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RESUMEN

Los biosensores son sistemas analiticos que contienen un elemento bioldgico sensible
al analito el cual estd anclado a una superficie transductora lo que permite una deteccién
rapida, precisa y proporcional a la concentracion del analito en estudio. Por otro lado, los
nanomateriales en dos dimensiones (2D) han mostrado un gran potencial dado que presentan
una mayor area efectiva y son susceptibles de ser funcionalizados, mejorando asi las

propiedades fisicoquimicas y la sensibilidad del biosensor.

El principal objetivo de esta tesis fue el estudio y desarrollo de un biosensor
electroquimico para la deteccion con alta sensibilidad de clorpirifos utilizando una superficie
nanoestructurada de disulfuro de molibdeno (MoS2 — Molibdenita) y 6xido de grafeno
reducido (OGr) funcionalizada con L-cisteina y el posterior anclaje de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE). Para esto, se modificaron electrodos de carbono vitreo con
nanoestructuras de MoSz y OGr obtenidas a través de exfoliacion quimica utilizando
ultrasonido en medio de iso-propanol lo cual fue caracterizado a través de difraccion de rayos
X de polvo (DRX-Polvo), dispersion dinamica de luz (DLS) y microscopia electronica de
barrido (SEM). La posterior funcionalizacion con L-cisteina se caracteriz6 a través de DRX-
Polvo y SEM. Los electrodos modificados también fueron caracterizados
electroquimicamente a través de voltametria ciclica (VC) utilizando ferroceno metanol
(FcOH) como mediador redox Yy tiocolina para estudiar la respuesta electroquimica frente al
producto enzimatico de la deteccion de clorpirifos. Se obtuvieron nanoestructuras del
material hibrido MoS2/OGr de 136 + 4 nm y un tamafio de cristalita de 2 nm. Los resultados
obtenidos por VC indicaron que los materiales utilizados interaccionan entre si y generaron
un proceso sinérgico en la respuesta analitica. Ademas, por SEM se observo que el material
permanece en la superficie del electrodo a pesar de haber estado sumergido a distintos
tiempos en el proceso de funcionalizacién, y por VC se evidencidé que la inmersién no

interfirio en el proceso de oxidacion de tiocolina.

Posteriormente, se realizé un estudio bibliografico de biosensores, similares a los
propuestos en esta tesis, reportados durante los afios 2016-2020, seleccionandose 15 articulos

basados en la enzima acetilcolinesterasa.
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Para el anclaje de la enzima, se reportan métodos quimicos y fisicos, como técnicas
de caracterizacion de los electrodos en esta etapa utilizaron VC, SEM vy espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS). En todos los casos la sefial de corriente producto de la
oxidacion de tiocolina generada por hidrolisis enzimética de acetiltiocolina permitio

caracterizar la actividad enzimatica.

Luego, con el objetivo de obtener una metodologia sensible y selectiva, los
investigadores optimizaron pardmetros como: pH del buffer fosfato, T° del medio de
reaccion, concentracion de material para modificar el electrodo y concentracion de enzima.
Utilizando la técnica voltametria de pulso diferencial para el andlisis de los pesticidas los
investigadores determinaron parametros analiticos como sensibilidad, limite de deteccion,
reproducibilidad y repetibilidad. Posteriormente, realizaron estudios de interferencias y
estabilidad, reportando en algunos casos que a los 30 dias los biosensores estudiados aun

tienen mas del 90% de actividad.

Teniendo optimizadas las condiciones experimentales y obtenido el método analitico,
diferentes pesticidas fueron analizados con cada biosensor, por ejemplo, en el grupo de los
organofosforados: Ometoato, Paraoxon, Clorpirifos, Malation, Triclorfon, entre otros y en el
grupo de los carbamatos: Carbofuran, Isoprocarb y Carbaril. Para su deteccion, evaluaron el
cambio en la actividad enzimatica que experimente la AChE por la presencia del pesticida a
través de amperometria y VC. La respuesta analitica exhibida en cada estudio disminuia en
presencia del pesticida ya que este inhibié la enzima acetilcolinesterasa y, por ende, la
produccion de tiocolina. La reactivacion de la enzima se llevo a cabo con buffer fosfato (PBS)
y pralidoxima donde se obtuvo una reactivacion de méas del 90% en todos los casos
estudiados. Los parametros mencionados anteriormente dependieron del nanomaterial
utilizado para construir cada biosensor por lo que los valores varian dependiendo de cada
sistema. La respuesta electroquimica obtenida luego de exponer el biosensor con el pesticida
exhibe el mismo comportamiento para todos los articulos estudiados. La sefial analitica del
biosensor disminuye cuando esta en presencia del pesticida ya que éste forma un enlace
covalente 0 no covalente con el sitio activo de la enzima, impidiendo la generacion de

tiocolina y por ende su oxidacion.
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ABSTRACT

Biosensors are analytical systems which contain biological elements that react in the
presence of an analyte and are attached to a transducer surface allowing the detection to be
fast, precise and proportional to the concentration of the analyte. Besides, two dimensional
nanomaterials (2D) have shown a high potential as active surfaces for biosensors as a result
of their larger effective area and they can be functionalized to ensure the interaction between

the surface and the biological element.

