales orientadas a la
construccion de biosensores mas sensibles, versatiles y robusto [92]. Esto se debe a las
caracteristicas Unicas que presentan estos materiales, como son su elevada relacion entre area
superficial y volumen, la creacion de microentornos estables y favorables para el
mantenimiento de la estructura bilégicamente activa de las biomoléculas analiticas, y la
posibilidad de reducir los limites de deteccion analitica al poseer mayores relaciones entre
las corrientes farddicas y capacitivas que aquellos electrodos no nanoestructurados.
Asimismo, estos nanomateriales abren la posibilidad de realizar disefios especificos
encaminados a la continua miniaturizacion y especializacion de los sistemas biosensores [93,
94, 95].

Las estrategias empleadas para la preparacion de electrodos funcionalizados con

nanomateriales pueden clasificarse en dos grandes grupos [96]:
1. Inclusion del nanomaterial dentro de la matriz electrodica.
2. Modificacion de la superficie del electrodo con el nanomaterial.

Aunque la primera de estas metodologias destaca por su sencillez y reproducibilidad, es la
nanoestructuracion superficial de los electrodos la que proporciona una mayor versatilidad

para el disefio de biosensores de arquitectura predefinida, ya que permite, entre otras mejoras:
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* Reducir los tiempos de respuesta analitica, debido a la aceleracion que se produce de
los procesos de transferencia electronica entre los electrodos y las moléculas objeto del

analisis.

* Reducir los limites de deteccion analitica, debido a que funcionan como ensamblados
de nanoelectrodos y, por tanto, poseen una relacion mayor entre la corriente farédica y

capacitiva que los electrodos no nanoestructurados.

* Disminucion del valor del potencial de medida en los casos en que la estructura
superficial de los nanomateriales contribuye a catalizar los procesos bioelectroquimicos

que ocurren sobre los electrodos.

* Aumentar la estabilidad de los biosensores, ya que los nanoensamblajes
tridimensionales sobre la superficie de los electrodos crean microentornos estables y
favorables para el mantenimiento de la estructura bioldgicamente activa de las

biomoléculas.

* Diseflar una gran variedad de arquitecturas sobre los electrodos, ya que los
nanomateriales pueden actuar como unidades de ensamblaje supramolecular con

propiedades funcionales Unicas [97, 98].

El desarrollo de metodologias para la nanoestructuracion de las superficies de los
electrodos con tal proposito debe considerar los siguientes puntos: i) el tipo de superficie a
modificar; ii) el nanomaterial que se utiliza; iii) otros compuestos o materiales que podrian
ser también empleados; iv) el método fisico o quimico para la modificacién de la superficie,
v) la biomolécula a inmovilizar y el método para hacerlo; y vi) la reaccion electroquimica

que tiene lugar en la superficie del electrodo funcionalizado [99].

Estas estrategias deben proporcionar interfaces eléctricas con nano- o micro-topologia
tridimensional que permita la inmovilizacion estable de las biomoléculas sin afectar su
funcién bioldgica, favoreciendo ademas la generacion rapida y eficiente de los procesos

electroquimicos que participan en la reaccion analitica sobre tales interfaces [77].
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Un gran namero Yy diversidad de nanomateriales han sido empleados como elementos de
transduccion para la construccion de electrodos nanoestructurados con fines bioanaliticos.
Entre los méas destacados deben citarse las nanoparticulas metalicas (fundamentalmente de
oro), los nanotubos de carbono, el grafeno y diversas nanoestructuras de 6xidos metalicos
[97].

2.2.3.1 Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono Ilamados anteriormente nanocables fulerénicos o fulerenos
cilindricos [100], son cilindros compuestos de anillos hexagonales de carbono con
hibridacion sp?. Los CNTs se pueden dividir en nanotubos de carbono de pared simple
(SWCNT) y nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNTS), como se muestra en la
Figura 15 ay b respectivamente. En general, el SWCNT es un nanomaterial molecular Gnico,
que se forma solo de una capa que enrolla una sola hoja de grafito (grafeno) en un cilindro
molecular sin costura, su distribucion de diametro y longitud estan en el rango de 0.75-3 nm
y 1-50. um respectivamente. Mientras que el MWCNT esta compuesto por mas de dos capas
de ldmina de grafito rizado, su diametro esta en el rango de 2 a 30 nm y algunas incluso mas

de 100 nm ( Figura 15 b), la distancia entre cada capa es aproximadamente 0.42 nm [101].
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Figura 15. (a) Esquemas de SWCNTs que se componen de una sola capa de grafito rizado. (b) Esquemas de
MWCNTSs [60].

Desde su descubrimiento en 1991 por lijima [102], los CNTs se han convertido
rapidamente en una actividad de investigacion global debido a su gran area de superficie
especifica y sus excelentes propiedades eléctricas, mecanicas Yy electroquimicas.
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Actualmente, existe una multitud de biosensores electroquimicos en los que se emplean
SWCNT y MWCNT para la modificacion electrédica [103]. La alta relacion superficie-
volumen de la CNTs hace posible obtener una deteccion muy rapida de especies bioldgicas
en bajas concentraciones. Por lo tanto, los biosensores basados en CNTs son reconocidos

como un blogque de construccion para sistemas de biosensores ultra-sensibles.

En comparacion con la mayoria de los sensores disponibles en el mercado, basados
generalmente en Oxidos metalicos, silicio y otros materiales, los biosensores basados en
CNTs tienen las siguientes grandes ventajas: (i) alta sensibilidad, debido a la gran relacion
de area de superficie y tuberia hueca, los CNTs se puede utilizar para inmovilizar enzimas
[104] que mantienen alta actividad bioldgica; (ii) tiempo de respuesta rapido, los CNTs tienen
una capacidad excepcional para mediar cinéticas de transferencia de electrones rapidas, por
lo tanto, promueven las reacciones de transferencia de electrones como NADH y peroxido
de hidrogeno [105]; (iii) menor potencial de reaccién redox y menos efectos de
ensuciamiento de la superficie; (iv) gran estabilidad y vida atil més larga. Estas
caracteristicas mejoradas han estimulado el creciente interés de la investigacion en las

aplicaciones de los CNTs como componentes para biosensores.

Sin embargo, uno de los mayores problemas del uso de los nanotubos de carbono para
la fabricacion de biosensores electroquimicos es su escasa solubilidad en disolventes acuosos
y organicos. Esto se debe a que su elevada area superficial, con enlaces © continuos, les
confiere una gran tendencia a aglomerarse, formando “manojos” (bundles) de nanotubos que
interaccionan a través de fuerzas de Van der Waals [106]. Recientemente, la preparacion de
nanotubos de carbono funcionalizados ha recibido una considerable atencién. Los
procedimientos que se utilizan alteran la energia superficial de este material y de este modo
mejoran su compatibilidad con el disolvente, reduciendo su tendencia a formar aglomerados
[107]. Pero ademas, la funcionalizacién de los CNTs con grupos como aminas o carboxilos
mejoran su biocompatibilidad para la unién de los elementos de reconocimiento biologico, y

también aumentan la tasa de electrones a transferir [108].
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2.2.3.2 Nanoparticulas ceramicas

Las ceramicas inorganicas muestran una resistencia mecanica relativamente alta,
estabilidad térmica mejorada e hinchamiento insignificante tanto en soluciones acuosas como
orgénicas, en comparacion con la mayoria de los polimeros organicos [109]. Los
nanomateriales cerdmicos han sido utilizados en algunos disefios para la construccién de
biosensores [110, 111, 112]. Las propiedades mas importantes que poseen para este cometido

son su excelente biocompatibilidad y no toxicidad [113].

- Nanoparticulas de 6xido de zirconio

La zirconita pura existe en tres fases polimérficas a diferentes temperaturas: estructura
cUbica a altas temperaturas >2370 °C y una estructura tetragonal a temperaturas intermedias
(1150 y 2370 °C). Sin embargo, una estructura monoclinica de ZrO es estable a temperaturas
moderadas, especificamente a temperatura ambiente, porque forma un fuerte enlace

covalente (Zr-O) y forma ZrO2 monoclinica [114,115].

Particularmente, el &xido de zirconio presenta buenas propiedades cataliticas,
conductoras, refractarias, mecéanicas y de resistencia a la corrosion [116, 117]. Las
nanoparticulas de 6xido de zirconio presentan propiedades mejoradas en cuanto a: baja
conductividad térmica, transparencia en el rango visible, alto indice de refraccién, resistencia
al rayado, resistencia mecanica, propiedades mejoradas de lubricacién, aumento de la

resistencia al ataque quimico, aumento de la resistencia a la oxidacion y al envejecimiento.

Las ZrO-NPs son un material ideal para la inmovilizacion de biomoléculas con grupos
de oxigeno [118], es decir, enzimas [119], ADN [120], anticuerpos [121], etc. y poseen un
punto isoeléctrico significativamente alto (~9.5) que ayuda a aumentar las interacciones con
las biomoléculas deseadas con puntos isoeléctricos bajos (~4-5) a traveés, de las interacciones
electrostaticas. Ademas, gracias a que carecen de toxicidad debido a su excelente inercia
quimica, estabilidad térmica y estabilidad al pH, desempefian un papel importante en

recubrimientos oOpticos, dieléctricos, resistentes a la corrosion y aplicaciones de sensores
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[122,123]. Por lo tanto, las ZrO>NPs se han convertido en un candidato ideal de materiales

para inmovilizacion de biomoléculas para la fabricacion de biosensores [124].

- Nanoparticulas de Hidroxiapatita

La hidroxiapatita, [Caio(PO4)s(OH)2] es un biocerdmico analogo al componente mineral
del hueso y dientes humanos [125]. Este fosfato de calcio, que se puede obtener de forma
sintética, se ha aplicado ampliamente en implantes biomédicos, regeneracion 0sea,
administracion de farmacos y separacion de proteinas debido a su excelente
biocompatibilidad, bioactividad y sitios de multi-adsorcion [126]. La buena estabilidad
mecénica, biodegradacion lenta y naturaleza no toxica, son otras de las caracteristicas
atractivas de la HA y que han impulsado su aplicacion en los biosensores en los ultimos afio

[127]. Hasta ahora, los biosensores basados en HA son muy pocos en nimero [128].

Estudios recientes han demostrado que las nanoparticulas de HA pueden usarse para la
preparacion de sensores [129], y la inmovilizacion de enzimas [130]. Debido a su alta
porosidad (del orden de cientos de micras) y sorprendente capacidad de absorcién, basada en
interacciones de grupos funcionales, electrostaticos, formacion de enlaces de hidrogeno entre
las moléculas de proteinay el Ca (1) y los fosfatos en la superficie de HA [131]. Sin embargo,
la tendencia a la agregacion de materiales puros basados en HA limita sus aplicaciones
adicionales, por lo que es necesario dispersar dichos nanomateriales en una matriz adecuada

para evitar la agregacion.

2.2.4 COMPOSITOS DE QUITOSANO Y NANOMATERIALES

Durante la Gltima década se han producido considerables avances en el desarrollo de
materiales poliméricos que pueden ser utilizados para la obtencion de sensores quimicos y

bioquimicos. Entre éstos los electrodos modificados con peliculas de polimeros.

Se ha demostrado que el empleo de recubrimientos poliméricos para producir superficies

modificadas conlleva varias ventajas importantes desde el punto de vista del analisis. Quizas,
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la més significativa sea que estos recubrimientos, proporcionan una zona de reaccion
tridimensional en la superficie del electrodo, que ocasiona un aumento en el flujo de las
reacciones que ocurren en dicha superficie, lo que a su vez produce un aumento de la

sensibilidad.

Aunque los materiales poliméricos han sido depositados sobre los sustratos de muy
diversas formas (enlace covalente, adsorcion, mezcla fisica, etc.), parece ser que la
electropolimerizacion es la que tiene mas ventajas, constituyendo una ruta de sintesis
polimérica simple, limpia y eficiente. Utilizando métodos electroquimicos se pueden
controlar cuidadosamente la velocidad y la extension del proceso de electropolimerizacion
mediante la aplicacion de las condiciones electroquimicas adecuadas. Ademas, las
propiedades fisicas y quimicas del polimero resultante son también controladas por dichas

condiciones electroquimicas durante el proceso de sintesis [132].

En comparacion con los electrodos modificados quimicamente mediante la formacion
de monocapas, los electrodos modificados con peliculas poliméricas ofrecen una mayor
estabilidad fisica y quimica, una mayor densidad de centros activos (10°-10° mol/cm?
corresponden a 1-10° monocapas), y una respuesta electroquimica muy sensible. Estas
ventajas estan asociadas con la estructura, composicion y propiedades de los polimeros
empleados. Entre las cualidades deseables en un polimero para poder ser aplicado desde el
punto de vista analitico deben mencionarse la facilidad de preparacion, la formacion de
uniones estables con el electrodo, un largo tiempo de vida del mismo y que proporcionen un

adecuado micro entorno espacial, electroestatico y quimico.

El quitosano es un polimero cationico lineal, biodegradable, que se obtiene a partir de la
quitina, uno de los biopolimeros méas abundantes en la naturaleza después de la celulosa.
Actualmente la quitina se obtiene principalmente del exosqueleto de crustaceos
industrialmente procesados, tales como langosta, cangrejo y camaron [132].

Tanto la quitina como el quitosano son aminoglucopiranos de cadenas lineales,
constituidos por residuos de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina unidos por enlaces
B(1—4). El quitosano se obtiene a partir de la quitina por desacetilacion de un porcentaje

variable de los residuos de N-acetilglucosamina, por lo que se considera un copolimero de
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N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina en el que tanto la longitud de la cadena polimérica
como el grado de desacetilacién y degradacién quimica contribuyen decisivamente a las

propiedades de la molécula (figura 16) [133].

Las principales aplicaciones de la quitina y el quitosano han sido en el campo de
alimentos y bebidas, en el tratamiento de aguas y en la agricultura. Actualmente més de 300
articulos de investigacion reportan la aplicacion de quitosano y bionanocompuestos de
quitosano como plataformas de biosensores electroquimicos en la construccion de

biosensores.

El quitosano ha sido utilizado para la preparacion de peliculas bionanocompuestas en
biosensores electroquimicos, debido a su naturaleza renovable, biodegradable y no téxica. El
quitosano es un importante polisacarido natural para la inmovilizacion de biomoléculas,
debido a su excelente capacidad de formacion de pelicula, resistencia mecanica, alta
permeabilidad, biocompatibilidad, no toxicidad, facil disponibilidad y bajo costo (figura 16)
[133, 134].

Quitosano

,-‘ . Biocompati bilidad
vi Desacetilacion

Quitina H,

Adhesividad
Biodegradabilidad == /m/ \m\ —_ esivida

!

Sensibilidad al pH

Figura 16. Estructura de quitosano y sus propiedades caracteristicas.

La caracteristica estructural distintiva del quitosano es su amina primaria en la posicién
C-2 de los residuos de glucosamina. La presencia de los grupos —NH: en la estructura del

quitosano, lo hace un polimero muy versatil y confiere las peliculas de quitosano multiples
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funcionalidades que son especialmente importantes para la construccion y la comunicacién

a través de la interfaz de bio-dispositivo.

Debido a las aminas, el quitosano es un polielectrolito débil que posee propiedades
sensibles al pH. A un pH bajo, las aminas primarias del quitosano estan protonadas, lo que
hace que el quitosano sea un polielectrolito catidnico soluble en solucién acuosa. A un pH
alto, estas aminas se desprotonan haciendo que el quitosano sea neutro e insoluble. Es
importante destacar que el quitosano sufre una transicion soluble a insoluble cerca de su pKa
(= 6.2-6.6) que se encuentra dentro de un rango conveniente para aplicaciones bioldgicas
[133].

Dada su sensibilidad al pH, el quitosano puede ser depositado en la superficie del
electrodo por el cambio de pH local electroquimicamente generado. La Figura 17 ilustra el
mecanismo de neutralizacidn responsable de la electrodeposicion catddica de quitosano. El
quitosano se disuelve en una solucién &cida (pH <6) y luego los electrodos se sumergen en
esta solucion. Normalmente, se aplica un potencial controlado o una corriente controlada a
los electrodos para iniciar las reacciones electroquimicas (por ejemplo, reacciones de
electrolisis en agua). El efecto neto de estas reacciones catddicas es generar OH™ (como se
ilustra en la Figura 17 para consumir H*) para establecer un gradiente de pH con un alto pH
localizado adyacente a la superficie del catodo. Las cadenas de quitosano cerca de esta region
catddica experimentan un pH alto y sus aminas primarias estan desprotonadas, lo que induce
la reaccidn localizada de sol-gel [134]. Las interacciones que mantienen unidas a las cadenas

son fuertes (aunque no covalentes) y una vez que se forma la estructura, tienden a ser estable.

La electrodeposicion de quitosano permite depositar y atrapar otros materiales en la
pelicula de quitosano. La deposicion conjunta permite para localizar una proteina en la
interfaz de un electrodo y conferir funcionalidad biolégica (es decir, actividad enzimaética) a
la pelicula depositada. Dicha biofuncionalizacion es particularmente conveniente para crear

biosensores electroquimicos basados en enzimas [134].

Ademas de las proteinas, también es posible co-depositar varios otros materiales para su
incorporacion en la pelicula de quitosano electrodepositada. En muchos casos, la co-
deposicion tiene como objetivo generar recubrimientos compuestos [135].
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Figura 17. Electrodeposicion catédica del quitosano. La deposicion conjunta permite que varios
componentes bioldgicos y no bioldgicos sean ensamblados y atrapados en la pelicula de quitosano
electrodepositada [134].

El enriquecimiento de la matriz de CS con nanomateriales ha mostrado resultados
interesantes. Nanomateriales como los nanotubos de carbono [104], puntos cuéanticos [136]
u otras nanoparticulas [135, 137] se han depositado conjuntamente con quitosano con el

objetivo de facilitar la transferencia de electrones y la transduccion de sefiales.

Es importante destacar que la electrodeposicion de quitosano es una forma simple,
rapida, versatil, y reversible para crear peliculas delgadas con diversas propiedades

funcionales, en condiciones suaves (sin la necesidad de reactivos).
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23 ANTECEDENTES DE LOS METODOS DE DETERMINACION DE
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADQOS

2.3.1 Métodos convencionales

Actualmente el analisis de POs en muestras contaminadas se realiza, generalmente,
empleando técnicas convencionales que incluyen cromatografia de gases (GC),
cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
espectrometria de masas (MS), electroforesis capilar (CE), resonancia de plasman superficial
(SPR), fluorimetria, espectroscopia ultravioleta y GC-MS [138]. Para el procedimiento de
extraccion de POs, se utilizan varias metodologias, como extraccion en fase sélida dispersiva
(QUEChERS), extraccion liquido-solido (LSE) entre otras [139]. En la tabla 2 se presentan
los rendimientos analiticos de algunos métodos cromatograficos aplicados al analisis de

plaguicidas OPs.

Aunque estos métodos se han utilizado con éxito para la deteccion de OPs, presentan
varias desventajas debido al hecho de que requieren mucho tiempo, requieren un tratamiento
previo de la muestra, una instrumentacion costosa, personal altamente calificado y solo se
pueden utilizar en laboratorios. Por estas razones, existe una necesidad creciente de métodos
analiticos desplegables en campo capaces de proporcionar una deteccion simple, rapida,

sensible, selectiva, de bajo costo y confiable de OP en concentraciones bajas.