The main objective of this thesis was to develop and study an electrochemical
biosensor for a high sensitivity detection of chlorpyrifos using a nanostructured surface of
molybdenum disulphide (MoS2 - Molybdenite) and reduced graphene oxide (OGr)
functionalized with L-cysteine. This modification allowed to attach the acetylcholinesterase
enzyme to the nanostructure. To make this possible, glassy carbon electrodes (GCE) were
modified with the MoS2/OGr nanocomposites obtained through exfoliation using ultrasound
in isopropanol media. GCE were characterized through X-Ray powder diffraction (DRX-
Powder), dynamic light scattering (DLS) and Scanning Electron Microscopic (SEM). The
modified electrodes were functionalized with L-Cysteine by immersion. The functionalized
system was characterized by Powder-XRD and SEM. Modified electrodes were also
electrochemically characterized by cyclic voltammetry (CV), using ferrocenemehtanol
(FcOH) as a redox probe and acetylthiocholine to study the electrochemical response in a
solution that contains the redox. Hydrodynamic diameter of 136 £ 4 nm (from DLS) and 2
nm (size of the crystallite from Debye-Scherrer equation) of MoS2/OGr were obtained, and
the results of the Powder-XRD and CV showed that the materials utilized interacted and
generated a synergistic effect of the analyte response. In addition, SEM micrograph showed
that the material was still anchored to the electrode surface despite the fact that it had been
immersed during different periods of time during the functionalization process. The
voltammogram indicated that it didn’t interfere in the oxidation process of the

acetylthiocholine.
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A bibliographic research about biosensors was carried out, these articles were similar
to the articles proposed in this thesis from year 2016 to 2020. 15 articles were chosen based

in acetylcholinesterase enzyme.

For enzyme immobilization, investigators used physical and chemical methods. To
characterized this, CV, EIS and SEM were used. In all cases, the current signal created by
the thiocholine oxidation generated by enzymatic hydrolysis, allowed the characterization of

the enzymatic activity.

Subsequently, to obtain a sensitive and selective method, experimental conditions
were optimized: pH of buffer phosphate, T° of reaction medium, concentration of
nanomaterial to electrode modification and concentration of enzyme. Using differential pulse
voltammetry, investigators determined analytic parameters like sensitivity, low detection
limit, reproducibility and repeatability. Then, they did interferences and stability studies

reporting that after 30 days the biosensors retained 90% of activity.

Besides, once the analytic method was obtained, several pesticides were tested in
every article, as omethoate, paraoxon, chlorpyrifos, malathion, trichlorfon
(organophosphorus pesticides) and carbophuran, isoprocarb and carbaryl (carbamate
pesticides). For the pesticide detection, changes in enzymatic activity of the AChE in the
presence of them was evaluated through Amperometry and CV. The analytic response
decreased when the pesticide was detected due to the inhibition of the acetylcholinesterase
enzyme, thus thiocholine production. The enzyme reactivation occurred with a Phosphate

Buffer (PBS) and pralidoxime, every paper showed over a 90% of reactivation.

Parameters that were mentioned depend on the nanomaterial used to build each
biosensor, which is why their values varied depending on the system. The electrochemical
obtained response after exposing the biosensor to the pesticide shows the same behaviour in
every published study. The analytic signal of the biosensor decreased when the pesticide was
detected because of the covalent or non-covalent bond in the active site of the enzyme,

avoiding the production of thiocholine, thus its oxidation
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l. INTRODUCCION

Con el incremento de la poblacion mundial de manera apresurada, se hace necesario
agrandar el volumen productivo de los suelos con la finalidad de adquirir la cantidad
adecuada de alimentos para suplir la demanda alimenticia. Para conservar la produccion
agricola en el mundo actual, y alcanzar a aumentar los rendimientos, es necesario utilizar

pesticidas lo que puede afectar directa o indirectamente al medio ambiente (1).

Pesticidas

Un pesticida es cualquier sustancia elaborada para controlar, matar o repeler a una
plaga. Tal plaga puede ser cualquier organismo vivo que provoque dafio o pérdidas
economicas o que transmita o produzca alguna enfermedad (2). Estos compuestos son el
resultado de un proceso industrial de sintesis quimica y se han convertido en la forma
dominante del combate a las plagas, después de la Segunda Guerra Mundial, gracias al
desarrollo de la industria quimica y al tipo de agricultura dependiente de estos insumos. La
mayor parte de los pesticidas son empleados principalmente en la agricultura y en la

horticultura; o bien, en programas de salud publica para combatir vectores de transmision

(insectos que portan enfermedades) (3).

Estos se pueden clasificar segun su actividad biologica (insecticidas, acaricidas,
nematicidas, fungicidas, herbicidas, etc.), por su ruta de ingreso (ingestion, contacto e
inhalacion), por su naturaleza quimica (inorganicos, organicos), por su formulacién
(granulos, pellets, liquidos, etc.) y por su toxicidad (extremada, alta, moderada o ligeramente
toxico) (4).

La exposicion a estos productos quimicos puede afectar la salud de diversas formas
produciendo (5):
a) Efectos de deterioro de tipo funcional.



b) Lesiones patoldgicas que afectan el funcionamiento del organismo y reducen su

capacidad de respuesta a factores de riesgo o estrés.

De acuerdo con el tiempo de exposicion para que se llegue a manifestar el efecto toxico
o de la duracion de éste, puede ser de tipo agudo o crénico. Las intoxicaciones de tipo aguda
se caracterizan por cambios fisioldgicos en el sistema nervioso. Generalmente no producen
una degeneracion celular y el dafio se debe a una dosis Unica muy grande, como en el intento
suicida o cuando hay una intoxicacion accidental, la cual puede en ocasiones ser rapidamente
reversible. En cambio, la intoxicacion cronica es la mas conocida, la cual, a dosis moderadas
pero repetidas (como en los casos de intoxicacién ambiental), pueden producir lesiones

patologicas neurocelulares que solo son reversibles si no hay necrosis celular (5).