Tabla 2. Rendimientos analiticos de algunos métodos cromatogréficos aplicados al analisis de plaguicidas

OPs
Pesticida Metodc_),de Preparacion de LOD Referencia
deteccion muestra

Paraox6n GC-MS ASE 1.10 pg kgt [138]
Diclorvos GC-MS ASE 6.00 ug kgt [138]
Triclorfon GC-MS ASE 5.1 ug kg [138]
Clorpirifos GC-ECD LLE 14.0 pg kg* [139]
Clorpirifos GC-MS LLSE 0.13 ug kg* [140]
Paratién GC-QqQ-MS/MS DSPE 1.50 pg kg'* [141]
Paration HPLC-DAD UASEME 0.10 pg kg* [142]
Metil paration HPLC-DAD UASEME 0.10 pg kg* [142]
Metil paration GC-PFPD SPE 0.03 pg kgt [143]
Malation GC-MS SPME 2.0 ug kg'* [144]
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GC-ECD: Cromatografia con detector captura de electrones, GC-QqQ-MS/MS: Cromatografia-
Espectrometro de masas triple cuadrupolo, GC-PFPD: Cromatografia con detector de flama pulsada; DAD:
Cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion de matriz de diodos, ASE: extraccion acelerada de
solventes; LLE: extraccion liquido-liquido ; LLSE: extraccién solvente liquido-liquido ; UASEME:
Microextraccién de emulsificacion potenciada con surfactante asistida por ultrasonido ; SPME:
microextraccion en fase sélida.

Aunque estos métodos se han utilizado con éxito para la deteccion de OPs, presentan
varias desventajas debido al hecho de que requieren mucho tiempo, requieren un tratamiento
previo de la muestra, una instrumentacion costosa, personal altamente calificado y solo se
pueden utilizar en laboratorios. La preparacion de muestras es una tarea elaborada, que
incluyen generalmente una etapa de extraccion, una etapa de limpieza y/o preconcentracion
y finalmente la etapa de analisis, por lo que limita el nimero de muestras en un intervalo de
tiempo especifico. Ademaés, varios pesticidas bajo investigacion cromatografica se
descomponen a altas temperaturas de columna y de inyeccion. La interferencia de la matriz
y una mayor duracion de la prueba son problemas comunes con los métodos
espectrofotométricos que utilizan reacciones complejas de color [144]. Por estas razones,
existe una necesidad creciente de métodos analiticos desplegables en campo capaces de
proporcionar una deteccion simple, rapida, sensible, selectiva, de bajo costo y confiable de

OPs en bajas concentraciones.

Los biosensores emergen como una herramienta analitica altamente eficiente para la
resolucion de los problemas mencionados anteriormente vinculados con las técnicas
convencionales de deteccion de pesticidas. Los biosensores allanan el camino para una
deteccidn facil y eficiente de plaguicidas con una enorme precision. La capacidad de detectar
cantidades muy diminutas de la sustancia objetivo (pesticidas), el monitoreo continuo, bajo
costo y analisis descentralizado en campo, son las caracteristicas clave de la tecnologia de

biosensores.

2.3.2 Determinacion de pesticidas organofosforados con biosensores electroquimicos

Los biosensores electroquimicos, se consideran una alternativa a las costosas, lentas y
sofisticadas técnicas cromatogréaficas aplicadas actualmente para la cuantificacion de OPs.

La Tabla 3, muestra una comparacion entre las caracteristicas de los métodos analiticos
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convencionales y las técnicas de biosensores. Las muestras ambientales que contienen OPs
se detectan mediante sensores electroquimicos, Opticos y de masa, de los cuales el primero

es el enfoque mas comun [56].

Tabla 3. Comparacion de técnicas analiticas convencionales y biosensores

Técnicas analiticas Biosensores
convencionales
HPLC, LC, GC, GC-MS, CE, Electroquimicos, 6ptico y basados en
SPRy fluorimetria masa
Ventajas | Desventajas Ventajas Desventajas
. Deteccion rapidaen  Aplicacion
Sensible Pérdida de tiempo tiempo real comercial
limitada

Especifico  Costoso Econémico

Monitoreo de Portatil

laboratorio

Personal de Uso simple

laboratorio capacitado.

Equipo de alta Altamente sensible

tecnologia

Extensa preparacion Poca preparacion de

de muestras. muestras

No reutilizable Reutilizable

Mayor consumo de Menor consumo de

disolventes orgénicos.  disolventes

organicos.
Especifico

Hoy en dia, los biosensores electroquimicos son los mas utilizados, seguidos de los
biosensores dpticos y masico (Figura 18) y esto es debido a las importantes ventajas que estos
presentan [40]. Estos dispositivos suelen tener disefios relativamente simples y no requieren
instrumentacidn costosa. Por lo tanto, son dispositivos de facil manejo, compactos y de bajo

costo.

Otras ventajas inherentes de biosensores electroquimicos son su robustez, facil
miniaturizacion, excelentes limites de deteccion, también con volumenes de analitos
pequerios, y la capacidad para ser utilizado en biofluidos turbios con compuestos opticamente

absorbentes y fluorescentes.
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Figura 18. Evolucion del nimero anual de articulos sobre los diferentes tipos de biosensores desde 2000
hasta 2015. Los biosensores electroquimicos son claramente los biosensores méas frecuentemente
encontrados, seguidos de los biosensores dpticos [40].

El modo de transduccién electroquimica aplicada de los biosensores electroquimicos es
comunmente potenciométrica 0 amperométrica [145]. Las determinaciones amperomeétricas
implican la medicién de la corriente de respuesta de un electrodo indicador a un potencial
constante. La sefial analitica es directamente proporcional a la concentracion de la especie
electroactiva presente en la solucién [145]. La aplicacion de un potencial apropiado,
mantenido constante, hace que la determinacion sea selectiva. Las otras ventajas de las
detecciones amperomeétricas sobre la potenciometria son la alta sensibilidad y precision del

analisis, el grafico de calibracion lineal y respuesta rapida de los sensores.

El biosensor amperométrico es el biosensor electroquimico mas utilizado para la
deteccion de pesticidas, para el cual la enzima es el principal elemento de bio-
reconocimiento. Los principales procesos involucrados en los biosensores amperométricos
enzimaticos para la cuantificacién de OP son: (i) inhibicion de la actividad de colinesterasas
por OPs (inhibidores de AChE/enfoque indirecto) (ii) hidrolisis de OPs catalizada por la
enzima organofosforado hidrolasa (OPH/enfoque directo); seguido por la deteccion

amperométrica de las especies electroactivas generadas en los ambos mecanismos [145,146].
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2.3.2.1 Biosensores basados en la inhibicion

Las colinesterasas (ChEs) son enzimas importantes presentes en vertebrados e insectos,
hidrolizan el neurotransmisor acetilcolina en el sistema nervioso. En el cuerpo, las ChEs son
responsables de la transmisién de los impulsos nerviosos a las sinapsis colinérgicas y estan
relacionadas con la memoria humana y la enfermedad de Alzheimer [147]. Las ChEs son
inhibidas por una serie de compuestos que incluyen pesticidas organofosforados y
carbamatos, agentes nerviosos, toxinas naturales, metales pesados y algunos medicamentos.
La AChE vy butirilcolinesterasa (BChE) son los dos tipos de enzimas colinesterasas mas
empleados como bioreceptores para la fabricacion de biosensores. La AChE en las sinapsis
nerviosas termina la transmision del impulso nervioso hidrolizando el neurotransmisor
acetilcolina. La BChE acttia como un respaldo para AChE, y como un eliminador de venenos
que podrian inhibir la actividad de la AChE [148].

En la actualidad, se han purificado varios tipos de enzimas AChE a partir de diferentes
fuentes, como el suero de caballo, los eritrocitos humanos, la sangre humana, los eritrocitos
bovinos o el drgano eléctrico de la anguila eléctrica, estan disponibles comercialmente y se

han utilizado para la fabricacion de biosensores.

Los biosensores basados en inhibicién mas utilizados son los basados en la enzima
AChE [145]. Un gran nimero de documentos, incluidos varios articulos de revision sobre
biosensores electroquimicos basados en AChE para la deteccion de compuestos OPs, estan
disponibles en la literatura, con limites de deteccion (LOD) que varian desde los niveles de
micromolares a picomolares, dependiendo de la fuente de la enzima AChE, técnica y

mecanismo de transduccion empleados [145,149].

Los plaguicidas organofosforados inhiben selectivamente las AChE al bloquear la
serina en el sitio activo mediante un ataque nucleofilico para producir un fosfoéster de serina
(a través de la fosforilacion) [150]. EI principio general de los biosensores desarrollados se
basa en la correlacion entre la toxicidad de los pesticidas y la disminucion de la actividad
enzimética. Por lo tanto, el desarrollo de estos sistemas de biosensores se basa en una
medicion cuantitativa de la actividad de la enzima antes y después de la exposicion a un
analito objetivo. Este mecanismo de inhibicion permite la cuantificacion del contenido de

pesticida al medir la actividad de la enzima en ausencia y en presencia del analito. El
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procedimiento abarca los siguientes pasos: i) medicion de la actividad enzimatica inicial, ii)
incubacion del biosensor en una muestra que contiene pesticidas, y iii) finalmente la
medicion de la actividad residual (actividad después de la exposicién del biosensor al
pesticida) [151]. El porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica que resulta de la
exposicion a pesticidas esta relacionado cuantitativamente con la concentracion de
pesticidas. Los OPs se cuantifican utilizando la ecuacion. (1):

1% = (=) x 100 (1)

Io

Donde 1% es el grado de inhibicion, lo es la actividad de la enzima antes de la
exposicion a la muestra e 11 es la actividad de la enzima después de la exposicién a la
muestra. En presencia de pesticidas, se observa una disminucién de la actividad enzimatica,

resaltada por la disminucion del valor de 1%.

Varios biosensores electroquimicos se han descrito en la literatura basada en la enzima
AChE [150,152]. La AChE puede hidrolizar la acetilcolina siguiendo la ecuacion (2):

Acetilcolina + H,0 —ACRE__, Colina + Acido acético

)

Esta reaccion se puede monitorizar midiendo i) la variacion del pH mediante
transduccion potenciométrica [153]; ii) la variacion de la conductibilidad por transduccion
conductométrica; iii) la deteccion de perdxido de hidrégeno por transductores
amperometricos utilizando un enfoque bi-enziméatico (AChE y colina oxidasa). Primero, la
AChE cataliza la hidrélisis de la colina afectada por la inhibicion de la actividad enzimatica
por los OPs, sequida de la oxidacién de betaina catalizada por colina oxidasa (Ecuacion 3).
La corriente de oxidacion del H>O> producido (Ecuacion 4) o la corriente de reduccion del
O consumido (Ecuacion 5) se registra como una respuesta del sensor y se correlaciona con

la concentracion de OPs [154].

, AChE ' Colina oxid ;
Acetilcolina —> Colina + 0, + H,0 L™ Betaina + H,0,

3)
2H,0, - 0, + 2H* + 2e~ (@)
0, +4e” +2H,0 - 40H" (5)
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Sin embargo, estos sensores bi-enzimaticos presentan algunas deficiencias intrinsecas
como: disefio sofisticado ya que deben acoplarse dos enzimas, protocolo de multiples etapas
y las posibles interferencias en el potencial de oxidacion de H20> (+0.6 V/SCE), entre otros
[145].

Para evitar el uso de un enfoque bi-enzimatico, otros biosensores de AChE
amperometricos se basan en la medicion del cambio en la concentracion del producto
electroactivo tiocolina, producido como resultado de la hidrdlisis del sustrato no natural
acetiltiocolina (ecuacion 6). En presencia de un inhibidor como OPs, la AChE se inhibe vy,
por lo tanto, la hidrolisis de la acetiltiocolina disminuye o incluso es nula [154], lo que resulta
en una reduccion de la oxidacion de la tiocolina (a un potencial de + 0.8 VV/SCE). La corriente
méaxima de oxidacion de la tiocolina es inversamente proporcional a la concentracién de OPs.
Al monitorear la corriente maxima de oxidacion de la tiocolina antes y después de la
inhibicidn, se puede determinar la concentracion de OPs. No obstante, la determinacion de
tiocolina con electrodos descubiertos es restringida, debido al alto potencial requerido y a los

problemas de ensuciamiento del electrodo que afectan a la deteccion de tiol [155].
Acetiltiocolina + H,0 - Acido acético + tiocolina (6)

El uso de sensores modificados con nanomateriales ha aumentado el desarrollo de este
tipo de biosensores, debido a las propiedades electrocataliticas de varios nanomateriales que
realizan la deteccion de tiocolina a un bajo potencial aplicado, superando el problema de
ensuciamiento. Varios nanomateriales se han utilizado como matrices de inmovilizacién
AChE durante el desarrollo de biosensores para OPs [146, 156]. Los resultados de estos
estudios demuestran que la modificacion del transductor con nanomateriales permite la
deteccion de OPs en el rango de nano-mol a pico-mol y mejora la estabilidad de los

biosensores [145]. En la tabla 4, se enumeran algunos biosensores a base de AChE.

Tabla 4. Biosensores electroquimicos de AChE con nanomateriales

69

Universidad Autdnoma de Baja California



Material de Técnica de LOD Linealidad Analito T.l Ref.
electrodo transduccion (min)
MWCNTs- 3.0x1073- [157]

AuNC/GCE Amperom. 0.0018 uM 3.027 uM Malation 8

0.0013 uM, 6.6-440 uM, Foxin, [158]
Zr0,/CSIGCE Amperom. 0.005 uM, 0.01-0.59 uM, Malation, 15
0.017 uM y 8.6-520 uM and imethoate
AuNPs/GCE 28x1073- [159]
Amperom. 0.007 uM 170x1073 uM Metamidofos 10
MWCNTs/AuNPs- [160]
CS/GCE Amperom. 0.01 uM 0.1-10 uM Monocrotofos NR
50x10% uM, 50-200x1073,
Au-PtNPs/GCE 0.04 uM, 1-40_50x10731 ParaO)fén etil, 25 61]
Amperom. sarin, 1
i y 40 uM 40-60 uM aldicar)tg [
TiOJ/grafeno/GCE Amperom. [162]
0.0014 uM 74.5-9.9x10° uM Carbyl 3
Grafito/CS/GCE 10 | [163]
Amperom. 1.58x10* uM 1x1074-1.0 uM Clorpirifos
0.1 nM, 0.1-40 nM, Malation,
FesO4/MWCNT/Au Voltam. 0.1 nM, 0.1-50 nM, clorpirifos, 10 [164]
1-50 nM, monocrotofos,
1nMy 10 nM 10-100 nM endosulfan
CS/3DG- [165]
CuO/NFs/GCE SWV 0.93 pM 3 pM - 665 nM Malation 10
AuUNP/rGO/GCE Amperom. 0.02 uM - 0.4 uM 15 [166]
0.1 pM Paraoxon
AuU-PPY-rGO Amperom. 1.0 nM-5 mM [167]
0.5nM Paraoxon 15
MWCNTs/PAN/Pt 3.6x 1078
Amperom. 0.005 pM 3.6x107° uM Paraoxdn 20 [168]
PPY-PANI 0.030-1.51 uM [169]
IMWCNTSs/GCE Amperom. 3.02x10°uM [ 3.027-75.67 uM Malation 15

SWV:voltametria de onda cuadrada, AUNC: nanocables de oro, GCE: electrodo de carbén vitreo, PAN:

Metacrilato de metilo vinil sulfonato de sodio, CS: quitosano, PPY: polipirrol, PANI: polianilina

Como se aprecia en esta tabla, la mayor proporcion de biosensores basados en AChE,

construidos con nanomateriales tienen una LOD comparable a las técnicas de laboratorio

clasicas enumeradas anteriormente, sin embargo, los principales inconvenientes de estos

métodos surgen de los hechos que: (1) a menudo carecen de selectividad, dado que los

metales pesados, fluoruros, gases nerviosos o0 nicotina, etc. también pueden impedir la

enzima AChE y, por lo tanto, pueden interferir en la especificidad del proceso de deteccion

de pesticidas. (2) Otra dificultad de los biosensores de AChE es la mala resolucion de las
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mezclas de pesticidas, ya que proporcionan informacién sobre una familia de compuestos y
no sobre compuestos individuales en una familia, por lo tanto no se puede obtener
informacién cualitativa o cuantitativa sobre un inhibidor individual en una solucion
compleja. (3) Estos protocolos incluyen varios pasos que requieren la medicién de la
actividad no inhibida de AChE, seguido de la incubacion del sensor con la muestra de analito
durante 10-15 min (y aun méas) y la medicién de la AChE nuevamente para determinar el
grado de inhibicion. (4) Es necesario un paso final de reactivacion / regeneracion de la
enzima, que en muchos casos es parcial y en algunos casos no es posible debido a una

inhibicion irreversible. Por lo que no son adecuados para el monitoreo continuo.

Otra estrategia para superar las desventajas de los biosensores basados en la inhibicion
de la AChE, son los basados en las enzimas organofosforada hidrolasas (OPH) también
conocidas como fosfotriesterasas, enzimas degradadoras de organofosfatos o hidrolasas
parationicas [170]. Estas enzimas detectan OPs como sustratos directos y se han

caracterizado con el objetivo de disminuir el tiempo de analisis.

2.3.2.2 Biosensores basados en la hidrolisis

Las organofosforado hidrolasas son una clase de enzimas bacterianas que recientemente
han sido reconocidas y caracterizadas como enzimas de reconocimiento alternativas para la
deteccion directa de OPs. En este trabajo de tesis, nos centraremos en la OPH bien
caracterizada EC 3.1.8.1, que se aislo por primera vez de las bacterias del suelo Pseudomonas

diminuta MG y Flavobacterium sp [170].

La enzima OPH tiene amplia especificidad de sustrato y es capaz de hidrolizar un gran
namero pesticidas organofosforados: paraoxén, paration, metil paration, cumafos, malation,
fenitrotion, acefato, demethon-S, diazindn, clorpirifos y algunos agentes de guerra quimica
(sarin, soman, tabun, VX, etc.). La enzima cataliza la hidrolisis de los enlaces P-O, P-S, P-F
y P-CN, de acuerdo con la siguiente reaccion [170]:
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R’ R’ (7)

X es oxigeno o azufre, R es un grupo alcoxi (metoxi a butoxi), R 'es un grupo alcoxi o

fenilo, y Z es un grupo fenoxi, un tiol, un cianuro o un grupo flor.

A diferencia de AChE, la OPH cataliza la hidrolisis de los OPs con una alta tasa de
conversion; por lo tanto, OPH ha demostrado un potencial considerable en las aplicaciones
de biosensores de OPs. Los ensayos de biosensores basados en OPH se reportan como
sistemas de deteccion reversibles, ya que responden tomando los OPs como sustratos de
enzimas, en lugar de inhibidores. Dado que la hidrolisis de los sustratos OPs catalizados
enziméaticamente implica cambios en el pH y genera productos electroactivos, la
determinacion podria realizarse en una sola etapa, utilizando transductores potenciométricos
(sensibles al pH) o amperométricos. Para la deteccion amperométrica de OPs con biosensores
de OPH, generalmente se emplea la oxidacién anddica de p-nitrofenol (p-NP), que es un

producto de la hidrolisis de los analitos OPs [171].

La aplicacién de sensores amperométricos basados en OPH se limita a los OPs
sustituidos con fenilo con grupos salientes electroactivos, tales como paraoxon, paration,
metil paration, etc [171]. Los procesos involucrados son: hidrélisis del OPs catalizada por
OPH inmovilizada en el electrodo y la deteccién anddica amperométrica del p-NP liberado
enzimaticamente, de acuerdo con las siguientes reacciones: Las reacciones que ocurren,

seleccionando el paraoxdn como modelo, son las siguientes:

0\>/3\/CH3
N~ CH; :
OPH . 0\)/0\/0!13
v MO (5 Ho” Yo CHy
NO,

NO,

Paraoxoén p-Nitrofenol Dietil fosfato (8)
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NO, o
- HO

OH"
OH NO,
p-Nitrofenol 9
La corriente de oxidacion del p-NP, que es la sefial del sensor medida a un potencial fijo,
debe ser directamente proporcional a la concentracion del pesticida OPs. La Figura 19 ilustra
los procesos descritos.

[o) H.
2 L

o~ CH,

OH™

GCE

Figura 19. Esquema de la Cuantificacion de OPs por electrodo enzimatico.

El mecanismo de deteccidn basado en el seguimiento de los productos de hidrolisis de
los OPs catalizado por OPH, es mas simple, directo, presenta mayor selectividad frente a los
compuestos diana y tiempos de respuesta mas cortos que los basados en la inhibicién de las
AChE, que responde a todo tipo de OPs [145]. Por lo tanto, muchos biosensores de OPH se
han desarrollado para el analisis de OPs. Los rendimientos analiticos de algunos biosensores

basados en OPH seleccionados para los OPs de deteccion se muestran en la Tabla 5.
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Los sensores basados en OPH presentaron varias ventajas sobre los basados en
colinesterasas, como el mecanismo de deteccion directa, el protocolo de ensayo de un solo
paso, la especificidad hacia los OPs sustituidos con p-nitrofenol y respuesta reversible del
sensor. El principal inconveniente de los sensores basados en OPH es su menor sensibilidad

y limites de deteccion mas altos que los métodos de inhibicion de la AChE [179].

Tabla 5. Biosensores electroquimicos basados en OPH para la determinacion de OPs.

Enzima Analito LOD Sensibilidad, nA/uM Referencia
OPH Paraoxdn 2.0uM 12.24 172
OPH Metil paratién 2.0 uM 1.49 [172]
OPH Metil paratién 2.0 uM 1.04 [173]
OPH Paraoxon 0.1 uM 2.29 173
OPH Paraoxdn 0.15 uM 25 [174]
OPH Metil paration 0.8 uM 6 [174]

OPH/AChE Paraoxon 0.5 uM NR [175]
OPH Paraoxon 0.4 uM NR [176]
OPH Paraoxon 0.1 uM NR [177]
OPH Paraoxon 20 nM 3.76 [178]
OPH Metil paration 20 nM 3.15 [178]

Otro inconveniente importante también representa el procedimiento complejo, largo y
costoso para la extraccion y purificacion de OPH, realizado en laboratorios microbiol6gicos
especializados (cabe también resaltar, que estas enzimas no estan disponibles
comercialmente) [146]. Teniendo en cuenta que la mayoria de los biosensores de OPH
amperométricos reportados en la literatura se basan en la deteccidn anddica del producto de
hidrolisis p-nitrofenol a un alto potencial anodico (E>0.80 V vs Ag, AgCI/KClsat)[179], las
interferencias constituyen un problema, asi como también ensuciamiento y pasivacion de la
superficie de los electrodos causada por polimeros productos oxidativos de p-NP, impidiendo
la posterior electro-oxidacion de p-NP, alternando la precision y sensibilidad del método. Un
enfoque simple para superar este inconveniente es sugerido por Stoytcheva et al. [180]. Se
basa en la aplicacion de la deteccion por amperometria de pulsos. Por lo tanto, el p-NP
producido en la hidrdlisis catalizada por OPH de los OPs se detecta a un potencial de +1.1
V/Ag, mientras que la limpieza y reactivacion in situ del electrodo se aseguran aplicando un

potencial de limpieza de +1.4 V vs Ag, AgCI/KClsat. Las otras desventajas de este grupo de
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biosensores son la inestabilidad de la respuesta (debido a la fuga o desactivacion de la
enzima) y la corta vida Gtil a temperatura ambiente [179].

La estrategia reciente que se ha aplicado para mejorar los rendimientos analiticos de los
sensores amperomeétricos basados en OPH se basa en la funcionalizacion de la interfaz de los
biosensores utilizando nanomateriales. ElI enfoque nanotecnoldgico aprovecha las
propiedades electroanaliticas de las nanoestructuras. Su accion como mediadores de
transferencia de electrones logra una disminucion del potencial del electrodo y evita el
ensuciamiento del electrodo, mientras que la gran relacion superficie/volumen, robustez
estructural y la biocompatibilidad de los nanomateriales favorecen la sensibilidad y
estabilidad de los biosensores [181].

Los nanotubos de carbono son los nanomateriales mas empleados para mejorar el
rendimiento analitico de los biosensores electroquimicos para pesticidas, teniendo en cuenta
que: (i) tienen propiedades Unicas, como una alta relacién superficie-volumen, alta
conductividad eléctrica, resistencia mecénica actividad catalitica y biocompatibilidad
favorable. (ii) Pueden promover reacciones de transferencia de electrones y minimizar el
ensuciamiento de la superficie en dispositivos electroquimicos. (iii) La funcionalizacién
quimica de los CNT se puede usar para unir casi cualquier especie quimica deseada, lo que
permite, por ejemplo, aumentar la solubilidad y la biocompatibilidad de los tubos. (vi) Los
CNT, con sus interesantes propiedades electrocataliticas y eléctricas, son ideales como

electrodos y como componentes de transductores en biosensores [182].

Tanto los nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) como los nanotubos de
carbono de pared multiple (MWCNTS) se han utilizado para la inmovilizacién de enzimas,
aunque los inconvenientes de los SWCNTs como el alto costo y la baja dispersabilidad
favorecen la aplicacion del MWCNTS, a pesar de la alta superficie y umbrales de percolacion
eléctrica bajos de los SWCNTSs [181]. Ademas, la funcionalizacion de MWCNTS con grupos
-COOH imparte mayor solubilidad y procesabilidad, lo que permite su uso como material
cataliticamente activo para aplicaciones electroquimicas [107,108].

En virtud de ello, Pedrosa et al. [187] demostraron el uso de OPH conjugada con
SWCNT y MWCNTSs funcionalizados para la deteccion amperométrica directa de paraoxén,
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como modelo OPs. La hidrolisis catalitica del paraoxén produjo p-NP y la oxidacion se
control6 amperométricamente en tiempo real en el modo andlisis por inyeccion en flujo
(FIA). La OPH inmovilizada covalentemente con SWCNT demostré una actividad mucho
mas alta que la OPH conjugada con MWCNTSs. EIl rango de concentracion lineal para OPH-
SWCNT fue de 0.5-8.5 pmol L con un limite de deteccion de 0.01pumol L (S/N = 3).
Ademas, de esta alta sensibilidad, la OPH inmovilizada retuvo significativamente la
actividad enzimatica y mostré una estabilidad notable con solo un 25% de pérdida de sefial
durante 7 meses. Estos resultados sugirieron que la inmovilizacion covalente de OPH en los
CNT podria usarse para la inmovilizacion especifica con ventajas de estabilidad a largo
plazo, alta sensibilidad, buena reproducibilidad y simplicidad.

En otro estudio, Deo et al. (2005) [184] desarrollaron un biosensor amperométrico para
OPs basado en un transductor modificado con CNTs y OPH. La capa de CNTs condujo a una
deteccion anddica mejorada del producto de p-NP, incluida una mayor sensibilidad y
estabilidad. Bajo las condiciones dptimas, el biosensor se utilizé para medir concentraciones
tan bajas como 0.15 pmol L de paraoxén y 0.8 umol L de metil paration. Estos resultados
demuestran que el acoplamiento de la enzima OPH y transduccion amperométrica con CNT,
tiene ventaja sobre los biosensores de CNTs basados en AChE que carecen de especificidad
hacia los pesticidas organofosforados y requieren la adicion del sustrato y un periodo de

incubacion.

Por otra parte, Bao et al. (2016) [185] desarrollaron un biosensor basado en OPH para la
determinacion de paration y paratiébn metilico usando nanofibras de dioxido de titanio
(TiO2NFs) decoradas con MWCNTSs funcionalizados con carboxilo (cMWCNTSs-TiO2NFs).
Demostraron que una fuerte afinidad de TiO2NFs podria conducir a la agregacion de los OPs.
Mientras que los cMWCNTSs podrian promover el proceso de transferencia de electrones y
la inmovilizacién covalente de la OPH. Bajo las condiciones de optimas, el paration y el
paration metilico pudieron detectarse con una respuesta rapida (menos de 5 s) y un LOD bajo
(10 nM y 12 nM, respectivamente). En base a este estudio, es posible llevar a cabo el
monitoreo de los residuos de OPs en muestras de agua de lago, rios etc., con buena precision

y selectividad.
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En otro estudio, Trojanowicz et al. (2004) [186] Desarrollaron un biosensor para la
determinacion de paraoxon, con la OPH inmovilizada por absorcidn fisica en la superficie de
un electrodo de grafito modificado con MWCNTSs. La modificacion se realizé6 mediante la
evaporacion de una solucion de MWCNTSs en dimetilformamida sobre la superficie de un
electrodo de grafito. Ademas, demostraron el efecto de la modificacion sobre la
reversibilidad del proceso del electrodo en el sistema hexacianoferrato (11)/(111), junto con la
mejora de la sensibilidad del sensor en la deteccion del pesticida paraoxon. Los resultados
indican que con un aumento de los MWCNTSs de aproximadamente 5 a 20 ug en el sensor,
aumenta el valor de la corriente residual dos veces, mientras que la sensibilidad de las
mediciones hasta 10 pM aumento de 3.8 a 12.8 nA/mM de paraoxén, en comparacion a 0.11
nA/mM en la medicion sin modificacion del electrodo. El limite de deteccion alcanzado
(S/N) fue igual a 3.0 uM.

Zhao et al., (2012) desarrollaron un biosensor mediante el uso de un electrodo de carbono
vitreo modificado con MWCNTSs y quitosano para detectar Metomil. La matriz formada por
deposicion capa-por-capa de CS se usé para la inmovilizacion enzimatica. La pelicula bio-
nanocompuesta del biosensor exhibié una combinacion de la excepcional conductividad de
los MWCNTSs y la biocompatibilidad del CS logrando una deteccidn altamente sensible. Se
lograron limites de deteccion bajos (10-11 pug L) para metomil en agua de mar. Ademas, el
biosensor electroquimico mostro una excelente estabilidad de almacenamiento y de respuesta
[187].

Como se mostro anteriormente, la modificacion de la superficie del electrodo con CNT
puede mejorar la sensibilidad de la determinacion de los compuestos fenolicos, producida
por la hidrolisis de OPs catalizada por OPH y también puede mejorar la estabilidad del

sensor.

Las materiales ceramicas como las nanoparticulas de éxido de circonio (ZrO2NPs) son
otros materiales prometedores, que se podrian utilizar con éxito para la construccion de
sensores electroquimicos basados en OPH para la determinacion de OPs con una sensibilidad
mejorada [188].
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Las ZrO2NPs, un éxido inorganico, son un material ideal para la inmovilizacion de
biomoléculas con grupos de oxigeno, es decir, enzimas, ADN, anticuerpos, etc. y poseen un
punto isoeléctrico significativamente alto (~9.5) que ayuda a aumentar las interacciones con
las biomoléculas deseadas con puntos isoeléctricos bajos (~ 4-5) a través, de las interacciones
electrostaticas. Ademas, gracias a que carecen de toxicidad debido a su inercia quimica,
estabilidad térmica y estabilidad al pH, desempefian un papel importante en recubrimientos
opticos, dieléctricos, resistentes a la corrosion y aplicaciones de sensores [122,123]. Por lo
tanto, las ZrO2NPs se han convertido en un candidato ideal de materiales para inmovilizacion

de biomoléculas para la fabricacion de biosensores [124].

Estas nanoparticulas de ZrO, también proporciona una etapa tridimensional y algunas
orientaciones restringidas, que pueden adaptarse a la transferencia electrénica directa entre
las moléculas de proteina y la superficie del conductor [189]. Conjuntamente, varios
investigadores han reportado que el ZrO> tienen una fuerte afinidad por los grupos fosforicos
[190,191], y los OPs nitroaromaticos se unen fuertemente a la superficie de nanoparticulas
de ZrO,. Debido a estas propiedades atractivas, las ZrO>NPs se ha utilizado en aplicaciones

de sensores electroquimicos para la determinacion de OPs [191].

Liu y sus colaboradores propusieron un método novedoso que utiliza un electrodo de oro
modificado con ZrO>NPs para lograr la deteccion electroquimica de OPs nitroaromaticos
[191].

En una investigacion reciente sobre ZrO> [189], Zhou y colaboradores propusieron un
método novedoso que usaba una plantilla de monocapa autoensamblada (SAM) para la
electrodeposicion de una pelicula de nanoparticulas de ZrO2 en un electrodo de oro. La
pelicula de ZrO,PNs era altamente estable y podia adsorber selectivamente moléculas que
contenian grupos fosforicos. Por lo tanto, desarrollaron un sensor para la determinacion del
paration basado en las ZrO2PNs electrodepositadas en el electrodo de oro modificado con
SAM. Bajo los parametros operacionales optimizados de SWV se obtuvo una respuesta lineal
en el rango de concentracion 0.005 a 1.0 pg ml™. El limite de deteccion fue de 0.8 ng ml
(S/R = 3). Las ZrO.PNs modificadas en la superficie SAM del electrodo de oro presentaron

una reproducibilidad aceptable (RSD 4.16%, n = 10) y una buena estabilidad. El electrodo
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se aplico a la determinaciéon de paration en muestras reales y se obtuvieron resultados

satisfactorios.

En otro estudio Devadas et al. (2014) [188], informaron sobre la incorporacion de
ZrO,PNs con MWCNTSs funcionalizadas sobre un electrodo de carbon vitreo para la
determinacion electroquimica de p-nitrofenol. El electrodo de carbono vitreo modificado,
muestré una actividad electrocatalitica sobesaliente hacia la determinacion voltamétrica de
p-nitrofenol. La presencia de los MWCNTSs en la pelicula mejora la concentracion de la
cobertura de la superficie y también aumenta la constante de velocidad de transferencia de
electrones de las nanoparticulas de ZrO- . El electrodo modificado tiene un rango lineal de
2-26 uM para p-nitrofenol. La pelicula propuesta también se usO con éxito para la
determinacion voltamétrica de p-nitrofenol en muestras de agua de grifo y de rio con un rango
lineal de 0-24 uM, los que demuestra que el MWCNTSs/ZrOz es un excelente material para

el desarrollo de sensores.

En otro trabajo Wang, (2008) [192] describe la fabricaciébn de una pelicula
nanocompuesta de ZrO2/Au y su aplicacion para la deteccion voltamétrica del OPs paration.
El La pelicula nanocompuesta mostro una fuerte afinidad hacia el grupo fosfato en las
moléculas de paration, lo que proporcion6 sensibilidad y selectividad a la pelicula de
deteccidn. Se obtuvo una relacion lineal entre las corrientes de pico y la concentracion de
paration, con un limite de deteccion para muestras estandar de 3 ng ml™. Ademas, los estudios
de interferencia mostraron que los compuestos estructuralmente similares sin grupos fosfato

no interferirian con la respuesta hacia el paration de la pelicula del electrodo.

Por otro lado, también se ha demostrado que la hidroxiapatita (HA, Cai0(PO4)s(OH)2),
un bioceramico analogo al componente mineral del hueso y dientes humanos, aumenta la
oxidacion electroquimica del p-nitrofenol, que es el producto de la hidrolisis de los OP

sustituidos con nitrofenilo catalizada por la OPH [193].

Ademas, también ha sido reportada como una excelente matriz para la inmovilizacién
de enzimas, debido a su alta porosidad (del orden de cientos de micras) y sorprendente
capacidad de absorcién, basada en interacciones de grupos funcionales, electrostaticos,
formacion de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de proteina y el Ca (1) y los fosfatos

en la superficie de HA [131].
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Por lo tanto, debido a sus propiedades Unicas de alta superficie especifica y fuerte
capacidad de adsorcion, las nanoparticulas de HA podrian mejorar efectivamente la respuesta
electroquimica del p-nitrofenol, aumentar la sensibilidad de determinacién y disminuir el
limite de deteccion [193]. Ademas, la modificacion de los electrodos con HANPS es muy

simple, econdmica y facil de preparar.

Como se ha mencionado anteriormente, las nuevas investigaciones demuestran que la
sensibilidad de los sensores electroquimicos basados en OPH podria mejorarse aprovechando
las capacidades de los nanomateriales para mejorar la respuesta de los biosensores
electroquimicos. De este modo, la electrodeposicion del quitosano podria considerarse una

estrategia muy atractiva para la modificacién de electrodos y la biofuncionalizacion.

El quitosano también es adecuado para la dispersion homogenea de nanotubos de
carbono y nanoparticulas. La solubilizacion de los nanotubos se ve favorecida por la
capacidad del quitosano para formar enlaces covalentes con sus extremos carboxilados por
el intermediario de sus grupos amino libres [194,195], mientras que las HANPs y el quitosano
interactian formando enlaces de hidrégeno y coordinacion [196]. Las ZrO>NPs que poseen
afinidad hacia los OPs, también podria estar dispersas en la pelicula de CS [190,191].
Asimismo, los grupos funcionales de la enzima acttan como ligandos de ZrOz, por lo que la
incorporacion del oxido en el gel de quitosan podria ser Gtil para el aumento de la carga

enzimatica.

A pesar de las caracteristicas interesantes de los nonomateriales descritos, actualmente
no se habia reportado ningin estudio para la determinacion de OPs por biosensores
electroquimico basados en OPH, mediante la electrodeposicion de quitosano con
CMWCNTSs, ZrO2NPS y HANPs.
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3

MATERIALES Y
METODOS




3.1 INSTRUMENTOS

=  Amperometria

Los estudios electroquimicos de los biosensores basados en OPH se realizaron por
medio de un analizador electroquimico modelo 440A (CH Instruments Inc.,Bee Cave, TX
EE.UU.), y una celda de electrolisis de tipo convencional de 10 mL (Figura 20). Un alambre
de Pt se utilizé como electrodo auxiliar y uno de Ag, AgCI/KCl(sat) como referencia. Un
electrodo de carbén vitreo (GCE, Tokay GC 20, 3 mm de didmetro) se desempefié como

electrodo de trabajo.