De acuerdo con la informacion recopilada por el Centro para el Control de
Envenenamientos de la Asociacién Americana, los pesticidas mas cominmente implicados

en envenenamientos, lesiones y enfermedades son principalmente los organofosforados (6).
Pesticidas Organofosforados:

Casi todos estos pesticidas son muy toxicos y, por ende, su uso es peligroso para el
trabajador agricola. Los compuestos organofosforados, que son principalmente ésteres del
acido fosférico (figura 1) (4), se descomponen con mayor facilidad que otros tipos de
pesticidas. La vida media de los organofosforados y sus productos biotransformadores es
relativamente corta (de horas a dias). Se biotransforman mediante enzimas oxidasas,
hidrolasas y transferasas, principalmente hepaticas. Se eliminan por la orina y en menor

cantidad por heces y aire expelido (4).
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Figura 1. Estructura general de pesticidas organofosforados.



Todos los derivados fosforicos presentan un modo de accidn primario semejante,
definido de modo general, puede decirse que en los pesticidas organofosforados la accion
toxica especifica tiene lugar a nivel sinaptico (7), fosforilando la enzima acetilcolinesterasa,
inhibiéndola (4).

Acetilcolinesterasa (AChE)

La neurotransmision mediada por acetilcolina es fundamental para la funcion del
sistema nervioso. Su bloqueo es letal y esta asociada con el deterioro de la funcién cognitiva,
autondmica y neuromuscular. La enzima AChE hidroliza e inactiva la acetilcolina, regulando
su concentracion en la transmision sinaptica. La terminacion de la activacion es normalmente
dependiente de la disociacién de la acetilcolina de su receptor y su subsecuente difusion e
hidrolisis (figura 2) (8).

Neurona presinaptica

Espacio sinaptico

0o
© ¥ ® @ Acetilcolina

e’ )
Acetato ° '
@ T 9
- Receptor de
Acetiltiocolina
AChE

Neurona postsinaptica

Figura 2. Esquema del proceso de sinapsis en donde participa la enzima acetilcolinesterasa
degradando la acetilcolina en colina y acetato.



Existen varias formas oligoméricas de la AChE en diferentes organismos como, por
ejemplo, la anguila eléctrica, Electrophorus y Torpedo, que son estructuralmente similares a

la AChE en vertebrados y son ampliamente utilizadas por los investigadores en sus estudios

(9).

La enzima puede ser clasificada de distintas formas. Mecanisticamente, es una
hidrolasa de serina. Su sitio catalitico contiene una triada catalitica (Serina, Histidina y
residuos acidicos, el glutamato). La naturaleza nucleofilica del carboxilato es transferida a
través del anillo imidazol de la histidina al grupo hidroxilo de la serina, permitiendo el
desplazamiento de la colina del sustrato, formando el intermediario enzima-acetilada.

Posteriormente una hidrolisis libera el grupo acetato (figura 3) (8).
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Figura 3. Esquema del proceso de hidrolisis de acetilcolina en el sitio activo de la enzima
acetilcolinesterasa.



Su inhibicion por fosforilacion del sitio activo (residuo de serina) genera una esterasa
neurotoxica, responsable de la neuropatia retardada. Esta esterasa es biodegradable y no se
acumula en el organismo. Esta enzima presenta problemas especiales debido a que cuando
hay combinacion entre algunos organofosforados, se producen diversos efectos, entre otros,

sinergia, potenciacion e inhibicion de la detoxificacion (3).

La estructura quimica de cada pesticida organofosforado tiene importancia en su
efecto sobre la enzima al aumentar o disminuir la competencia con el sustrato, es decir,
influye sobre su toxicidad. Cuando la enzima es inhibida en forma irreversible por un
organofosforado, la restauracion de la actividad enzimética dependeré exclusivamente de la
sintesis de nuevas moléculas de enzima (3). Experimentalmente in vitro, la reactivacion de
la enzima se puede llevar a cabo con buffer fosfato 0,1 M a pH 7,4 por 20 minutos (10) o

utilizando oximas por 20 minutos (11).

Dentro de los métodos mas utilizados para la deteccion de pesticidas se encuentran
las cromatografias liquida o gaseosa acopladas a espectrometria de masas (HPLC-MS, GC-
MS), esto dada su alta sensibilidad y confiabilidad. ElI problema que presentan es que
requieren una preparacion meticulosa de la muestra, técnicos altamente calificados y son de
elevado costo. En contraste, aparecen los biosensores electroquimicos como una alternativa
muy atractiva por su simple desarrollo, bajo costo, que no necesita pretratamiento de la
muestra ni tampoco técnicos calificados, ya que se puede disefiar como un dispositivo capaz

de monitorear de forma rapida e in situ pesticidas en distintos tipos de matrices (12).