Electrodo de
Trabajo

/ -
Electrodo de

L1
«— Referencia

Electrodo

Auxiliar \ :

Figura 20. Celda electroquimica

La celda electroquimica en la que se realizd la electrodeposicion del quitosano fue

construida en el laboratorio y tiene un volumen de 2 mL (Figura 21).

Figura 21. Montaje para electrodeposicion
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=  UV-Visible

La espectrofotometria de absorcion UV-VIS se utilizo con el fin de determinar la actividad

enzimatica de la OPH tanto libre como inmovilizada.

Figura 22. Espectrofotometro UV-Visible Evolution 60S Thermo Scientific.

= Ultrasonido

Se utilizé un dispersor ultrasonico para preparacion de dispersiones con nanomateriales
en liquidos, con el fin de romper los aglomerados de particulas y obtener las mezclas

homogéneas.

Figura 23. Dispersor ultrasénico UP200S

= Microscopia electronica de barrido

Se utilizo la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM) para investigar la

microestructura y la morfologia de las superficies de los electrodos modificados con los
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diferentes depdsitos nanoestructurados. Se trabajé con un equipo JEOL JSM-6010PLUS/LV,
el cual fue operado como una tension de aceleracion de 15 kV y un vacio de 50 Pa.

Figura 24. Microscopio electronico de exploraciéon JEOL JSM-6010PLUS/LV.

1. FTIR

La espectrofotometria infrarroja IR se utilizo para la caracterizacion de las membranas
depositados en la superficie del electrodo de GCE. Para el estudio se utilizd un
espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrum One en modo ATR en el intervalo de 4000-500

cm,

Figura 25. Espectofotometro Perkin-Elmer Spectrum One.
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Otras Medidas

Otros aparatos utilizados han sido un agitador magnético, un pH-metro Hanna HI
99104, calibrado de forma usual con disoluciones reguladoras de pH 4.00 y 7.00 a 25.0 =
0.5°C, un bafio de ultrasonico Marca Branson modelo CPN-952. Todos los volimenes se

midieron con micropipetas automaticas de precision 10 puL, 25 uL y 50 uL.

3.2 REACTIVOS

» Preparacioén de disoluciones

Los reactivos utilizados en este trabajo: paraoxon-etilo, p-nitrofenol, atrazina, clorofos
y quitosano (peso molecular medio) fueron de grado reactivo analitico y se adquirieron de
Sigma (México D.F., México). Se prepararon soluciones stock de paraoxén (10 mmol L™),
p-NP (50 mmol L) y clorofos (10 mmol L) en agua desionizada, mientras que la solucion
stock de atrazina (10 mmol L) se preparé en metanol. Las soluciones con concentraciones
mas bajas se prepararon por dilucion de estas. El quitosano 0.2% m/v se obtuvo por
disolucién de la sustancia en CH3COOH 0.1 mol L?. Todos los experimentos fueron
realizados en disolucion tampon fosfato (PBS) 0.1 mol L pH 8.5, preparada disolviendo las
cantidades adecuadas de las sales Ko2HPO4 y KH2POg. El valor de pH elegido corresponde al

pH 6ptimo de la enzima OPH.

Las nanoparticulas ZrO> con tamafio de particula <80 nm y los nanotubos de carbono de
paredes multiples funcionalizados con COOHcon un didmetro de 20 a 30 nm y longitud de
10 a 30 micras fueron proporcionados por Intelligent Materials Pvt. Ltd. (Dera, Bassi, Punjab,
India). Las nanoparticulas de hidroxiapatita con tamafio de particula <200 nm se adquirieron
de Sigma aldrich.

En este trabajo se utiliz6 como fuente de enzima el producto de descontaminacion
DEFENZ™130BG (Genencor, Internacional, Inc., Palo Alto, EE.UU.). Contiene la OPH
purificada y obtenida de Flavobacterium. Como la preparacion comercial DEFENZ™

130BG esta certifica, la caracterizacion de la enzima en este trabajo se limitard Unicamente a
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la determinacion de su actividad que podria alterarse durante el almacenamiento. La

preparacion granulada se muestra en la Figura 26.

— w,,.#‘

oerenz™ 139
1026181001

Figura 26. Granulos de DEFENZ™ 130BG

Los componentes de un granulo de enzima se muestran en la Figura 27. Este ejemplo
particular es de un granulo que se usa en detergentes. La capa interna es el nucleo, que puede
estar compuesto de almiddn, sacarosa, alcohol polivinilico (PVVA) o de otros materiales. Sirve
de soporte para la enzima y proporciona resistencia mecanica. La capa enzimatica se
compone de enzima mezclada con PVA. En los EE.UU. y México, una capa de barrera de
sulfato de amonio se utiliza para eliminar el cloro del agua de lavado. Por ultimo, la capa

externa de TiO2, PVA y un tensoactivo proporciona estabilidad y color.

Revestimiento exterior

~~

Capa de sellado —— 4

Capa enzimaticda ——— |
A

Nucleo ——

Figura 27. Composicion del granulo de DEFENZ™ 130BG.
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3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacion se describen detalladamente cada una de las etapas implicadas en la
preparacion de los biosensores enzimaticos. Asimismo, se comentan las técnicas empleadas
para la caracterizacion de los mismos. Finalmente se describe el procedimiento de medida en

muestras sintéticas asi como el método de referencia empleado para su validacion.

= Evaluacion de la actividad de la enzima OPH

La organofosforo-hidrolasa (EC 3.1.8.1) se encuentra entre las enzimas més utilizadas
en la degradacion de los agentes neurotoxicos y pesticidas organofosforados [197]. Es una
métaloproteina con dos iones Zn?* presentes. La informacion mas reciente sobre la estructura
cristalina de la proteina indica que su forma activa es un homodimero [198]. La OPH tiene
un perfil de pH amplio (pH 8-10) con una actividad 6ptima a pH de 8.5 y temperatura de 50
°C.

La respuesta amperomeétrica de los biosensores compdsitos de OPH depende de la
actividad de la enzima inmovilizada en la superficie del electrodo. La actividad de la enzima
OPH se evalu6 por medidas espectrofotométricas por medio de un espectrofotémetro UV-
VIS Evolucion Thermo Scientific 605 y usando p-NP 10 mmol L como sustrato. La enzima
OPH fue extraida del producto de descontaminacion DEFENZ™ 130BG. El producto
granulado contiene 2.0% m/m de proteina se disolvié en agua desionizada, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La dispersion con 100 mg/ml se centrifugdé a 3000 rpm
durante 10 min. Una alicuota del sobrenadante resultante se utilizd para los ensayos

espectrofotométricos.

La actividad enzimatica de la enzima inmovilizada se estimo midiendo el incremento de
absorbancia a 400 nm de la solucion del p-NP formado durante la hidrolisis del paraoxon. El
cambio de absorbancia se produce cuando se introduce el electrodo modificado con OPH en
una cubeta espectrofotométrica durante 1.0 minuto en 990 pL de una disolucion agitada de
tampodn fosfato 0.1 mol L de pH 8.5 y 10 uL de sustrato paraoxén 10 mmol mL?. La

respuesta obtenida es directamente proporcional a la cantidad de enzima activa en la
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superficie del biosensor. La unidad de actividad enzimatica (U) se definié como el aumento
de la absorbancia de 0.001 por minuto a A=400 nm bajo las condiciones de ensayo a pH 8.5

y 25°C en una mezcla de reaccion de 1 ml que contiene paraoxon.

La actividad de la enzima se midi6 en la enzima libre y en la inmovilizada en cantidades
equivalentes, considerandose la actividad de la OPH libre el 100%. Para el ensayo con la
enzima libre se agregaron 980 pL de solucién PBS 0.1 mol L, pH 8.5.0, 10 uL solucion
enzimatica OPH 100 mg ml? y 40 uL de sustrato paraoxén 10 mmol mL™ en una cubeta

espectrofotométrica.
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3.3.1 PREPARACION DE BIOSENSORES NANOESTRUCTURADOS CON
NANOTUBOS DE CARBONO DE PARED MULTIPLE Y NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE CIRCONIO

El diagrama de bloques siguiente ilustra el trabajo experimental planeado:

Optimizacion

Tiempo
T Electrodeposicion de CS:0PH ég 2::
Determinacion del tiempo (1:1) 7.5 min
—— de electrodeposicion y 10.0 min
carga enzimatica Evaluacién de la actividad de la
OPH
bilidad de | ! .
P HH ; .
ermeabriidac de fa Oxidacién de PNP en GCE y S
— pelicula de CS por _ CS:OPH (1:1) — 5.0 min
Voltametria Ciclica - . 7.5 min
10.0 min
Desarrollo de un sensor p -
PP 7 . . anomateria
amperométrico basado en —» Cantidad de CS/2r02:0PH (1:1) 0.1 me/ml
OPH — nancmate'ria\, por { | > 0.25 ma/ml
voltametria ciclica CS/MWCNTs:OPH (1:1) 0.50 mg/ml
1.0 mg/ml
— Morfoldgica ——— Imagenes SEM
Y / r Voltametria ciclica
— Caracterizacion —1 | Electr i /
\ ectroquimica \— Cronoamperometria
\ " Impedancia electroquimica
Cuantificacion de OPs en FTIR P d
v muestras sintéticas
Determinacion de Ops
i Cuantificacion de OPs

- . en muestras reales
Caracteristicas Analiticas

|

Validacion de resultados

» Preparacién de dispersiones para electrodeposicion

Inicialmente, se prepar6 una solucion de CS 0.2% m/v por disolucion de la sustancia en
CH3COOH 0.1 mol L y se someti6 a ultrasonido por 30 min para acelerar el proceso de
disolucién. Luego, se prepararon dispersiones de CS con nanomateriales (MWCNTs y ZrO,),

afiadiendo una determinada cantidad de nanomaterial en 1 ml de hidrogel CS 0.2% m/v y
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fueron sonicadas por 10 minutos a 800 watt a temperatura ambiente. A continuacion, se
afiadié una cantidad de solucion enzimatica (100 mg ml™) a cada una de las dispersiones
nanocompuestas (enzima: dispersion 1:1), para obtener finalmente 4 dispersiones para la
electrodeposicion: (1) CS:OPH, (1) CS/ZrO,:0OPH, (llI) CS/MWCNTs:OPH, (1V)
CS/IMWCNTSs-ZrO,:OPH.

=  Pretratamiento del electrodo de carboén vitreo

Antes de llevar a cabo cada modificacion de la superficie electrodica, fue necesario
aplicar un pretratamiento de limpieza para obtener una superficie “limpia” y reproducible.
Para ello, el electrodo fue sucesivamente pulido con papel de lija abrasivo durante 1 minuto,

lavado con agua destilada y desengrasado con etanol.

=  Modificacion del electrodo

Una vez aplicado al electrodo el pretratamiento de limpieza anterior, se procedio a la
modificacion de la superficie electrodica, siguiendo las etapas que se describen a

continuacion:

Después de que el electrodo limpio se secd al aire, se realizdé la modificacion del
electrodo por electrodeposicion en su superficie por una pelicula biocompuesta, utilizando
las siguientes dispersiones de deposicion: (I) CS:OPH, (II) CS/ZrO.:0PH, (1)
CS/MWCNTSs:OPH y (IV) CS/ZrO>-MWCNTSs:OPH. La electrodeposicion del quitosano se
llevé a cabo mediante la aplicacién de un potencial constante de -3.0 V durante varios
intervalos de tiempo (2.5; 5.0; 7.5 y 10 min).

El proceso de electrodeposicidn del quitosano se basa en tres etapas [199]:
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1.- Protonacién en solucion &cida: etapa en la cual, el grupo amino presente en la unidad
basica de quitosano es cargado positivamente con los iones H* presentes en la solucion acida
en la cual se encuentra disuelto.

quitosano-NH; + H3O" — quitosano-NHz* + H20 (12)

2.- Reaccidn catodica: reaccion de reduccion de las moléculas de H2O sobre la superficie
del catodo para producir evolucion de hidrégeno y grupos OH', los cuales aumentan el pH
alrededor del catodo.

2H,0 + 2e" — Hy + 20H" (12)

3.-Neutralizacion del quitosano cargado positivamente.

quitosano-NHs* + OH™ — quitosano-NH; + H,0 (13)

El quitosano se vuelve insoluble cuando el pH es superior a su pKa (6.3). Como resultado, el
hidrogel de quitosano incorporado con OPH, MWCNTSs y ZrO; se electrodeposita localmente
sobre la superficie del catodo. Después de la deposicion el electrodo modificado se retir6 de
la solucién y fue lavado bajo tension repetidamente con agua destilada para eliminar las

particulas no unidas.

Después de dejar secar al aire, el electrodo modificado se mantuvo en vapor de en una
disolucion de glutaraldehido (GA) al 25% durante 15 min a temperatura ambiente, para llevar
a cabo la reticulacion del CS, que evita en gran medida la pérdida de enzima aumentando la
estabilidad del biosensor. El exceso de glutaraldehido se eliminé por lavado del electrodo
modificado en PBS pH 8.5, a 750 rpm durante 30 minutos. Por ultimo, los sensores
resultantes fueron almacenados en seco a 4.0 °C hasta realizar los analisis posteriores. La
ilustracion esquematica del procedimiento de paso a paso de la fabricacion de los sensores
se muestra en la figura 28. Para los ensayos de permeabilidad de la pelicula de CS, y
determinacion de las cantidades 6ptimas de nanomateriales, fue necesario la modificacion
del electrodo con las dispersiones antes mencionadas y albumina de suero bovino (BSA) 1
mg mL en lugar de OPH, en una relacion (1:1) dispersion: BSA.
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Electrodeposicion CS @

OPH % OPH:MWCNTs/ZrO2
s e | ec | R ik
' OPH:ZrO:  OPH:MWCNTs
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II @ 11X

Entrecruzamiento con GA

Figura 28. llustracién esquematica de la modificacion de los electrodos mediante electrodeposicién de

CS con diversos nanomateriales.
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3.3.2 PREPARACION DE BIOSENSORES NANOESTRUCTURADOS CON
NANOTUBOS DE CARBONO DE PARED MULTIPLE Y NANOPARTICULAS DE
HIDROXIAPATITA

Para la preparacion de estos sensores se llevo a cabo el mismo procedimiento descrito
con en el inciso 3.2.1 remplazando las nanoparticulas de ZrO por las nanoparticulas
de HA.

=  Modificacion del electrodo

La modificacion de la superficie del transductor electroquimico se realizé en un solo paso
por electrodeposicién simultanea de las mezclas: CS/HA y CSIMWCNT-HA con la enzima
OPH, mezclados en una proporcién de 1: 1. La electrodeposicion se llevé a cabo aplicando
un potencial constante de -3 V vs Ag, AgCI/KClsat durante 5 min. Después de dejar secar al
aire, el electrodo modificado se mantuvo en vapor de en una disolucién de glutaraldehido al
25% durante 15 min a temperatura ambiente, para llevar a cabo la reticulacion del CS. El
exceso de glutaraldehido se eliminé por lavado del electrodo modificado en PBS pH 8.5, a
750 rpm durante 30 minutos. Por Gltimo, los sensores resultantes fueron almacenados en seco
a 4.0 °C hasta realizar los analisis posteriores. La superficie del electrodo modificado se
puede ver en la figura 29. Se aplico la misma técnica para la preparacion de electrodos,
modificada con una mezcla de CS y alblmina de suero bovino (BSA, 1 mg mL™), en lugar

de OPH. Estos sensores fueron utilizados para las mediciones no enzimaticas.

[!

Figura 29. Esquema de modificacién del electrodo por electrodéposicién.

93

Universidad Autdnoma de Baja California



3.3.3 TECNICAS ELECTROQUIMICAS DE ANALISIS

Las técnicas empleadas durante el desarrollo de este trabajo han sido voltamperometria

ciclica, cronoamperometria, impedancia electroquimica y amperometria.

Voltamperometria ciclica

Las curvas de intensidad-potencial realizadas para comprobar el comportamiento de los
electrodos con los diferentes depositos nanoestructurados, se obtuvieron sumergiendo los
electrodos en la disolucion reguladora correspondiente y midiendo la respuesta
voltamperométrica a una velocidad de barrido de 0.1V s™. Posteriormente se midi6 la
respuesta voltamperométrica del electrodo en la misma disolucion reguladora en presencia

de una determinada concentracion del analito con la disolucién en reposo.

= Cronoamperometria

Se ha determinado el area electroquimica y la constante de velocidad catalitica para cada
uno de los electrodos modificados mediante cronoamperometria empleando disoluciones de
p-NP de diferentes concentraciones (0.0, 0.05 y 0.1 mM) en una celda en solucién PBS 0.1
mol L. Se registrd, en cada caso, el amperograma obtenido a un potencial constante de —
0.40 V.

» |mpedancia electroquimica

Se selecciond la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) como una técnica
de eleccién para la evaluacion de las propiedades de transferencia de electrones de los
electrodos modificados. Para la obtencién de los espectros de impedancia se sumergio el
electrodo de trabajo, el de referencia y el auxiliar en una celda que contenia una mezcla (1:1)
de K4Fe(CN)s y KzFe(CN)g 1.0 mmol L (Sigma) en solucion PBS 0.1 mol L. Las medidas
se han realizado aplicando una tension de modulacion de 10 mV y un potencial de +0.20 V
vs Ag, AgCI/KClsat). La impedancia se ha medido en el intervalo de frecuencia comprendido
entre 10 Hz a 10° Hz. Asi, con fines comparativos, se han obtenido los espectros de
impedancia del electrodo de carbono vitreo, asi como de las superficies modificadas con CS,
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nanoparticulas de ZrO;, MWCNTs, y OPH. Los experimentos de espectroscopia de
impedancia electroquimica se han realizado por medio de un analizador electroquimico
modelo 440A CH Instruments Inc., los EEUU).

= Amperometria para la determinacion de OPs

La determinacidn de paraoxon (como modelo de OPs) se realiza mediante amperometria
en disoluciones agitadas, aplicando el potencial deseado. Para ello, el biosensor desarrollado
se sumerge en la celda electroquimica que contiene 10 mL de la disolucién tampon PBS 0.1
mol L, de pH 8.5 y se aplica un potencial de +1.0 V vs. Ag, AgCI/KClsat, (potencia de
oxidacion de p-NP) agitando la disolucion a velocidad constante. En estas condiciones,
cuando la corriente de medida se estabiliza, se afiade con ayuda de una micropipeta, el
volumen deseado de la disolucién patrén de paraoxon, monitorizandose la intensidad de
corriente de la oxidacion del p-NP liberado por la enzima luego de la hidrolisis de paraoxén,
la cual se relaciona con la concentracion de paraoxon. A continuacion, se siguen afiadiendo
alicuotas de la disolucidn patron paraoxon y se sigue registrando la corriente de oxidacion
hasta que se alcanza el estado estacionario. Entre una medida y otra no es necesario aplicar

ningun tratamiento al biosensor.
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En este trabajo se han desarrollado diferentes configuraciones de biosensores
enzimaticos, basados en electrodos modificados por medio de la electrodeposicion de
quitosano con nanomateriales. A continuacion se discuten los aspectos mas relevantes de los
resultados obtenidos, con los biosensor de OPH utilizando diferentes superficies modificadas

CS, MWCNTSs, ZrO2NPs, y HANPs para la determinacion de pesticidas organofosforados.