Biosensores

Un biosensor es un dispositivo de analisis conformado por un elemento biolédgico de
reconocimiento (enzima, ADN, anticuerpo, etc.) asociado a un mecanismo que garantiza la
deteccidn e interpretacion de la variacion de propiedades fisicoquimicas, eléctricas, Opticas,
entre otras, obtenida de la interaccion entre el analito y el dispositivo analitico (figura 4) (13).
El objetivo de un biosensor es proporcionar una sefial continua o discreta que sea

proporcional a la cantidad de analito presente en una muestra, pero que no se vea afectada



por la presencia del resto de componentes de la misma. Es decir, que genere una respuesta
rapida y especifica (14), ademas de producir métodos analiticos precisos, baratos con la
ventaja de que son facilmente ensamblados e integrados con los componentes electronicos
(15).
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Figura 4. Esquema de los componentes de un biosensor.

Los biosensores electroquimicos se caracterizan por su capacidad de convertir la
sefial obtenida en una sefial eléctrica y son ampliamente utilizados en sistemas de
reconocimiento biocataliticos. Los mas utilizados son los de tipo conductimétrico,

potenciométrico y amperométrico (13).

Para anclar el componente biolégico del biosensor se utiliza la técnica de
funcionalizacién quimica con el fin de inmovilizar la parte bioldgica a la superficie. Esto es
adherir a la superficie diferentes moléculas que tengan grupos funcionales capaces de

aumentar la reactividad superficial para asi unir proteinas, células, etc. (16).

Para disefiar una nueva generacion de dispositivos bioelectroquimicos que exhiban
funciones mejoradas, se ha utilizado las propiedades Unicas que los materiales a nano-escala
ofrecen entre éstas, gran area superficial, excelentes perspectivas para interactuar con los

elementos de reconocimiento bioldgico y rapida transduccién de las sefiales eléctricas (17).



Nanomateriales

Desde que la nanotecnologia fue introducida por el premio Nobel Richard P.
Feynman en 1959, ha habido un desarrollo revolucionario en el mundo de la fisica, quimica
y biologia, demostrandose la idea de Feynman de poder manipular la materia a una escala

extremadamente pequefia, la nano-escala (18).

El objetivo de la nanotecnologia incorpora la caracteristica estructural de los
materiales con tamafios menores a 100 nm, llamados nanoestructuras, nanocompositos y
agregados nanoparticulados. Su caracteristica principal es su funcién y propiedades
dependientes del tamafio que se dan gracias a su excepcional actividad superficial y eléctrica,

propiedades Opticas y magnéticas y sus morfologias en tamarios a nano-escala (19).

Su sintesis puede ser realizada de acuerdo con dos técnicas (figura 5)
(a) técnicas de arriba hacia abajo (Top-down)

(b) técnicas de abajo hacia arriba (Bottom-up).

La primera, trata de disefiar y miniaturizar estructuras macroscopicas para obtener
materiales a nano-escala y la segunda se centra en la construccion de estructuras mas grandes
a partir de sus componentes atomicos y moleculares, lo que permite que la materia pueda

controlarse de manera extremadamente precisa (20).
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Material bulk
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Figura 5. Métodos de sintesis de nanomateriales.

Una de las clasificaciones propuestas para los nanomateriales es en base a sus
dimensiones nanométricas. Se establecen asi cuatro categorias: cero dimensiones (0D), una

dimensiéon (1D), dos dimensiones (2D) y tres dimensiones (3D), indicandose con esta



nomenclatura cuantas de las dimensiones de la nanoestructura superan el rango de los 100
nm. Los materiales 3D sélo se incluyen en esta clasificacion de tener su estructura interna

nanoestructurada (figura 6) (21).

Nanoparticulas Nanotubos Nanolamina Nanoestructurados

Figura 6. Clasificacion de nanomateriales segin su dimension.

Desde que se descubri¢ el grafeno en el afio 2004, los nanomateriales inorganicos 2D
han recibido gran atencion debido a que nuevas areas de estudio han sido desarrolladas en
torno a sus estructuras y propiedades fascinantes. Hay una numerosa lista de materiales 2D
sintetizados satisfactoriamente, entre ellos, calcogenuros de metales de transicion 2D (2D-

TMDs), siliceno, germanano, hidréxidos y 6xidos laminados, entre otros (22).

2D-TMD: Sulfuro de molibdeno (1V) (Mo0S2): Este nanomaterial posee 3 estructuras

politipicas incluyendo: 2H (coordinacion prismatica trigonal), 1T (configuracion simétrica

octaédrica) y 1T (1T distorsionado), como se observa a continuacion (figura 7) (23):
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Figura 7. Estructuras politipicas del disulfuro de molibdeno.



De éstos, la fase 2H es la méas estudiada en los recientes afios (24). Es un material
semiconductor que exhibe propiedades Unicas debido al tamafio cuantico conectado con su
estructura ultradelgada. La lamina de MoSztiene un ancho de 6,5 A, es centrosimétrico y esta
formado por 1d&minas compuestas por 3 &tomos de molibdeno (Mo) entre laminas compuestas
por 2 aomos de azufre (S) (6). Los atomos estan enlazados entre si a través de enlaces
covalentes mientras que las lAminas estan unidas entre si por fuerzas débiles (Fuerzas de van
der Waals) (24).

Este material posee gran area superficial, biocompatibilidad excepcional ya que no
destruyen el ambiente con el cual co-existen, actividad electroquimica y una fécil
funcionalizacion. Por esta razon, el 2D MoS:z es un excelente material de soporte para fabricar

biosensores electroquimicos sensibles (25).

Derivados de Grafeno: Oxido de grafeno reducido (OGr): el 6xido de grafeno reducido es

un material 2D derivado del grafito. Las laminas de OGr comprenden dominios de grafeno
intercalados con grupos residuales oxigenados y posee una relacion C:O que van desde ~10:1

a=5:1. En la figura 8, se exhibe la estructura del 6xido de grafeno reducido (26).

Figura 8. Estructura del 6xido de grafeno reducido.

Este material exhibe propiedades electronicas, térmicas y mecanicas Unicas, es
conductor y, al tener sitios con defectos quimicamente activos, lo convierten en un candidato
prometedor para el desarrollo de biosensores (27). Ademas, debido a su estructura plana
bidimensional provee una plataforma para incluir otros materiales nanoparticulados,
ofreciendo un nuevo camino para desarrollar materiales hibridos cataliticos ya que

usualmente exhiben un efecto sinérgico en aplicaciones electrocataliticas (11).



Diferentes sistemas han sido creados en base a estos nanomateriales, por ejemplo, Liu
et al. (11) construyd un biosensor para sensar clorpirifos (pesticida organofosforado)
utilizando 6xido de grafeno reducido y nanocompositos de oro funcionalizados con acido 3-
carboxifenilbordnico para anclar la enzima acetilcolinesterasa, en donde detecta clorpirifos
en un rango lineal de 0,50 a 10,0 ppb y de 10,0 a 100 ppb y un limite de deteccién de 0,1 ppb
(11). Zhou et al. (28) desarrollaron un dispositivo utilizando nanoparticulas de SnOz, grafeno
carboxilico y nafion modificado con la enzima acetilcolinesterasa, la cual detecta
metilparation en un rango lineal desde 1x10%3 a 1x10-° M y desde 1x10? hasta 1x10° M
con un limite de deteccién de 5x101* M. Dan Du et al. (29) por su parte prepararon un
biosensor modificado con la enzima acetilcolinesterasa basado en nanotubos de carbono y
una matriz de quitosano para sensar triazofos, obteniendo para la deteccion del pesticida dos
rangos lineales, desde 0,03 a 7,80 uM y 7,80 a 32,0 uM con un limite de deteccion de 0,01
uM.

Como se menciono anteriormente, para el desarrollo de biosensores con propiedades
excepcionales (17), el uso de nanomateriales ha sido clave para diferentes areas, como, por

ejemplo, en el estudio de pesticidas.

En nuestro pais el organismo que tiene la facultad para fiscalizar la fabricacion,
importacion, distribucion, venta y aplicacién de pesticidas, ademas de fijar procedimientos y
sanciones, es el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) que se rige bajo EI Decreto Ley N°
3.557 (30).

En este Gltimo tiempo han aparecido diferentes noticias acerca del mal uso de estos
quimicos en Chile. En el 2019, nifios de la comuna de Rio Claro, Region del Maule,
resultaron intoxicados tras inhalar los gases emanados de un producto agro-fruticola en un
fundo dedicado a la produccion de manzanas, generando nauseas, dolor de cabeza, malestares
estomacales, entre otros. Intoxicaciones similares tuvieron lugar en Chépica afios antes
afectando a unas 80 personas. Pero, lo més grave se reflejaba en el nuevo estudio realizado
por la Universidad Catdlica del Norte, en Coquimbo, en donde postularon que la exposicion

a plaguicidas esta produciendo alteraciones neurocognitivas en menores en contacto directo
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con los agrotoxicos (31). Por otro lado, investigadores de la Universidad Catélica del Maule
encontraron la presencia de metabolitos del paration en la orina de nifios que viven en zonas
rurales de la region, dicho pesticida esta prohibido en Chile hace mas de 18 afios debido a
los efectos perjudiciales que tienen tanto para el medio ambiente como para la salud de las

personas, siendo un quimico posiblemente cancerigeno en seres humanos (32).

En consideracion a los antecedentes mencionados, en esta tesis se trabajo en la
obtencién de un material hibrido basado en MoS2/OGr, el cual fue caracterizado estructural
y electroquimicamente y se hicieron las pruebas de respuesta electroquimica frente a
tiocolina. Luego de esto, y en virtud del cierre de los recintos Universitarios por la pandemia
del Covid-19, se realizd un estudio bibliografico, el cual incluye los aspectos analiticos del

trabajo inicialmente propuesto.
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La incorporacion de molibdenita y oOxido de grafeno reducido, y su posterior
modificacion con L-cisteina permitira por un lado realizar una inmovilizacion efectiva de la
enzima acetilcolinesterasa y por otro, realizar una determinacion sensible de pesticidas

organofosforados (como por ejemplo, clorpirifos) en muestras contaminadas.

1. OBJETIVOS

111.1 OBJETIVO GENERAL

Generar un biosensor electroquimico para la deteccion sensible de pesticidas basado
en oxido de grafeno reducido y nanoestructuras de molibdenita funcionalizada con L-cisteina

como molécula ancla de la enzima acetilcolinesterasa a la superficie de las nanoestructuras.

111.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtener nanoestructuras hibridas de disulfuro de molibdeno (Molibdenita) y 6xido
de grafeno reducido (OGr), caracterizarlas para su posterior funcionalizacion.

2) Generar electrodos modificados y su posterior modificacion con la enzima
acetilcolinesterasa.

3) Desarrollar el método analitico para la determinacion del clorpirifos.