4.1 BIOSENSORES NANOESTRUCTURADOS CON NANOTUBOS DE CARBONO
DE PARED MULTIPLE Y NANOPARTICULAS DE OXIDO DE CIRCONIO

4.1.1 OPTIMIZACION DE LAS PELICULAS BIOCOMPUESTAS

La inmovilizaciéon de la enzima OPH por atrapamiento en hidrogel con diferentes
nanomateriales se llevo a cabo mediante la técnica de electrodeposicién de CS sobre la
superficie de un electrodo de carbon vitreo. Con el fin de seleccionar la composicion éptima
de la pelicula enzimatica, se realizaron estudios mediante técnicas analiticas
voltamperometria ciclica y espectrofotometria UV-visible. Los parametros estudiados
fueron: efecto del tiempo de deposicidn, permeabilidad y cantidad de nanomateriales
atrapados en la biopelicula de quitosano.

4.1.1.1 Tiempo de electrodeposicion y carga enzimatica

En primer lugar se optimizo el tiempo de electrodeposicion, pardmetro que afecta
directamente la cantidad de enzima inmovilizada. Este experimento se realiz6 variando el
tiempo de electrodeposicion (2,5 min, 5 min, 7,5 min y 10 min) y los resultados se muestran
en la figura 30A. Como era de esperar, la actividad de la enzima inmovilizada (evaluada
espectrofotométricamente al medir la tasa de hidrolisis de paraoxdn), aument6 inicialmente,
con el aumento del tiempo de deposicion de 2.5 min a 5 min, con valores de 41.7 U y 82.6
U, respectivamente. Este hecho sugiere que el aumento del tiempo de deposicion favorece la
inmovilizacion de una mayor cantidad de enzima sobre la superficie del electrodo. Por el
contrario, los tiempos de deposicion prolongados (7,5 minutos y 10 minutos) llevaron a una

disminucion significativa de la actividad de la enzima (57,3 U y 38,3 U, respectivamente).
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La disminucidn de la actividad enzimatica observada, podria atribuirse a la aparicién de
restricciones difusionales. Dado que el aumento del tiempo de electrodeposicién puede
originar la formacién de multicapas enzimaticas sobre la superficie electrodica (como se
demuestra en la Figura 30B), donde una buena porcion de enzimas no tenga capacidad de
trasformar el analito debido a problemas estéricos. Como se muestra en la figura 30A, la
méaxima actividad de la enzima fue obtenida con 5 minutos, por lo cual este valor fue

considerado como 6ptimo.
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Figura 30. A) Comportamiento de la actividad de OPH en funcién del tiempo de electrodeposicién de CS a
2.5,5.0, 7.5y 10 min. (B) ilustracion del incremento del grosor de la pelicula con CS:OPH con el tiempo de
electrodeposicion.

4.1.1.2 Determinacion de la permeabilidad del recubrimiento electrodico

La permeabilidad de la pelicula de quitosano electrodepositada se evalu6 mediante el
estudio del comportamiento electroquimico de p-NP, utilizando un electrodo de GCE
modificado con CS/BSA. Se utilizd p-NP como sustancia electroactiva para realizar las
mediciones electroquimicas, ya que es el producto de la hidrélisis de pesticida paraoxon
catalizada por OPH.

Los voltamogramas ciclicos registrados para la oxidacion de p-NP con el electrodo CGE
y el electrodo modificado con CS:BSA con los distintos tiempos de electrodeposicion de

pelicula, se muestran en la Figura 31A. Se observo una disminucion evidente de la corriente
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de pico para la oxidacion de p-NP con el incremento del tiempo de electrodeposicion. Esta
disminucion demuestra claramente que la difusion de p-NP a través de la pelicula es
obstaculizada, debido a la reduccion de la permeabilidad de la biopelicula, por al aumento de

SuU espesor.

La permeabilidad de la biopelicula se expres6 como la relacion de la corriente de pico
anodico (Ip) para la oxidacion de p-NP con el CGE y con el CGE modificado con CS/BSA
(Ip/1po). En la Figura 31B puede observarse una disminucion importante de esta relacion con
el aumento del tiempo de electrodeposicion para la formacion de la pelicula con 7.5 min y
10.0 min. Estos datos concuerdan con los resultados de la actividad enzimatica. Por lo tanto,
los ensayos posteriores para la construccion de electrodos enzimaticos se realizaron
aplicando un tiempo de electrodeposicion de 5 min, ya que presentd una relacién intermedia

de permeabilidad.
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Figura 31. A) Voltamogramas ciclicos de p-NP 1 mmol L con el GCE y con el GCE modificado con
CS:BSA, aplicando un tiempo de electrodeposicion de CS de 2.5, 5.0, 7.5 y 10 min. (B) Comportamiento de la
permeabilidad de pelicula CS:BSA en funcion del tiempo de electrodeposicion.
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4.1.1.3 Cantidad optima de Nanomateriales

Otro factor relevante que afecta el desempefio de los biosensores es la cantidad de
nanomaterial atrapado en el quitosano. El efecto de la carga de ZrO>NPs y de los MWCNTSs
se investig por voltametria ciclica mediante la oxidacion de p-NP 0.1 mmol L en tampon
PBS 0.1 mol L. La respuesta de los electrodos modificados se evalud variando la cantidad
de ZrO2NPs y de los MWCNTSs con las concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5y 1 mg mL™ para
cada uno de las electrodos de carbdn vitreo con CS/ZrO2:BSA, CSIMWCNTSs:BSA, y
CS/IMWCNTSs-ZrO2:BSA. Las curvas voltametria ciclica registradas de la oxidacion de p-NP
para el electrodo y los electrodos modificados con las mezclas CS/ZrO.:BSA,

CS/MWCNTSs:BSA se muestran en la figuras 32 y 33 respectivamente.
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30 42
< 40
g csoimgzrozesa | L4
< -
-50 ; <
GE) -------- CS/0.25 mg Zro2:BSA | &
S / 40
60 | e CS/0.5 mg ZrO2:BSA
39
-0 T el CS/1.0 mg ZrO2:BSA
-80 38
1.3 1.2 1.1 1 0.9 0.8 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25
Potencial, V mg de ZrO,

Figura 32. A) Voltamogramas ciclicos de 0.1 mmol L p-NP en PBS 0.1 mol L%, pH 8.5 de GCE por
electrodeposicion de 5 min de CS/ZrO,:BSA con 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mg mL* de ZrO,. B) Comportamiento de
las corrientes de pico anddico para las nanoparticulas de ZrO».

Se previo que la respuesta del sensor aumentaria con el aumento de la cantidad del
nanomaterial, debido al aumento en el area de superficie de GCE y su actividad
electrocatalitica, asi como a la mejora de la electroconductividad de las peliculas de
nanocompuestas de quitosano [200]. Se observo un incremento de la corriente pico anddico
de p-NP para un aumento de la concentracion de ZrO,NPs hasta 0.5 mg mL™? y para un

aumento de la concentracion de MWCNTSs hasta 0.25 mg mL™.
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El aumento adicional de la cantidad de nanomateriales condujo a una disminucion de la
corriente de pico anddico dada la aparicion de impedimentos de difusion y de trasferencia de

electrones por la cantidad excesiva de nanomateriales, segun lo informado por otros autores
[200, 201].

0 46
_20 ,ooo..l".--‘--‘:::::::.—..-.-0-' 44
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-GE’—GO = 40
8 CS/0.1 mg MWCNTs:BSA
CS/0.25 mg MWCNTSs:BSA
-80 38
----- CS/0.5 mg MWCNTSs:BSA
~~~~~~~~ CS/1.0 mg MWCNTs:BSA
-100 36
1.3 1.2 11 1 0.9 0.8 0.7 0 0.3 0.6 0.9 1.2

Potencial, V mg de WMCNTSs

Figura 33. A) Voltamogramas ciclicos de 0.1 mmol L* p-NP en PBS 0.1 mol L, pH 8.5 de GCE modificado
por electrodeposicion de 5 min de CS/MWCNTs:BSA con 0.1, 0.25, 0.5y 1 mg mL* de MWCNTSs. B)
Comportamiento de las corrientes de pico anddico para las nanoparticulas de MWCNTS.

Por otra parte, un mayor contenido de nanoparticulas no genera un aumento en la
intensidad de respuesta analitica de los electrodos, lo cual puede estar asociado a una menor
estabilidad de la interfaz sensora, provocando el desprendimiento de estas nanoparticulas de
la superficie del electrodo. Por lo tanto, la carga 6ptima de las peliculas nanocompuestas de
quitosano aplicados para la fabricacion de los sensores con las mezclas CS/ZrO2:BSA,
CS/MWCNTSs:BSA y CS/IMWCNTSs-ZrO2:BSA fueron 0.5 mg mL* de ZrO2 y 0.25 mg mL"
! de MWCNTS, respectivamente.
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4.1.1.4 Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados con
nanomateriales

Los estudios realizados en este apartado estan encaminados a caracterizar y la
composicion del recubrimiento de la superficie electrodica con las mezclas y en condiciones
optimizadas: CS:BSA, CS/(0.5mg ml1)ZrO,:BSA, CS/(0.25mg mIY)MWCNTs:BSA vy
CS/(0.5mg mlI1)ZrO,-(0.5mg mIY)MWCNTs:BSA. Para ello, se realizaron estudios
electroquimicos con voltametria ciclica, cronoamperometria e impedancia electroquimica.
Los resultados obtenidos se comparan con los correspondientes a la misma superficie en
ausencia de las mezclas de quitosano con nanomateriales, con objeto de poner de manifiesto

las diferencias y las ventajas del disefio basado en el empleo de nanoparticulas.
a. Caracterizacion por Voltametria ciclica

La caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados se logro registrando y
analizando sus respuestas por voltametria ciclica a la oxidacion de p-NP. En la Figura 34, se
recogen los voltamperogramas ciclicos registradas de la oxidacion de p-NP correspondientes
con GCE y del GCE modificado con las cuatro mezclas; CS:BSA, CS/(0.5mg ml
1Zr0,:BSA, CS/(0.25mg mIY)MWCNTs:BSA y CS/(0.5mg mlH)ZrO.-(0.5mg ml
HMWCNTSs:BSA, sumergidos en una disolucion de p-NP 0.1 mmol L en tamp6n PBS 0.1
mol L y a una velocidad de barrido de potencial de 0.1V s*. Cada experimento se realizé

por triplicado.

Las curvas voltamétricas registradas, demostraron que la modificacion de los electrodos
provoco un cambio de potencial de pico anddico (Epa) que varié de 10 mV con CS/BSA a
40 mV para CS-ZrO>-MWCNTSs/BSA, en comparacion con el potencial de pico de la
oxidacion de p-NP con el ECG sin modificacion. El desplazamiento de los potenciales de
pico anddico fue positivo, lo que indica que la oxidacion de p-NP en electrodos modificados
requiri6 mayores sobrepotenciales, aumentando en el orden: CS:BSA, CS/(0.5mg ml
1Zr0,:BSA, CS/(0.25mg mIY)MWCNTs:BSA y CS/(0.5mg ml)ZrO2-(0.5mg ml
HMWCNTSs:BSA.
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos de 0.1 mmol L p-NP en PBS 0.1 mol L%, pH 8.5 con ECG y ECG
modificado con: CS/BSA, CS-0.5 mg ZrO2/BSA, CS-0.25 mg MWCNTSs/BSA y CS-0.50 mg ZrO»-0.25 mg
MWCNTSs/BSA.

La modificacion de electrodos resulté también en un cambio de corriente pico anddico
(Ipa) (datos mostrados en la tabla 6), es decir, disminuy6 con la aplicacién de CS/BSA, y
mostr6 claramente un aumento con la aplicacion de CS/BSA, CS-ZrO2/BSA,
CS/IMWCNTSs:BSA 'y CS/ZrO,-MWCNTS:BSA en comparacion con el GCE sin

modificacion.

La disminucién de corriente con CS:BSA se atribuy6 al incremento de la resistencia de
la pelicula y la aparicion de impedimentos de difusion y de trasferencia de electrones por la
cantidad excesiva de nanomateriales, segun lo informado por otros autores Qui et al. (2008)
y Demirkol et al. (2011) [200, 201]. El aumento de la corriente de pico anddico de p-NP
podria atribuirse al aumento de la superficie activa de los electrodos modificados y a la mayor
capacidad catalitica por la presencia de los nanomateriales ZrO,NPs y MWCNTSs [202].

103

Universidad Autdnoma de Baja California



Tabla 6. Valores promedios de corriente de pico anddico (lpa) de p-NP con GCE y con los electrodos
modificados: CS/BSA, CS/ZrO,.BSA, CS/IMWCNTs:BSA 'y CS/ZrO,-MWCNTSs:BSA.

Electrodo Ipa (LA)
GCE 3.95
CS:BSA 2.24
CS/0.5 mg ZrO,:BSA 4.32
CS/0.25 mg MWCNTSs: BSA 7.85
CS/0.25 mg MWCNTSs-0.5 mg ZrO2:BSA 10.05

b. Caracterizacion por cronoamperometria: area electroquimica y constante de

velocidad catalitica

El area electroquimica o area activa de un electrodo compdsito no corresponde en
principio al area geométrica, puesto que la superficie estd compuesta por material aislante y
material conductor. Dependiendo de la proporcion y distribucion de ambos materiales en la

superficie, el area activa sera diferente.

El célculo del area electroquimica activa de los electrodos se ha llevado a cabo
mediante cronoamperometria, empleando una disolucién de p-NP 0.1 mmol L en tampdn
PBS 0.1 mol L%, sin agitacion y aplicando un salto de potencial de 0.6 a 1.0 V. La variacion

de la corriente con el tiempo viene dada por la ecuacion de Cottrell.

La ecuacién de Cottrell es derivada de la segunda ley de Fick de difusion, y predice la
variacion de la corriente con el tiempo, cuando un potencial es aplicado bajo condiciones de
grandes sobrepotenciales. Esta ecuacion es limitada a procesos de deposicion controlados por
difusion del complejo idnico sobre la superficie del electrodo. El sobrepotencial en el cual la
reaccion ocurre debe ser lo suficientemente grande para asegurar el rapido decrecimiento de
la especie electroactiva (C*) en la superficie del electrodo, tal que el proceso sea controlado
por el gradiente de concentracion entre el seno de la solucion y la superficie del electrodo
[203].

nFADl/ 2¢c*
ox

10 =" (14)
Donde;
| = corriente, (A).

n = nimero de transferencia de electrones.
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F = constante de Faraday, (96 485 C mol™).

A = area geométrica del electrodo, (cm?).

C* = concentracion de p-NP, (mol mI™?).

D = coeficiente de difusion p-NP, (9.16x10° cm? s) [204].

t = tiempo transcurrido, (5).

Los datos obtenidos por cronoamperometria fueron utilizados para calcular los valores

de las areas activa de los electrodos, a partir de la pendiente de la representacion de la
intensidad de corriente frente a la inversa de la raiz cuadrada del tiempo.
Los cronoamperogramas correspondientes a disoluciones de p-NP de diferente concentracion
empleando el electrodo modificado con CS/MWCNTSs-ZrO2:BSA son presentadas en la
figura 35. Asimismo, se muestran las representaciones de la corriente en funcion de la inversa
de la raiz cuadrada del tiempo.

La cronoamperometria también se empled para evaluar la constante de velocidad
catalitica (kh), para la reaccion entre el p-NP y la los electrodos modificados acuerdo con el
método de Galus (1976) [205], a partir de la pendiente de las gréficas Ic/1. frente a t*2 (Figura

35 B), descritas por la siguiente ecuacion:

- mk,Ct (15)

IL
Donde;
Ic = corriente catalitica de la oxidacion de p-NP en los electrodos modificados, (A).
IL = corriente limitante ausencia de p-NP, (A).
k = constante de velocidad catalitica, (mol L s%).
C = concentracion de p-NP, (mol L?).

t = tiempo transcurrido, ().

Donde Ic es la corriente catalitica de la oxidacion de p-NP en los electrodos modificados
en A, I es la corriente limitante ausencia de p-NP en amperios, k es la constante de velocidad

catalitica (mol L s%), C es la concentracion de p-NP (mol L), y t es el tiempo transcurrido

().
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Figura 35. (A) Cronoamperogramas obtenidos con el GCE modificado con CS/MWCNTSs-ZrO,:BSA en PBS
0.1 mol L, pH 8.5. Potencial de 400 mV. Concentracién de p-NP: (a) 0 mmol L; (b) 0.05 mmol L%; (c) 0.1
mmol L. (B) Graficas de Cottrell y (C) gréaficas I/l vs. t2 derivadas de los cronoamperogramas.
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La constante de velocidad del proceso catalitico kn, se puede calcular con la ecuacién
15. A partir de la pendiente de las graficas Ic/I_ frente a t*2, el valor de ki puede calcularse
simplemente para una concentracion dada de sustrato (Figura 35C). Los valores promedios
calculados de la constante de velocidad del proceso catalitico para la oxidacion de p-NP se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Valores promedios del area electroquimicamente y kh de la oxidacién de p-NP para el GCE
modificado y sin modificacion.

Area Activa, Constante de velocidad

Electrodo -
mm2 Catalitica, L mol™ s*
GCE 19.65 1.79 x10®
CS:BSA 14.93 1.72 x10®
CS/ZrO2:BSA 22.66 1.84 x10°
CS/IMWCNTSs:BSA 24.38 5.02 x10°
CS/IMWCNTSs-ZrO,:BSA 24.65 7.12 x10°

Los datos presentados en la Tabla 7 demuestran que el atrapamiento de nanoparticulas
de ZrO> y MWCNTs en la pelicula de quitosano produjo un aumento de 1.52 y 1.63 veces
del érea activa de los electrodos CS/ZrO2:BSA y CSIMWCNTSs:BSA respectivamente, en
comparacion con la superficie electroactiva del electrodo de carbén vitreo modificado solo
con CS.

La modificacién adicional de la CS-MWCNTSs con nanoparticulas de ZrOz no result6 en
un aumento significativo de la superficie electroactiva de la GCE. Sin embargo, dio como
resultado una importante mejora de la capacidad catalitica del CGE modificado con CS-
ZrO.-MWCNTS:BSA, observandose un aumento de 4.14, 3.87 y 1.41 veces de la constante
de velocidad catalitica de la oxidacion de p-NP comparado CS/BSA, CS/ZrO; y
CS/MWCNTSs, respectivamente. Estos datos revelan la accion sinérgica de las nanoparticulas

de ZrO2 y los MWCNTs como mediadores de transferencia de electrones [206].
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c. Caracterizacion de las superficies electrdédicas mediante espectroscopia de

impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una técnica de gran utilidad para
investigar las caracteristicas superficiales de electrodos modificados. En este trabajo se
empled esta técnica para estudiar las propiedades de transferencia de electrones de los
electrodos modificados con cuatro peliculas bionanocompuestas: CS:OPH, CS/ZrO,:0PH,
CS/MWCNTSs:OPH y CS/ZrO,-MWCNTs:OPH. Para ello, se registraron los espectros de
impedancias de los electrodos correspondientes, empleando distintas proporciones los
nanomateriales. En la figura 36, se presentan los diagramas de Nyquist obtenidos empleando
los electrodos modificados con las biopeliculas electrodepositadas.

En la Tabla 8 se recogen los valores de la resistencia a la transferencia de carga
correspondientes a los diagramas de Nyquist. Como puede observarse, a medida que se van
incorporando diferentes nanomateriales a la superficie electrddica, va disminuyendo el

diametro del semicirculo (Rct) que aparece en la zona de altas frecuencias del diagrama de

Nyquist.
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Figura 36. Diagramas de Nyquist de sensores: CS:OPH/GCE, CS/ZrO,:OPH/GCE,
CS/MWCNTs:OPH/GCE y CS/IMWCNTs-ZrO,:OPH/GCE, medidas realizadas en medio Fe(CN)s*/* (1:1) 1.0
mmol L en PBS (0.1 mol L, pH 8.5).
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Esta disminucion de Rct indica la mejora sistematica de la eficiencia en el proceso de
transferencia de electrones en los electrodos. Este efecto se atribuye a las propiedades
electrocataliticas de los nanomateriales, asi como a la mejora de la conductividad de la
pelicula de quitosano en presencia de ZrO, y/o MWCNTSs. Estos resultados obtenidos
mediante espectroscopia electroquimica de impedancia concuerdan cualitativamente con las
observados utilizando voltamperometria ciclica, donde se obtiene una importante mejora de

la sensibilidad cuando se incorpora el nanomaterial a la matriz.

Tabla 8. Comparacion de la resistencia a la transferencia de carga de los diferentes electrodos modificados.

Electrodo Ret, Q
CS:OPH 14.8x10?
CS/Zr0O,:0PH 11.2x10?
CS/MWCNTSs:OPH 7.2x10?
CS/MWCNTSs-ZrO,:0PH 6.6x10°

4.1.1.5. Caracterizacion superficial de los electrodos mediante SEM

La figura 37 muestra las micrografias SEM a 1000x de aumento, de cada uno de los
electrodos modificados peliculas bionanocompuestas: (I) CS:OPH, (Il) CS/ZrO,:0OPH y (111)
CS/IMWCNTSs:OPH y (IV) CS/IMWCNTs-ZrO2:OPH.
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Figura 37. Imégenes SEM de las (1) CS:OPH/GCE, (Il) CS/ZrO,:OPH/GCE, (111) CSMWCNTs:OPH/GCE
y (IV) CS/MWCNTSs-ZrO,:OPH/GCE con un aumento de 1000X, voltaje de aceleracion de 20.0 kV' y
resolucion de 10 um.
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La imagen SEM 37.1, muestra que la superficie del GCE modificado con CS:OPH es
muy porosa Yy abierta, y presenta formas globulares, que indican la efectiva inmovilizacion
de la enzima. La incorporacion de nanoparticulas de ZrO- (figura 1) en las peliculas de CS
provoco cambios en la morfologia, como el aplanamiento y suavizado de la superficie de la
pelicula debido a la dispersién homogénea de las nanoparticulas de ZrO. La distribucién
regular de ZrO, se debe a las interacciones electrostaticas entre el CS catidnico y las

nanoparticulas de ZrO. cargadas superficialmente.

La figura 37.111 presenta la superficie de GCE modificada con CS/MWCNTSs:OPH. La
pelicula porosa tiene una gran area de superficie y se puede observar la distribucion

homogénea de los MWCNTSs en forma de pequefios paquetes y como estructuras tubulares
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formando una red tridimensional, esto se puede explicar debido a la envoltura de los
nanotubos con las cadenas de CS y el acoplamiento covalente de los nanotubos carboxilados

con los grupos amina libres del quitosano.

La imagen IV muestra que las peliculas preparadas con CS/MWCNTSs-ZrO2:0PH
presentan una estructura de capas corrugadas y superpuestas, también se observa una mayor
rugosidad de las superficies reforzadas con nanomateriales, en comparacion con la que solo
fue modificada con quitosano (figura 37.1). Esto indica las mejoras en las propiedades
mecanicas y en la permeabilidad del recubriemiento electrodico. Estas biopeliculas
electrodepositadas hibridas y homogéneas con caracteristicas reproducibles, superficie
aumentada y actividad catalitica mejorada son adecuadas para el desarrollo de sensores

electroquimicos.

4.1.1.6. Espectros Infrarrojo de electrodos modificados

Para investigar la naturaleza quimica de las peliculas enzimaticas electrodepositadas se
llevo a cabo una caracterizacion mediante espectrofotometria de absorcion en el infrarrojo.
Este estudio se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.1. Los
espectros de Infrarrojo por Transformadas de Fourier (FTIR) de CS, OPH, ZrO, y MWCNTSs-
COOH, asi como de las mezclas CS:OPH, CS/ZrO,:OPH, CS/MWCNTs:OPH vy
CS/IMWCNTSs-ZrO,:OPH se describen a continuacion.
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Figura 38. Espectros de FTIR de OPH, CSy mezcla CS/OPH.

En el espectro FTIR del CS se observan las bandas de los grupos funcionales
caracteristicos de la molécula de quitosano, una banda con dos picos sobresalientes, uno a
3.356 cm™ que corresponde a los grupos -OH del polimero y otra a 3279.4 cm™ por la
vibracion simétrica del enlace del grupo —NH. La banda 1583 cm es caracteristica del grupo
—NHz, a 1417 cm? corresponde al grupo CHz, en 1317 cm™ corresponde al -CH y
deformacion del C-CHs a 2871.2 cm™ corresponde al grupo —CH, a 1153 cm? es
caracteristica de la tension del asimétrica el grupo C-O-C, a 1031 cm™* corresponde a las
vibraciones del esqueleto propias de su estructura, y por tltimo a 896.27 cm™ la tension —CH

de los grupos anoméricos [207].
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El espectro de la enzima OPH muestra bandas de estiramiento del grupo C-O a 1044.90
cm™. Los picos a 3256.6 y 2930.6 cm™ se pueden atribuir al estiramiento de los enlaces O-H
y C-H, respectivamente. Los picos de absorcion ubicados en 1643.5, 1543 y 1411 cm™ se
deben a estiramiento aislado de C=C, torsién del grupo —CH: y flexién del enlace C-H
respectivamente. El espectro de la mezcla CS/OPH se muestra de forma similar al espectro
de OPH, con los mismos picos de absorcion. Este indica que la enzima esta efectivamente

inmovilizada en la pelicula de CS.
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Figura 39. Espectros de FTIR de ZrO, y mezcla CS-ZrO,/OPH

En el espectro del ZrO, se observa un pico a 516.0 cm™ que corresponde a la vibracion
simétrica del enlace Zr-O. Las sefiales ubicadas a 737.7 y a 1042.5 cm™ corresponden a la
vibracioén de los estiramientos de los grupos Zr-O-Zr y que caracteriza al 6xido de circonio
cristalino. También se observa una absorcion ancha de absorcion localizada en 3339 cm™
asignada a la frecuencia de estiramiento de los enlaces O-H de las diferentes especies
presentes en el solido y del pico situado en 1626 cm™ se atribuye a vibraciones de flexion de

tipo tijera de los protones del agua absorbida fisicamente.

El espectro de la mezcla CS-ZrO,/OPH muestra una absorcion intensa a 1045.68 cm™
del estiramiento del grupo C-O, a 3262.02 y 2933.2 cm atribuidos al estiramiento de los
enlaces O-H y C-H propios del quitosano. También se distinguen los picos 1643.5, 1543 y

1411 cm por el estiramiento de C=C, torsion del grupo —CH: y flexién del enlace C-H,
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respectivamente, son picos caracteristicos de la enzima OPH. La absorcién por la vibracion
de tension del C-N del quitosano cambid de 1372 a 1414 cm™. Esto muestra que podria haber

interaccion molecular entre la enzima y algunos sitios de la matriz.

CS-MWCNTs-COOH/OPH

Transmitancia, %

MWCNTs-COOH

\ \ : . ' r
4000 3000 2000 1000
Numero de onda, cm ™!

Figura 40. Espectros de FTIR de MWCNTs-COOH y mezcla CS-MWCNTs-COOH/OPH.

A partir del espectro FTIR del MWCNTs-COOH se observa un pico a 1084 cm™ y una
absorcion intensa centrada cerca de 1010 cm™ para el estiramiento del grupo C-O. El pico a
1634 cm™ corresponde al estiramiento del enlace C=C. La absorcion ancha centrada en 3000
cm™ ! corresponden a la vibracion del estiramiento de O-H, el pico a 1635 cm™ la vibracion
del enlace C=C conjugado del anillo de benceno y un pequefio pico de absorcién a 2320 cm”

! caracteristico del componente de grafitico de los MWCNTSs.

El espectro de la mezcla CS-MWCNTSs/OPH muestra un pico de absorcion cerca de 1530
cm caracteristico del componente grafitico de los MWCNTS y a 1045.55 cm™ una absorcion
intensa del estiramiento del grupo C-O del grupo carboxilo. Los picos a 3266.84 y 2933.2
cm! se pueden atribuir al estiramiento de los enlaces O-H y C-H, presentes en la enzima. Se
observa también un pico de absorcion pronunciado a 1624 cm™ debido a la union de los
grupos -COOH de los MWCNTSs con grupos —NH> del quitosano [208].
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Figura 41. Espectro de FTIR de mezcla CS-MWCNTSs-ZrO,-COOH/OPH

El espectro de la mezcla bionanocompuesta CS-MWCNTs-COOH-ZrO,/OPH muestra una
absorcion intensa del estiramiento del C-O del grupo carboxilo a 1043.42 cm™. La union
enzimatica (OPH) esta indicada por la aparicion de bandas de absorcion adicionales a 1637
y 1541 cm™, la primera debido al estiramiento del C=0 del grupo -COOH de MWCNTSs, y
la segunda se debe a la torsion del enlace NH: del grupo amino del quitosano. Ademas, se
observé una banda ancha alrededor de 3200 cm™ que se atribuye al enlace amida presente en
OPH

4.1.2 Caracterizacion analitica de los Biosenores para la determinacion de Paraoxon

La determinacion de pesticidas organofosforados aplicando los electrodos enzimaticos
modificados con nanocompuestos implica: (i) la hidrolisis catalizada por OPH del pesticida
y (i) la deteccion amperométrica del p-nitrofenol generado enzimaticamente. EI paraoxon
fue seleccionado como pesticida modelo para evaluar las prestaciones analiticas de los
sensores. Las mediciones amperomeétricas se realizaron midiendo el aumento de la corriente
de oxidacion del p-NP, generada tras adiciones sucesivas de paraoxon en 10 mL de disolucién
PBS 0.1 mol L? aplicando un potencial constante de +1.0 V frente a Ag, AgCI/KClsat,

teniendo en cuenta el potencial de la oxidacién de p-NP.
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4.1.2.1 Curva de calibracion, rango lineal y sensibilidad

La determinacién de paraoxén por los biosensores desarrollados se llevé a cabo en

condiciones experimentales Optimas, realizando mediciones amperométricas. La respuesta
de los sensores se resume en la tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas de calibracion de los biosensores frente a la determinacion de paraoxén

Electrodo LOD, LOQ, Sensitivity, Linear range,
pmcl)l L pmolL! nApmolL? pumol L
CS/OPH 0.20 0.66 4.50 5.0-40
CS-ZrO,/OPH 0.10 0.33 12.40 5.0-40
CS-MWCNTs/OPH 0.03 0.09 27.30 5.0-40
CS-MWCNTSs-ZrO,/OPH 0.02 0.03 33.12 5.0-40

El andlisis de los datos amperométricos nos permitié determinar las caracteristicas de
calibracién de los biosensores desarrollados. El limite de deteccion (LOD) se calculd de

acuerdo con el criterio de la relacion sefial/ruido=3. El limite de cuantificacion (LOQ) se
definié como 3.3xLOD.
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Figura 42. Respuestas amperométricas de los biosensores de nanocompuestos de quitosano a
concentraciones crecientes de paraoxon (A) y las correspondientes gréficas de calibracion (B). 0.1 mol L
PBS, pH 8.5; 25 °C.
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La pendiente de las curvas de calibracion dentro del intervalo de concentracion lineal