4) Aplicar el método analitico en la determinacion de clorpirifos en matrices complejas.
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V. MATERIALES Y METODOS
1VV.1 Reactivos

Sulfuro de molibdeno (1V) (MoS:, Aldrich), Oxido de grafeno reducido comercial (OGr,
Graphenea), iso-propanol (IPA)((CH3)2CHOH, Merck), ferroceno metanol (CiiHi2FeO,
Aldrich), cloruro de acetilcolina ((CH3)sN*CH2CH20COCHSsCI, Merck), acetilcolinesterasa
tipo VI-S de anguila eléctrica (AChE electric eel, Merck), L-cisteina para fines bioquimicos
(CsH7NO:2S, Merck), N-hidroxisuccinimida (NHS) (CsHsNOs, Merck), hidrocloruro de N-
(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (CsHi7Ns * HCI, Merck), 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB) ([-SC6H3(NO2)CO2H]2, Merck), 1-mercaptoetanol para sintesis
(HSCH2CH20H, Merck), agua milli-Q (p = 18 MQ cm).

IV.2 Exfoliacion de disulfuro de molibdeno (MoS2) para la obtencién de
nanoestructuras de molibdenita

Basandose en la metodologia de X. Chen et al. (33), se obtuvieron las nanoestructuras
de molibdenita. Para esto, 4 g de MoS2 comercial fueron dispersados en 200 mL de iso-
propanol para ser sometidos a ultrasonido. La sonicacion se llevé a cabo por 1 hora a maxima
potencia (400 watt) con 3 pulsos on y 3 pulsos off en bafio de hielo. Luego se centrifugé a
5000 rpm a 5°C por 1 hora. El sobrenadante que contenia impurezas se descartd y el
sedimento fue redispersado con 200 mL de IPA. Se aplicé ultrasonido nuevamente por 4
horas bajo los mismos parametros utilizados anteriormente. La muestra fue nuevamente
centrifugada a 1500 rpm a5 °C por 1 horas para remover el material no exfoliado. Finalmente,
el sedimento fue descartado y el sobrenadante fue utilizado para su posterior caracterizacion

y pruebas electroquimicas.

1VV.3 Obtencién del nanomaterial hibrido de MoS2/OGr

Para la obtencién del material hibrido se utilizd 80 mL de la suspensién obtenida
anteriormente de MoSzy 6,7 mg de 6xido de grafeno reducido comercial (OGr) y se sometid

la nueva suspension que contenia ambos materiales a sonicacion por 4 horas 3 pulsos on 3
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pulsos off en bafio de hielo a maxima potencia. La suspension fue utilizada para su posterior
caracterizacion y pruebas electroquimicas.

V.4 Métodos y técnicas de caracterizacion

La sonicacion de las muestras se realizd con el sonicador Omni Ruptor 4000

Ultrasonic Homogenizer de 240 V con una punta de procesamiento de %

IV.4.1 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dindmica de luz DLS (Por sus siglas en inglés “Dynamic light
Scattering™) es una técnica fisicoquimica empleada para la determinacion de la distribucion
de tamafios de particulas en suspension o macromoléculas en solucion tales como proteinas

0 polimeros (34). En la figura 9 se presenta un esquema de dicha técnica:

a) Le'f“es de  pjspersion b)
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épticade : dispersada
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Fotodetector
Correlacuonador

Figura 9. Esquema de medicién por dispersion dindmica de luz.

Intensidad

Dispersién
‘ dindmica de la luz

Tiempo

La luz laser al alcanzar las numerosas particulas que hay en una suspension, se
dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa en una direccién, los haces de luz
dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una intensidad de
dispersion determinada (34).
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Como consecuencia del movimiento Browniano, las posiciones relativas de las
particulas varian constantemente entre si provocando cambios en las condiciones de
interferenciay en la propia intensidad de dispersion. La suspensién de la muestra se encuentra

en reposo Y solo vibran las particulas que componen la suspension (figura 9).

1VV.4.1.1 Diametro hidrodinamico

El tamafio hidrodinamico (figura 10) medido por esta técnica se define como el
“tamafio de una esfera rigida hipotética que se disemina del mismo modo que la particula que
se mide”. Sin embargo, en la practica, las particulas en solucion son no esféricas, dinamicas
y solvatadas. Debido a esto, el didmetro calculado a partir de las propiedades difusionales de

la particula indica el tamafio real de la particula dindmica hidratada y solvatada (35).

0N 1 A TEM

<—>:Rh

Diametro hidrodinamico

Figura 10. Esquema del diametro hidrodindmico y su comparacion con el diametro
obtenido por microscopia electronica de transmision (TEM).

La distribucion de tamafios de las nanoestructuras se obtuvo mediante dispersion
dindmica de luz utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS de la marca Malvern, equipado con

un laser de He-Ne con una potencia de 3 mW, utilizando celdas de poliestireno.
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I1VV.4.1.2 Difraccién de rayos X de polvo (DRX-P)

La difraccion de rayos X de polvo proporciona informacion detallada sobre la

estructura cristalina de cualquier solido (36).

Los rayos X son radiacion electromagnética que al ser difractados por el entorno
ordenado y periddico de un cristal salen de éste formando un &ngulo theta (6) con la superficie
(36). Las ondas difractadas produciran intensidad méaxima si ambos llegan en fase al detector,
es decir, si la diferencia entre las trayectorias de los rayos es un nimero entero de veces la
longitud de onda de los rayos X empleados, nA, donde n es un numero entero. La figura 11
muestra cdmo puede derivarse la condicion necesaria para obtener una intensidad difractada
maxima. Se observa que la diferencia del recorrido de las dos ondas es 2dsen(0) donde d es

la distancia entre los dos planos de las familias con indices de Miller (hkl);

Figura 11. Ley de Bragg. Difraccion de rayos X en un cristal.