determind la sensibilidad de las determinaciones. Las respuestas amperométricas de los
biosensores al paraoxon y las correspondientes graficas de calibracion se muestran en la
Figura 46. La sensibilidad de las determinaciones aumento con el aumento de la superficie
activa y la capacidad catalitica de los electrodos enziméaticos modificados con
nanomateriales. Los mejores resultados, en términos de alta sensibilidad y bajo limite de
deteccion, se lograron aplicando los sensores CS-MWCNTS/OPH y CS-ZrO»-
MWCNTSs/OPH.

En la Tabla 10 se han resumido las caracteristicas analiticas de algunos métodos
recientes para la determinacion de paraoxén basados en biosensores electroquimicos de OPH
empleando métodos de inmovilizacion de OPH con algunos nanomateriales Los resultados
presentados en dicha tabla, evidencia que pocos sensores electroquimicos basados OPH
reportados en la literatura hasta ahora son capaces de alcanzar LODs como los alcanzados en
el presente trabajo. Los excelentes resultados analiticos de los sensores
CS/MWCNTSs:OPH/EGC y CS/ZrO,-MWCNTSs:OPH/EGC se atribuyeron a las propiedades
de los nanomateriales seleccionados, asi como a la biocompatibilidad de la matriz de
inmovilizacion enzimética y al apropiado procedimiento de inmovilizacion enzimatica, lo

que contribuy0 a la preservacion de la actividad de la OPH.

Tabla 10. Rendimientos analiticos de los sensores basados en OPH para la determinacion de paraoxon.

Electrodo LOD, Sensibilidad, Rango lineal, Ref.
umol Lt nA L umol? pumol L?

SWCNT/GCE 0.15 25.00 0.25-4.0 [174]
fMS/GCE 0.4 - - [176]
CS/GCE 2.0 22.2 5-82 [180]
SWCNT/GCE 0.01 2.40 0.5-8.5 [183]
Pasta de carbono 0.02 12.00 0.02-0.18 [209]
MC/CB/GCE 0.12 198.00 0.2-8.0 [210]
MWCNT/GCE 0.31 25.95 0.5-2.0 [211]
Pasta de carbono 0.90 1.45 4.6-46.0 [212]
CS-MWCNTSs-ZrO,/OPH 0.02 33.12 5.0-40 Este trabajo

Nota: CB, negro de carbono; MC, carbono mesoporoso; fMS, silice mesoporosa funcionalizada; SWCNT,
nanotubos de carbono de pared simple; MWCNTS, nanotubos de carbono de pared multiple.
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4.1.2.2 Reproducibilidad en la fabricacion del biosensor

La reproducibilidad del proceso de fabricacion de los biosensores CS/ZrO,:OPH/GCE,
CS/IMWCNTSs:OPH/GCE, y CS/ZrO,-MWCNTSs:OPH/GCE, caracterizada por la desviacion
estandar relativa (RSD), fue determinada a partir de la comparacion de las respuestas
amperométricas obtenidas por medida de 40 pmol L™ en dias diferentes, empleando 10

biosensores distintos fabricados de la misma manera.

Los resultados obtenidos proporcionan una RSD en el intervalo de 2.5-4.0% para 5
mediciones y aumentaron hasta 6.5% para diez mediciones. La diminucidn de la precision de
los analisis se atribuyo al ensuciamiento superficial del electrodo, debido a la polimerizacion
de los productos oxidativos de p-NP, como se describe en [180] por Stoytcheva, et al (2014).
Sin embargo, estos valores, inferiores al 10%, reflejan la buena reproducibilidad y precision

del proceso de construccidon de los biosensores enzimaticos.

Por otra parte, en el estudio de la repetibilidad, todas las condiciones se mantuvieron
idénticas, realizando 3 mediciones de la misma disolucion de sustrato con el mismo biosensor
en mimo dia. EL biosensor CS/MWCNTs-HA:OPH/GCE tuvo repetibilidad satisfactoria con
una RSD <3.0%, en comparacion con el biosensor sin nanomateriales CS:OPH/GCE (4.54%,

para n=3), sujeto al lento ensuciamiento de la superficie del electrodo.

4.1.2.3 Interferencias

Para este estudio se seleccionaron 2 compuestos quimicos con potencial efecto
interferente sobre la medida del biosensor: un pesticida del grupo triazinas como la atrazina
(200 pumol L) y un pesticidas organofosforado sin sustituyentes de p-nitrofenol como el
clorofos (200 pmol L1). Para ello se realizaron mediciones amperométricas a muestras de
paraoxén de concentracion 40 umol L7, en ausencia y presencia de los potenciales

compuestos interferentes.

Como resultado de estos experimentos se observo que los pesticidas atrazina y clorofos,
evaluados como posibles agentes interferentes no afectaron la sefial amperométrica del
biosensor, aun cuando su concentracién en la celda electroquimica fuera 5 veces superior a
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la de paraoxdn. La falta de tales interferencias demuestra que los sensores desarrollados
basados en OPH son (tiles para la determinacion selectiva pesticidas organofosforados con
sustituyente p-nitrofenol (paraoxon, paration, fenitrotion, etc.). En contraste con los sensores
basados en colinesterasas para la determinacion de los OPs, incapaces de distinguir las

subclases de los OPs.

4.1.2.4 Estabilidad de almacenamiento

Para determinar la estabilidad de almacenamiento del biosensor CS/MWCNTSs-
ZrO2:0OPH/GCE se prepararon 3 electrodos segun el protocolo descrito. Estos electrodos
fueron almacenados en oscuridad, en condiciones de sequedad, y fueron periédicamente
evaluadas mediante la determinacion de su respuesta amperométrica frente a 40 umol L de

paraoxon

La estabilidad de almacenamiento del sensor CS/MWCNTs-ZrO,:0PH/GCE
(mantenido seca a 4°C), se evalué midiendo su respuesta de corriente a 40 pmol L de
paraoxén y se compardé con la estabilidad de almacenamiento del sensor CS:OPH/GCE, como
se muestra en la Figura 43. La disminucién de la respuesta de corriente similar de ambos
sensores se atribuyo a la pérdida de actividad enzimatica, debido a las propiedades inherentes
del producto de descontaminacion DEFENZ™ 130BG utilizado como fuente de OPH. Las
enzimas de la linea DEFENZTM 130BG tienen un periodo de actividad en disolucién acuosa
de s6lo 8 horas. La estabilidad de almacenamiento extendida de los biosensores desarrollados
se atribuy6 a la biocompatibilidad de la matriz de inmovilizacion de enzimas y al

microambiente favorable, lo que contribuyd a la retencidn de la actividad enzimatica.
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Figura 43. Estabilidad de almacenamiento de los sensores CS:OPH y CS/ZrO,-MWCNTSs:OPH.

4.1.2.5 Aplicacion a matrices reales

El electrodo modificado con CS/ZrO,-MWCNTs:OPH se aplico para la determinacion
de OPs en agua de riego, recolectada de los canales del valle de Mexicali (Baja California,
México). Las muestras se filtraron y luego se les afiadié paraoxdn para obtener una
concentracion de 20.0 pmol L™ en celda, esta concentracion corresponde la a mitad del rango
de concentracidn de trabajo y podria considerarse como el punto de concentracion con mayor
precision. La recuperacién se calculd como la relacion entre el valor medio de la
concentracion de paraoxon encontrado y el paraoxon afiadido [213] los experimentos se
realizaron por triplicado. Se obtuvo una recuperacién promedio de 99.2%, que demostré la

buena exactitud de las determinaciones.
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4.2 BIOSENSORES NANOESTRUCTURADOS CON NANOTUBOS DE CARBONO
DE PARED MULTIPLE Y NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA PARA LA
DETERMINACION PARAOXON

El disefio de los biosensores enzimaticos considerd el empleo de electrodos de carbén vitreo
modificados por medio de electrodeposicion de quitosano con nanotubos de carbono y

nanoparticulas de hidroxiapatita atrapados en la matriz polimérica.

4.2.1. Optimizacién de las condiciones experimentales de ensamblaje del electrodo

Una vez establecidos el tiempo de electrodeposicion de las peliculas bionanocompuestas
y la actividad enzimatica de la OPH inmovilizada como se describi6 en los incisos 4.1.1.1y
4.1.1.2. El siguiente parametro a considerar fue la posibilidad de emplear electrodos de
carbon vitrificado modificados con nanoparticulas de HA y MWCNTS atrapados quitosano,
como interface de transduccion. Para ello se prepararon electrodos con este disefio, asi como

electrodos control sin modificacion.

4.2.1.1 Cantidad optima de Nanomaterial

La electrodeposicion de las peliculas bionanocompuestas se llevd a cabo, como se
menciono anteriormente, mediante la aplicacion de un potencial constante (-3.0 V frente a

Ag, AgCI/KClsat) durante un periodo de 5 min.

La respuesta de los electrodos modificados se evalud variando la cantidad de las
nanoparticulas de HA en con las concentraciones 1.0, 2.5, 5.0 y 10 mg mL™, en el hidrogel
de quitosano. El efecto de la carga de HANPs se investigd por voltametria ciclica mediante
la oxidacion de p-NP 0.1 mmol L. Las curvas de voltametria ciclica registradas de la
oxidacion de p-NP para los electrodos modificados con las mezcla CS/HA:BSA se muestran
en la figuras 44a y 44b respectivamente. En la figura 44a, se observa la influencia del
contenido de HANPs sobre la respuesta analitica de los electrodos. La respuesta de los
electrodos aumento con el aumento de la cantidad de nanoparticulas depositadas,

alcanzandose una maxima corriente de pico anodico con el electrodo construido con 5 mg
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mL™de HANPs. El aumento de la cantidad de HAPNs mayor a5 mg mL™ dio como resultado
una disminucion de la respuesta de los biosensores. De acuerdo con estos resultados se
empled una concentracion de 5 mg mL™* HANPs para la preparacion de los electrodos a

utilizar en experimentos posteriores.
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Figura 44. Voltamogramas ciclicos de 0.1 mmol L p-NP en PBS 0.1 mol L, pH 8.5 de electrodo de carbdn
vitreo modificado por electrodeposicion de 5 min, CS/HA:BSA (1.0, 2.5, 5.0, y 10 mg mL* de hidroxiapatita).
B) Comportamiento de las corrientes de pico anddico para las nanoparticulas de hidroxiapatita.

También, se estudio el efecto de la cantidad de los MWCNTSs (0.1, 0.25, 0.5y 1.0 mg
mL™) y de las nanoparticulas de HA (1.0, 2.5, 5.0 y 10 mg mL™?) incluidos en la mezcla de
quitosano tomando como variable de respuesta la sefial amperométrica de los electrodos
frente a concentraciones crecientes de paraoxon (incremento de concentracion: 40 umol L
1y, empleado un potencial de trabajo de +1.0 V vs. Ag, AgCI/KClsat, en las siguientes
condiciones: PBS 0.1 mol L%, pH 8.5y 25 °C.

En la figura 45 se muestra la influencia de la cantidad de nanomateriales sobre
sensibilidad de las determinaciones amperomeétricas de paraoxon utilizando los biosensores
construidos. Se apuntd a que el aumento de la carga de los nanomateriales contribuiria a
mejorar la sensibilidad de la cuantificacion de paraoxon, debido al aumento del area de
superficie activa de los electrodos y de la actividad electrocatalitica. La intensidad de
corriente anddica medida aumento con el aumento de la cantidad de nanomateriales,

alcanzando un valor maximo de respuesta analitica en los electrodos construidos con las
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concentraciones de 0.25 y 5 mg mL™ para los MWCNTSs y las HANPs. Estos resultados
obtenidos coinciden con los resultados obtenidos por medio de voltametria ciclica. Este
hecho permite sugerir que se necesita un grado optimo de cobertura del electrodo con

MWCNTs y HANPs para la formacion de interacciones estables entre dichos nanomateriales.

Asimismo, se comprobd que la respuesta de los biosensores no aumento con un mayor
contenido de MWCNTS. Lo que sugiere que una vez alcanzado el grado 6ptimo de cobertura
de los electrodos con los MWCNTS, un posterior enriquecimiento de la pelicula con este
material no mejora su interaccion con las nanoparticulas de HA. Por tal motivo, se empled
una cantidad de 0.25 mg mL* MWCNTs y 5 mg mL™* HANPs para el recubrimiento de los

electrodos preparados para experimentos posteriores.
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Figura 45. (A) Respuestas amperométricas de los biosensores frente a paraoxén (a) CS/MWCNTs(0.25
mgmL1)-HA(L1.0 mgmL™?):OPH (b) CS/MWCNTSs(0.25 mgmL*)-HA(5.0 mgmL1):OPH. (B) Variacion de la
sensibilidad de la determinacién amperométrica de paraoxon en funcién de la composicion de la mezcla de

quitosano.
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4.2.2 Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados

La caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados se realizé por medio de
voltametria ciclica y cronoamperometria como se describid anteriormente en el apartado
4.1.1.4 y los resultados obtenidos con CS:BSA fueron comparados con la mezcla que
contienes los dos nanomateriales MWCNTs y HANPs (en sus cantidades Optimas

encontradas experimentalmente) CS/HA:BSA,CS/IMWCNTs:BSA y CS/MWCNTs-
HA/BSA.

a. Caracterizacion por Voltametria ciclica

Los voltamogramas ciclicos registrados con las siguientes condiciones de operacion: 50
umol L p-NP, velocidad de barrido 0.1 V s PBS 0.1 mol L%, pH 8.5 y 25 °C, se muestran
en la Figura 46.
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Figura 46. (A) voltamogramas ciclicos de los GCE modificados frente a la oxidacion del p-NP. (B) Valor de
la corriente de pico de oxidacién de p-NP con los electrodos modificados: (a) CS/BSA, (b) CS/HA:BSA (c)
CS/MWCNTSs:BSA (d) CSMWCNTs-HA/BSA.

La Figura 46A demuestra que el comportamiento electroquimico de p-NP en el rango de

potencial seleccionado (+0.3 V a +1.15 V vs. Ag, AgCI/KClsat) aplicando varios electrodos
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modificados fue idéntico. Por lo tanto, el pico anddico registrado se atribuy6 a la oxidacion
irreversible de p-NP. Sin embargo, se observo un ligero cambio de potencial de pico de la
oxidacion de p-NP del electrodo modificado por la mezcla CS/BSA (+1.04 V vs Ag,
AgCI/KClsat). Asimismo se muestra claramente que la presencia de nanoparticulas de HA
favorece la oxidacion de la p-NP a un potencial méas bajo (+1.03 V frente a Ag, AgCI/KClsat),
mientras que la modificacion GCE del nanocompuesto CS/MWCNTSs:BSA causd un
pequefio aumento de potencial maximo (+1.05 V vs. Ag, AgCI/KClsat). La modificacion de
los electrodos utilizando diversas mezclas de quitosano también resultd en un aumento de
1.09, 1.26 y 1.32 veces en la corriente de pico de la oxidacion del p-NP de los electrodos
GCE modificados con CS/HA:BSA, CS/MWCNTs:BSA y CS/MWCNTs-HA:BSA,
respectivamente; en comparacién con la corriente de pico anddico, registrada con CS:BSA
(Figura 43B). Este aumento se atribuyd al aumento de la superficie electroactiva de los
electrodos modificados con las mezclas bionanocompuestas y al aumento de su actividad
catalitica, como lo confirman los datos presentados en la Tabla 11.

b. Caracterizacién por cronoamperometria: area electroquimica y constante de

velocidad catalitica

En la figura 44A se recogen los cronoamperogramas registrados con el electrodo modificado
con CS/IMWCNTs-HA:BSA en disoluciones de p-NP de diferente concentracién (0, 0.05 y
0.1 mmol L) en tampdn PBS 0.1 mol L, sin agitacion y aplicando un salto de potencial de
06al0V.

Los datos obtenidos por cronoamperometria fueron utilizados para calcular los valores
de las areas activa de los electrodos por la ecuacion de Cottrell como se indicé en el inciso
4.1.1.4; a partir de la pendiente de la representacion de la intensidad de corriente frente a la
inversa de la raiz cuadrada del tiempo (figura 47B). Del mismo modo se calcularon valores

promedios de las areas de los demas electrodos. Estos valores son mostrados en la tabla 11.
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Figura 47. (A) Cronoamperogramas obtenidos con CS/MWCNTs-HA:BSA; Concentracién de p-NP: (a) 0
mmol L'%; (b) 0.05 mmol L; (c) 0.1 mmol L. (B) Graficos de Cottrell derivados de los cronoamperogramas.
(C) Graficos Ic / I vs. ty2 derivados de los cronoamperogramas.

Del mismo modo, la cronoamperometria también se emple6 para evaluar la constante de
velocidad catalitica kh, para la reaccién entre el p-NP y los electrodos modificados acuerdo
con el método de Galus (1976) [205], a partir de la pendiente de las graficas Ic/I. frente a tis

(Figura 47B), descritas por la ecuacion descrita en el inciso 4.1.1.4.

Los datos presentados en la Tabla 11, demuestran que el electrodo de GCE modificado
con CS/IMWCNTs-HA/BSA exhibié mayor actividad catalitica y mayor area de superficie
electroactiva en comparacion con los electrodos GCE modificadas por CS:BSA y
CS/HA:BSA, lo que se atribuye a la accion sinérgica de los componentes individuales. Sin
embargo, el area electroquimica de electrodo con CS/MWCNTs-Ha:BSA fue menor en
comparacion con la modificada con CS/MWCNTSs:BSA.

Tabla 11. Valores promedios del area electroquimicamente activa y de la constante de velocidad catalitica de
la oxidacion de p-NP para los electrodos de carbdn vitreo modificados.

Electrodo Area (mm?) Constante de velocidad
Catalitica, L mol* s
GCE 19.65 1.79 x10°
CS:BSA 14.93 1.72 x10°
CS/HA:BSA 18.63 6.94 x10°
CS/IMWCNTSs:BSA 24.38 5.02 x10°
CS/MWCNTSs-HA:BSA 23.02 7.75 x10°
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4.2.3 Caracterizacion superficial de los electrodos mediante SEM

La figura 48 muestra las micrografias SEM a 1000 X de aumento, de cada uno de los
electrodos modificados con peliculas bionanocompuestas: (I) CS:OPH, (1I) CS/HA:OPH y
(111) CSIMWCNTSs:OPH y (IV) CS/MWCNTSs-HA:OPH.

La imagen SEM 48 1, de la superficie del GCE modificado con CS:OPH, que no
contiene nanomateriales, muestra una morfologia similar a la de una hoja arrugada, la
superficie es muy porosa y abierta, y presenta formas globulares que corresponden a la
enzima OPH. La incorporacion de nanoparticulas de HA (figura 48 1) en las peliculas de CS
provoco cambios en la morfologia, como el aplanamiento y suavizado de la superficie, asi
como una disminucion de la porosidad de la pelicula, debido a la dispersion uniforme de las
nanoparticulas de HA, las cuales se aprecian claramente como diminutos puntos blancos,
distribuidas al azar por toda la capa del bionanocompuesto sobre el electrodo de carbén
vitrificado.

La figura 48 111 presenta la superficie de GCE modificada con CS/MWCNTs:OPH. La
pelicula porosa tiene una gran area de superficie y se puede observar la distribucion
homogénea de los MWCNTSs en forma de pequefios paquetes y como estructuras tubulares
formando una red tridimensional, esto se puede explicar debido a la envoltura de los
nanotubos con las cadenas de CS y el acoplamiento covalente de los nanotubos carboxilados

con los grupos amina libres del quitosano.

Como se muestra en la figura 48 111 de la pelicula preparada con CS/MWCNTSs:OPH, mostro
una morfologia de laminas ligeramente plegadas, las cuales forman nanoestructuras
tridimensionales voluminosas. Sobre estas estructuras laminares se aprecian claramente las
nanoparticulas HA, las cuales se encuentran distribuidas al azar por toda la capa del
bionanocompuesto de quitosano.

Es claramente evidente a partir de estos resultados que las nanoparticulas de HA y los
MWCNTSs, se incorporaron uniformemente en las peliculas electrodepositadas del quitosano.
El excelente rendimiento de los bionocompuestos se atribuyd a las excelentes propiedades
del quitosano como agente dispersante para los de los nanomateriales seleccionados, asi

como a la apropiada técnica de electrodeposicion.
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Figura 48. Imagenes SEM de las peliculas electrodepositadas de CS:OPH, CS/HA:OPH, CS/MWCNTs:OPH
y CS/MWCNTs-HA:OPH.

4.2.4 Espectros de FTIR de electrodos modificados

En la figura 49 se representa el espectro de infrarrojo de la hidroxiapatita. En él se pueden
observar las bandas caracteristicas del grupo fosfato, correspondientes a las vibraciones de
estiramiento de los enlaces P-O a 1021, 959, 599, 564 cm™. Los nimeros de onda 1422.9 y
1461 cm™ corresponden a pequefias cantidades de COs? que se forman en la mezcla de

reacciona partir del CO absorbido durante la sintesis de HA a condiciones atmosféricas.

128

Universidad Auténoma de Baja California



El espectro de la mezcla CS-HA/OPH, muestra una absorcion intensa del estiramiento
del C-O del grupo carboxilo a 1043.42 cm™. Los picos a 3261.08 y 2928 cm™ se pueden
atribuir al estiramiento de los enlaces O-H y C-H, respectivamente. Los picos de absorcion
ubicados en 1636.6, 1541 y 1411 cm™ se deben a estiramiento aislado de C=C, torsién del

grupo —CH> y flexién del enlace C-H respectivamente.
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Figura 49. Espectros de FTIR de HAPNs y mezcla CS-HA/OPH.

Por otro lado, el espectro de la mezcla CS/MWCNTs-COOH-HA/OPH en la figura 50,
muestra una absorcion intensa del estiramiento del C-O del grupo carboxilo a 1012.06 cm™.
Los picos a 3270 y 2928 cm* se pueden atribuir al estiramiento de los enlaces O-H y C-H,
respectivamente. La banda de absorcidn de intensidad media, relativas a la vibracion del
grupo amino a una frecuencia entre 1650-1560 cm™. Los picos de absorcion ubicados en
1541y 1411 cm™ se deben a la torsion del grupo —CH; y flexion del enlace C-H. También se
pueden observar las bandas caracteristicas del grupo fosfato, correspondientes a las
vibraciones de estiramiento de los enlaces P-O a 1041.43, 923.08, 830.13 cm™,
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CS/MWCNTs-HA:OPH.
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Figura 50. Espectros de FTIR de la mezcla CSIMWCNTs-HA/OPH.

4.2.5 Caracterizacion analitica del sensor CS/MWCNTs-HA/OPH para la
determinacion de Paraoxén

4.2.5.1 Curva de calibracion y rango lineal

Las determinaciones de paraoxon aplicando la mezcla optima CS-MWCNTSs(0.25
mgmL71)-HA(5.0 mgmL1)/OPH se realiz6 midiendo el aumento de la corriente de oxidacion
del p-NP, generada tras adiciones sucesivas de paraoxén en 10 mL de disolucion PBS 0.1
mol Lt en el rango de 20-180 umol L. Las gréficas y curvas de calibracion correspondientes
se presentan en la figura 51.

Las mediciones amperomeétricas se realizaron a un potencial constante de +1.1 V vs. Ag,
AgCI/KClsat para asegurar una alta tasa de oxidacion de p-NP. EIl biosensor exhibié una
respuesta rapida y sensible al cambio de la concentracién de paraoxon lo cual probo el buen

comportamiento electrocatalitico del electrodo enzimatico de OPH. EIl tiempo de respuesta
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fue menos de 15 s. En la curva de calibracion la corriente aumenta a medida que la
concentracion de paraoxon aumenta y la corriente alcanza un valor de saturacion a una
concentracion de paraoxon alta, lo que sugiere que los sitios activos de las unidades de
enzima estan saturados a esos niveles de paraoxon. En un rango de concentracion de 5 a 80

umol L2, el electrodo proporciona una respuesta lineal a paraoxon.
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Figura 51. (A) Respuestas amperométricas del electrodo modificado con CS-MWCNT-HA/OPH a
concentraciones crecientes de paraoxén (20 umol L*) (B) la gréfica de calibracién correspondiente.

La sensibilidad de la determinacion, es decir, la pendiente de la grafica de calibracién
dentro del rango de concentracion lineal, se fue de 5.10 nA L pmol™. El limite de deteccion,

calculado sobre la base de sefal/ruido=3, fue de 0.1 pmol L.

En la Tabla 12 se han resumido las caracteristicas analiticas de algunos métodos

recientes para la determinacion de paraoxon basados en biosensores electroquimicos de OPH
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empleando métodos de inmovilizacion enzima con algunos nanomateriales. De esta
comparacion pueden deducirse conclusiones anélogas a las de los biosensor CS/MWCNTS-
ZrO./GCE. Entre otras, las mas importantes son la obtencion de un amplio intervalo de
linealidad y de un limite de deteccion comparable a los mas bajos encontrados en la
bibliografia. Lo que confirma que la modificacion del electrodo con el hibrido
bionanocompuesto CS-MWCNTs-HA:OPH contribuye a la mejora de su rendimiento

analitico.

Tabla 12. Rendimientos analiticos de los sensores basados en OPH para la determinacion de paraoxon.

Electrodo LOD, Sensibilidad, Rango lineal, Ref.
umol LT nA L umol? pumol L

SWCNT/GCE 0.15 25.00 0.25-4.0 [174]
fMS/GCE 0.4 - - [176]
CS/GCE 2.0 22.2 5-82 [180]
SWCNT/GCE 0.01 2.40 0.5-8.5 [183]
Pasta de carbono 0.02 12.00 0.02-0.18 [209]
MC/CB/GCE 0.12 198.00 0.2-8.0 [210]
MWCNTSs/GCE 0.31 25.95 0.5-2.0 [211]
Pasta de carbono 0.90 1.45 4.6-46.0 [212]
CS/IMWCNTs-HA/GCE 0.10 5.10 5.0-80.0 Este trabajo

Nota: CB, negro de carbono; MC, carbono mesoporoso; fMS, silice mesoporosa funcionalizada; SWCNT,
nanotubos de carbono de pared simple; MWCNTSs, nanotubos de carbono de pared multiple.

4.2.5.2 Reproducibilidad en la fabricacion del biosensor

La reproducibilidad de las determinaciones, depende de la reproducibilidad de la técnica
elegida para la modificacion del electrodo. La reproducibilidad, caracterizada por la RSD y
evaluada mediante la comparacion de los amperogramas obtenidos por medida de 40 umol

L en dias diferentes, empleando 10 biosensores distintos fabricados de la misma manera.

La RSD de la respuesta de corriente del biosensor CS/IMWCNTs-HA:OPH/GCE para
cinco determinaciones sucesivas de 40 umol L paraoxén fue 3.78% y para diez medicines,
aumento hasta 7.29%. La diminucién de la RSD con el aumento de analisis se puede atribuir
al ensuciamiento superficial del electrodo, debido a la polimerizacién de los productos
oxidativos de p-NP. Sin embargo, estos valores, inferiores al 10%, reflejan la buena

reproducibilidad del proceso de construccion del biosensor enzimatico.
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Por otra parte, en el estudio de la repetibilidad, todas las condiciones se mantuvieron
idénticas, realizando 3 mediciones de la misma disolucidn de sustrato con el mismo biosensor
en mimo dia. El biosensor CS/MWCNTs-HA:OPH/GCE tuvo repetibilidad satisfactoria con
una RSD <3.0%, en comparacion con el biosensor sin nanomateriales CS:OPH/GCE (4.54%,
para n=3), sujeto al lento ensuciamiento de la superficie del electrodo. La capacidad de los
CNTs para disminuir los efectos de ensuciamiento de la superficie de los electrodos se

comenta en la literatura, pero aun no se entiende completamente [208].

4.2.5.3 Interferencias

Para este estudio se seleccionaron 2 compuestos quimicos con potencial efecto
interferente sobre la medida del biosensor: un pesticida del grupo triazinas como la atrazina
(200 pmol L) y un pesticidas organofosforado sin sustituyentes de p-nitrofenol como el
clorofos (200 pmol L1). Para ello se realizaron mediciones amperométricas a muestras de
paraoxén de concentracion 40 umol L, en ausencia y presencia de los potenciales

compuestos interferentes.

Como resultado de estos experimentos se observo que los pesticidas atrazina y clorofos,
evaluados como posibles agentes interferentes no afectaron la sefial amperométrica del
biosensor, aun cuando su concentracién en la celda electroquimica fuera 5 veces superior a
la de paraoxdn, ya que la enzima OPH cataliza especificamente la hidrdlisis de los OPs

sustituidos con nitrofenilo.

4.2 5.4 Estabilidad de almacenamiento

La estabilidad del biosensor se evalué mediante el registro periodico de la respuesta
obtenida amperométrica con 40 umol L™ de paraoxdn, realizando las medidas en el medio
de trabajo 0.1 mol L PBS, pH 8.5 y 25°C. Entre las mediciones el biosensor se almacend
en seco a 4°C. No se observé disminucion evidente de la corriente promedio en la respuesta

del biosensor durante el periodo de prueba de 4 dias, partir de ese dia comienza a disminuir
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la corriente promedio en 36% de su valor inicial y se mantuvo estable durante 5 dias. En el
décimo dia, se redujo rapidamente al 10% de su valor inicial. La pérdida de estabilidad se
debid evidentemente a las propiedades intrinsecas de la preparacion enzimatica DEFENZ™

130BG, utilizada en este trabajo vida Util de 8 horas en solucion acuosa.

100

(€]
o

D
o

N
o

Respuesta del biosensor,%
N

o

\
\
\
\
| | ® CS/MWCNTs-HA:OPH
\
\
\
\
\
I II I II |\
\
-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo, dias

Figura 52. Estabilidad del biosensor de CS-MWCNTs-HA:OPH

La respuesta estable se atribuy6 a la buena inmovilizacion de la enzima en la estructura
suave y humeda del quitosano, ademas del microambiente favorable proporcionado también
por la HA que permitié la preservacion actividad de la enzima durante un periodo mas largo.

4.2.5.5 Porcentaje de recuperacion

La precision de las determinaciones se evalué mediante experimentos de recuperacion
paraoxén en las muestras de agua del grifo. La recuperacion, de acuerdo con las
recomendaciones de la IUPAC [213], se estim6 calculando la proporcidon de la concentracion
de paraoxon encontrada con la del paraoxdn agregado en tres niveles diferentes dentro del
rango de concentracion lineal (20, 40 y 60 mmol L). Los resultados obtenidos se incluyen
en la Tabla 13. Las altas recuperaciones de paraoxdn mostraron resultados satisfactorios con
un promedio en el rango de 98.4% a 101.2%, lo que confirma la validez de este nuevo
biosensor y demuestran también una ausencia de efectos de la matriz cuando se utiliza el

agua del grifo.

Tabla 13. La recuperacion de la paraoxén en agua de grifo.
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Paraoxén agregado

Paraoxon encontrado

Recuperacion

Muestra umol L1 pmol L1 %

20 20.05 101.2%

Agua del grifo 40 40.00 100%
60 59.00 98.4

Universidad Autdnoma de Baja California
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A partir de los resultados obtenidos y descritos en la Memoria de esta Tesis doctoral se ha
Ilegado a las siguientes conclusiones:

1. La electrodeposicion catodica de quitosano sobre GCE con nanomateriales como
MWCNTSs y las nanoparticulas de ZrO> son capaces de crear un microambiente muy
adecuado para la inmovilizacion efectiva de la enzima OPH. Esto ha hecho posible el
desarrollo de nuevos biosensores amperométricos enzimaticos para la determinacion de
paraoxon. El biosensor CS/IMWCNTSs-ZrO2:OPH/GCE presenta buenas caracteristicas
analiticas, destacando una elevada sensibilidad y estabilidad, bajo limite de deteccion,
buena estabilidad y un rapido tiempo de respuesta. La utilidad del biosensor desarrollado
ha quedado demostrada en el analisis agua de riego, recolectada en canales del valle de
Mexicali. La metodologia empleada compite favorablemente con las técnicas clasicas,
complejas y largas, lo que convierte a este biosensor en una atractiva herramienta

analitica para la deteccidn rapida y en campo de pesticidas organofosforados.

2. Asimismo, se prepararon biosensores amperométricos de OPH nanoestructurados con
MWCNTSs y nanoparticulas de hidroxiapatita mediante la estrategia simple y en un solo
paso de electrodeposicidn catddica de quitosano. El efecto sinérgico de los MWCNTSs y
las nanoparticulas de hidroxiapatita mejoré el rendimiento analitico del biosensor CS-
MWCNTs-HA/OPH/GCE, comparado con otros métodos analiticos descritos en la
literatura. La precision de las determinaciones del biosensor desarrollado, ha quedado
demostrada con los ensayos de recuperacion de paraoxdn en muestras de agua de grifo.
Las altas recuperaciones de paraoxon mostraron resultados satisfactorios con un

promedio de 99.8 %, lo que confirma la utilidad de este nuevo biosensor.

3. La caracterizacion electroquimica de los bionanocompuestos de quitosano sobre el
electrodo GCE se llevd a cabo aplicando diversas técnicas voltametria ciclica,
cronoamperometria, impedancia electroquimica. Se demostré que tanto su actividad
catalitica como el area de superficie activa de los electrodos varian con el contenido de
nanomateriales. Los mejores resultados se obtuvieron con las cantidades Optimas
encontradas para MWCNTs, ZrO;NPs y HANPs fueron 0.25, 0.5 y 5.0 mg mL*

respectivamente.
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4. El impacto del uso de nanomateriales de carbono en los sistemas electroquimicos CS-
MWCNTs-HA/OPH/GCE y CS/IMWCNTSs-ZrO2:0PH/GCE qued6 demostrado con el
buen desempefio analitico de los biosensores, la mayor capacidad electrocatalitica y area
de superficie activa de los electrodos modificados, asi como su capacidad para disminuir
los efectos de ensuciamiento de la superficie de los electrodos causados por productos

poliméricos de oxidacion.

5. Los resultados obtenidos demuestran la utilidad electroanalitica de los biosensores
nanoestructurados desarrollados, los cuales mostraron bajos valores de desviacion
estdndar relativa para la repetibilidad de las medidas y la reproducibilidad inter-
electrodo, lo que demuestra la fiabilidad de los procesos de fabricacion y sugiere la
posibilidad de utilizar estos biosensores para la determinacién de pesticidas en muestras

medioambientales sin necesidad de pretratamiento.
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Chapter 3

FENITROTHION: STRUCTURAL FEATURES,
APPLICATIONS, TOXICITY MECHANISMS
AND EFFECTS OF EXPOSURE ON HUMAN

HEALTH - A REVIEW

M. T. Belefiol, M. Stoytcheval, R. Zlatev!,
G. Montero’, R. Torres’ and L. Toscano’

Lautenomous University of Baja California,
Engineering Institute,
Mexicall, Mexico
“Technological Institute of Mexicali,
Mexicall, Mexico

ABSTRACT

Fenitrothion 1z a broad spectrum organophosphate pesticide used in
agricultural production for insects and mollusks control 1n various crops.
It 1z used 1n public health programs and domestic hygiene as well (for
malatta and dengue control) due to its high tomicity to insects and
low persistence in the enwironment. However, feritrothion i1z laghly
tozic to human health, as well as for the ammals, and causes serious
environmental problems Like other organophosphorus compounds,
ferutrothion affects the nerve impulses transmission. It also inlubits
irreversihly the acetylcholinesterase, an enzyme present 1n wertehrates
and insects catalyzing  wvery efficiently  the hydrolysiz  of  the
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Abstract: Background: The high acute toxicity of the organophosphorus pesticides (OPs) imposes the
development of simple, rapid, sensitive, and reasonably priced analytical m ethods for their in situ deter-
mination. The electrochemical biosensors-based t echniques for O Ps d etermination complete with these
requirements.

Objective: The objective of this work was the development of an amperom etric biosensor with improved
analytical performances for the direct organophosphorus pesticides determination, applying a novel chito-
san-based bionanocomposite for glassy carbon electrode (GCE) modification.

Method: The bionanocomposite sensing platform w as created by a simple, one -step e lectrodeposition
onto the surface of the GCE of chitosan-entrapped carbon nanotubes (CS-CNTs), ZrO; nanoparticles, and
organophosphorus hydrolase (OPH). The electrochemical and analytical characterization of the modified
electrodes was achieved by rec ording and analysing their C V, chronoamperometric, and amperometric
ARTICLE HISTORY regponses.

Received: Decernber 23, 2016 : : . :
R:z;; Fe;cu?y TB 20171 Results: The electroactive surface area of the CS-CNT-ZrO;-modified GCE (22.66 mmz), and its catalytic
Accepled: February 12,2017 activity toward the electrochemical oxidation of p-nitrophenol, which is the product of the OPH-catalyzed

hydrolysis of the nitrophenyl substituted O Ps (catalyticrate constant1.84 x 10°L mol’ s'l) w ere in-
creased. The synergistic action of the CNTs and the ZrO; nanoparticles also led to the improvement in the
biosensor’s analytical performances in comparison to the performances of the CS/OPH, CS -ZrO,/OPH,
and CS- CNT/OPH m odified G CEs; paraoxon was quantified with a sensitivity as high as 33.1nA L
pmol'l, dynamic concentration range extended upto 40 pmol L™, and LOD as low as 20 nm ol L™\, The
determination was not affected by the presence of triazine pesticides and OPs without nitrophenyl sub-
stituents. The developed biosensor was applied for paraoxon determination in spiked samples of imrigation
water with a satisfactory accuracy.

Dor:
10.2174/15734110136661703070944

Conclusion: An amperometric biosensor for OPs determination was developed using a novel bionano-
composite for GCE modification. The synergistic action of the individual components converted it in a
high performant platform for the direct, sensitive, and selective paraoxon determination.

Keywords: chitosan bionanocomposite, CNT, ZrO,, organophosphorus hydrolase, paraoxon.

1. INTRODUCTION spectrum, ra pid bi odegradation, a nd low bi oaccumulation
[5]. Therisks they pose are due to their high acute t oxicity
[4, 6, 7], which imposes the de velopment of s imple, rapid,
sensitive, and reasonably priced analytical methods for t heir
in situ d etermination. The electrochemical biosensors-based
techniques for OP s de termination ¢ omplete wit ht hese r e-
quirements [8-11], in contrast to the currently used off site,
sophisticated, t ime-consuming, and e xpensive ¢ hroma-
tographic methods [10, 12, 13].

The organophosphorus pesticides (OPs) are organophos-
phates compounds, whichinclude the synthetic e sters, am-
ides, and t hiol de rivatives of t he phos phoric, phos phonic,
phosphorothioic, and phosphonothioic acids [1-4]. The bene-
fits of the OPs application in the modern agricultural practice
area ssociated w ith theiref fectiveness,b road target

Address ¢:omispondence & thifs aiithor atith e In stitnto.d e Tngenieria, The e lectrochemical b iosensors f or O Ps q uantification
Autonomous U niversity of B aja California, Blvd. B. Juarezy cal ledel a s ic. Thevi 1 5 ha.
Normal s /n, 21280 M exicali, Mexico; T el/Fax: +52- 686-5664150; E-mail: are mainly amperometric. They involve two sensing mecha-
margarita.stoytcheva@uabe.edu.mx nisms: (i) OPs hydrolysis catalysed by t he enzyme organo-
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Nuevo Biosensor Incorporado Con MWCNTS E Hidroxiapatita
Para La Determinacion De Paraoxon

Belefio Cabarcas Mary Triny, Stoytcheva Stilianova Margarita, Koytchev Zlatev Roumen, Montero
Alpirez Gisela, Valdés Salas Benjamin, Torres Ramos Ricardo

Instituto de Ingenieria, Universidad Autdnoma de Baja California, Blvd. Benito Juiarez y calle de la
Normal §/N, Mexicali, Baja California, 21280, México matribecal 504@hotmail.com

Resumen

Se desarrollo un biosensor amperomeétnco basado en crganofosforado hidrolasa (OPH) para la
determinacion directa v sensible de paraozon La enzima OPH fue inmovilizada sobre un
electrodo de carbon witreo (GCE) mediante la electrodeposicion de quitosano (CS) con
nanotubos de carbono de p:a.redee muluplﬁ AMWCNTS) v nmopa.mculas de h:ld.mzlapﬂnta fH.-‘L]
Se estudiaron varios parametros como la cazgz de MWCNTs v HA v el area electroquinmica activa
del sensor También, se evaluaron las caractenisticas analiticas de cada uno de los biosensores. La
sensibilidad de las determinaciones se aumento considerablemente, pracias al aumento de la
superficie activa v 2 la capacidad catahitica de los biosensores por la incorporacion de MWCNTs v
HA Los mejores resultados fueron obtemdos zplicando el biosensor con la mezcla CS/
MWCNTs-HA-:OPH. Bajo las condiciones exzpenmentales optimas, el limte de deteccion
alcanzado fue 0.1 pmol L 7 la sensibilidad 5.10 nA L pmol.

Palabras Clave: c:rga_ﬂofmforado hidrolasa, paraozon, MWCNTs, HA biosensor.

Abstract

An amperometnic biosensor based on OPH was developed for the direct and sensitive
determination of paraczon. The OPH enzyme was mmmobihized on a plassy carbon electrode by
the electrodepomtion of CS wath MWCNTs and HA The effect of the loading of AMWCNTs-
HA and the active electrochermcal area of the sensor was smdied Also, the analvtical
charactenistics of each of the biosensors were evaluated. The sensitivity of the determinations
was considerably increased, thanks to the increase of the active surface area and the catalytic
capacity of the biosensors due to the i meorporziion of MWCNTs and HA The best results were
obtained by applving the biosensor with the muxture CS/MWCNTs-HA: OPH. Under the

optimal expermmental conditions, the detection hnmt reached was 0.1 pmol L-1 and the sensitivaty
510 nA L ymel-1.
Key words: organophosphate hydrolase, paraozon, MIWCNTs, HA, biosensor.

1. Introduccion
Los compuestos organofosforados (OPs) son amphamente utihzados como pesticidas,
insecticidas v apentes de puerra qumuca Alpunos son extremadamente toxicos para los
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BIOSENSOR NANOESTRUCTURADO PARA LA DETERMINACION DE
PARAOXON

Mary Triny Beleiio, Margarita Stoytcheva, Roumen Zlatev, Gisela Montero
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Resumen

Se desarrollo un biosensor amperométrico basado en organofosforado hidrolasa (OPH) para
la determinacion directa y sensible de paraoxon. La enzima fue inmovilizada sobre un
electrodo de carbon vitreo mediante la electrodeposicion de quitosano (CS) con nanotubos
de carbono de paredes multiples (MWCNT's) y nanoparticulas de oxido de circonio (ZrO»).
Se estudiaron los efectos de la composicion de la pelicula enzimatica, y efecto del tiempo
de deposicion. Se evaluaron las caracteristicas analiticas de cada uno de los biosensores. La
sensibilidad de las determinaciones se aumentd considerablemente, gracias al aumento de la
superficie activa y a la capacidad catalitica de los biosensores por la incorporacion de
MWCNTs y ZrO:. Los mejores resultados fueron obtuvieron aplicando el biosensor
CS/MWCNTs:OPH vy bajo las condiciones experimentales optimas el limite de deteccion
0.03 pmol L' y la sensibilidad de 27.30 nA/umol L.

Palabras calves: organofosforado hidrolasa, paraoxon, biosensor.

Introduccion

Los pesticidas organofosforados (PO) son un grupo de sustancias muy utilizadas en la
agricultura por su actividad insecticida, nematicida, fungicida y herbicida. Pero, su uso no
controlado y su alta toxicidad han causado problemas ambientales y de salud en
vertebrados y especies no objetivo [1]. Su toxicidad se basa en la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (AChE), enzima que se encuentra en las células nerviosas de vertebrados
e insectos y cuya desactivacion paraliza el sistema nervioso [2]. Por lo anterior, es de gran
importancia el desarrollo de métodos precisos y sensibles para la cuantificacion rapida y
segura de residuos PO en los alimentos y el medio ambiente.

Los metodos analiticos comunes para la deteccion de PO, incluyen la cromatografia de
gases, cromatografia liquida de alta resolucion, electroforesis capilar, etc. Estas técnicas
son sensibles y selectivas pero, son costosas, requieren expertos para realizar los analisis,
consumen mucho tiempo y vastas cantidades de disolventes organicos para la extraccion de
los PO [3, 4]. En contraste a estos métodos, los biosensores electroquimicos son atractivos
para estos fines, dada su sencillez, sensibilidad, rapidez, y bajo costo de fabricacion. Los
biosensores amperométricos basados en la inmovilizacion de OPH y AChE en electrodos
de carbono han sido los mas utilizados. Los biosensores basados en OPH, se ha aplicado en
lugar de AChE en la determinacion de PO [5]. La enzima OPH tiene amplia especificidad
de sustrato y es capaz de hidrolizar un gran nimero PO, como paraoxon, paration, cumafos,
diazinon, Dursban, etc. Su mecanismo de deteccion basado en el seguimiento de los
productos de hidrolisis de los PO catalizado por OPH, es mas simple, mas directo, presenta
mayor selectividad de los compuestos diana y tiempos de respuesta mas rapidos que los
basados en la inhibicion de las AChE, que responde a todo tipo de PO [6]. Sin embrago, la
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