Asi tenemos:
n) = 2dsen(0) (ecuacion 1)
Para la condicion que debe cumplirse a fin de obtener un maximo de intensidad
difractada. Esta se conoce como la ecuacion de Bragg. Asi, al representar la intensidad de

radiacion que llega al detector, frente al a&ngulo 6, aparecera un pico cuando se cumpla la

condicién de Bragg. Dicha representacion se denomina difractograma o diagrama de
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difraccion (37). La interaccion de los rayos X con los atomos del material produce un
diagrama de difraccion, el cual es caracteristico de dicho material. Esta caracteristica hace
que el diagrama de difraccion de polvo se considere como la huella dactilar de la fase

cristalina que lo ha producido, pudiendo ser usado para su identificacion (38).

A partir de los patrones de difraccion es posible obtener los valores de las cristalitas
del material, ya que se relaciona con el ancho a media altura (FWHM) de la linea de

difraccion hkl mediante la formula de Scherrer (ecuacion 2) (39):

_ K»
BL= L cos(6)

(Ecuacion 2)

Donde d es el tamafio promedio de la cristalita, k es el factor de forma del cristal
(0,89), A la longitud de onda de la radiacion utilizada o rayo incidente (Acu: 1,5406 A), 6 es
la posicion del pico de difraccion (dngulo entre el haz incidente y el plano del cristal) y S es

el ancho de la linea de difraccién medida a la mitad de la intensidad maxima.

Las medidas de difraccion de rayos X se midieron en un difractdmetro de monocristal
Bruker Smart APEX CCD, provisto de tubos de rayos-x con anodo de molibdeno y equipo

para medir a bajas temperaturas.

IV.4.1.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM) y analisis de espectroscopia de
dispersion de energia (EDS)

La microscopia electronica de barrido es una técnica de andlisis topogréafico,
estructural y composicional. En términos generales, un equipo de SEM toma una “imagen”
de la muestra, aunque lo que se detecta realmente es la respuesta del material al impacto de
un haz de electrones (electrones primarios), lo cual genera una serie de sefiales que son

registradas en los diferentes detectores del equipo (40).
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El equipo SEM (figura 12) puede tener diferentes detectores, uno de ellos es el EDS.
El detector EDS recibe los rayos X procedentes de cada uno de los puntos de la superficie
sobre los que pasa el haz de electrones. Como la energia dispersada de los rayos X es
caracteristica de cada elemento quimico, proporciona informacién analitica cualitativa y

cuantitativa de puntos, lineas o areas seleccionadas en la superficie de la muestra (41).

Haz de electrones

Lente condensador
Deflector del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

Pantalia
fluorescente

Figura 12. Esquema de microscopio electrénico de barrido (SEM).

En esta tesis, la morfologia de la superficie se obtuvo mediante el microscopio de
barrido electrénico (TESCAN, modelo Vega 3) utilizando voltajes de 10 y 20 kV. El estudio
de la composicion para el material hibrido (M0S2/OGr) se realiz6 mediante el andlisis de
espectroscopia de dispersion de energia (EDS) utilizando una sonda Bruker (modelo
QUANTAX 400a series) y aplicando un voltaje de 10 kV.

I1V.4.1.4 Espectrofotometria UV/Vis

Técnica analitica sencilla y accesible que permite determinar la concentracion de un
compuesto en solucion. Se basa en la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones

dentro del espectro UV-Visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula
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puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atbmica y de

las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica).

Cuando la luz (energia) es absorbida por una molécula se origina un cambio desde un
estado energético basal o fundamental, E1, a un estado de mayor energia, estado excitado E2,
y solo se absorbera la energia que permita este cambio. Cada molécula tiene una serie de
estados excitados que la distinguen del resto de las moléculas. Como resultado, la absorcién
que a distintas longitudes de onda presenta una molécula (su espectro de absorcion)
constituye una sefial de identidad. Finalmente, la molécula excitada libera la energia que
absorbio6 hasta el estado energético fundamental en la mayoria de las veces de manera no

radiativa y el decaimiento es a través de sus estados vibracionales (42).

En espectroscopia, no solo se aplica a la forma visible de la radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles al ojo humano. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano, de
195-400 nm) y visible (400-780 nm).

uv uv uv uv

EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE
10 95 200 300 400 750
RAYOS X INFRARROJOS
- : —
10 I 180 280|315 400 750

ULTRAVIOLETA  UV-C UV-B UV-A
DE VACIO

Figura 13. Region UV-vis-NIR del espectro electromagnético.

Lo que apreciamos es el color visible de una solucion, la cual corresponde a las
longitudes de onda de luz que transmite, que no absorbe. Este color observado corresponde

al color complementario al color absorbido utilizando la rosa cromética. Por lo que para
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realizar mediciones de absorcion es necesario utilizar la longitud de onda en la que absorbe

luz la solucion coloreada (43).

Transmitancia: La fraccion de la radiacion incidente transmitida por la solucion:

T =— (Ecuacion 3)
Io
Que se expresa a menudo como porcentaje:
I .
T = X 100 (Ecuacion 4)
o

Absorbancia: Cantidad de luz absorbida por la muestra y se define:

A= log(%) (Ecuacion 5)

Ley Lambert-Beer

La absorbancia esta relacionada con la concentracion de la sustancia, c, por la ley de

Lambert-Beer, que se resume con la ecuacion:

A= exbxc (Ecuacion 6)

La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia que atraviesa la luz a través

de la solucion del cromdforo y de la concentracion de este (42).
Donde c se expresa en mol/L, b es la longitud del camino 6ptico (ancho de la celda

que contiene la disolucion de la sustancia) que se expresa en cmy E es la absortividad molar,

propiedad que es caracteristica de cada sustancia correspondiente a la cantidad de radiacion
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que absorbe a una longitud de onda determinada por unidad de concentracion, siendo sus

L
molxcm

unidades

(44).
La cuantificacién de la tiocolina se realizé con un espectrofotometro Agilent 8453
con detector de arreglo de diodos utilizando celdas de cuarzo 1 cm.

IV.4.1.5 Electroquimica

Para la preparacion del electrodo modificado se utilizo el método drop-casting, en el
cual se deposita una gota que contiene el material de estudio previamente dispersado en el
solvente (isopropanol) sobre la superficie del sistema. Se dejo secar durante el tiempo
necesario para evaporar el solvente y finalmente obtener el material en estudio fijado a la

superficie del sistema (figura 14) (45).

Drop Evaporacién
casting solvente

- LN L -

Figura 14. Esquema del método drop-casting para la modificacion de electrodos.

Se utilizan electrodos conductores que permiten mantener en contacto el sistema de

medida con el electrolito (figura 15).
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Figura 15. Electrodos utilizados en electroquimica. ER: Electrodo de referencia,
ET: Electrodo de trabajo y EA: electrodo auxiliar.

Electrodo de trabajo: en el cual se produce la reaccion electroquimica que se esta
estudiando.

Electrodo de referencia: aquel que su potencial permanece constante e invariable,
independiente del electrolito. Se conoce su potencial respecto del electrodo patron de
hidrogeno y contra el cual se pueden medir los potenciales de electrodo no conocido.
Electrodo auxiliar: por el cual pasa toda la corriente necesaria para equilibrar la corriente

observada en el electrodo de trabajo. Generalmente es un alambre de platino (46).

Voltametria Ciclica

A través de esta técnica es posible obtener informacion cualitativa de los procesos de
transferencia de electrones. También se puede estudiar el grado de reversibilidad o
irreversibilidad de un proceso redox, asi como también determinar el nimero de electrones
transferidos en una oxidacion o reduccidn. Se realiza un barrido de potencial de forma ciclica;
ademas el proceso electroquimico esta dominado por la difusion de las especies a la

superficie del electrodo (47).

Los electrodos de trabajo de carbono vitreo (GCE, CH Instruments) fueron pulidos
con alimina de 0,05 y 0,3 um y lavados con agua desionizada. Luego fueron modificados
con 19 uL MoS2/L-cys, 21 uL OGr/L-cys 25 uL. MoS2/OGr/L-cys (concentracion: 1 mg/mL

cada uno) a través del método drop casting e inmersién. Las medidas electroquimicas se
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realizaron en una celda de tres electrodos. Como electrodo de referencia se utilizd6 Ag/AgCl,
3,0 M KCI (CH Instruments) y como electrodo auxiliar se utilizé alambre de platino. Para la
caracterizacién inicial de los sistemas, se realiz6 VC de ferroceno metanol (FcOH) 1 mM, se
aplicé un barrido de potencial inicial de 0,000 V y un barrido de potencial final de 0,500 V.
Para la voltametria ciclica de tiocolina se aplicé un potencial inicial 0,000 V, un potencial
final 1,000 V y una velocidad de barrido de 0,100 V/s

Funcionalizacién de electrodos modificados

La funcionalizacién es la modificacion de propiedades por &tomos o moléculas en las
paredes interiores o exteriores del nanomaterial. Estas modificaciones se realizan con el fin
de obtener nuevas propiedades disefiadas para ciertas aplicaciones. La funcionalizacién
implica entonces la union de una o mas moléculas a través de las paredes o extremos del
material, los cuales podran ser utilizados para anclar otras especies quimicas como polimeros,

nanoparticulas, entre otros (48).

Funcionalizacion por inmersion: El electrodo modificado se introduce en la solucion que
contiene la molécula que va a modificar la superficie. Se deja por cierto tiempo y luego se

lava 3 veces para asegurar que no queden moléculas libres de la solucién modificadora.
Los electrodos modificados fueron funcionalizados con una solucion de 5 mg/mL de
L-Cisteina a través del método por inmersion a 30 y 60 minutos en un tubo Eppendorf y

posteriormente fue lavado 3 veces con buffer fosfato para eliminar todo el aminoéacido libre.

Luego de la funcionalizacion de los electrodos modificados, fueron aplicadas las

técnicas electroquimicas mencionadas anteriormente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1 Caracterizacion de nanoestructuras MoSz, OGr y MoS2/OGr

V.1.1 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Para estudiar el tamafio hidrodinamico promedio de los materiales se utilizo la técnica
DLS. En la figura 16 se presenta el histograma del MoS: bulk comercial en donde se puede

apreciar que el tamafio promedio del material fue de 920+14 nm (tabla 1).

[ Mos, Bulk

35+
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nm

Figura 16. Histograma de la distribucion de tamafios del MoS: bulk comercial.

Tabla 1. Tamafio promedio de las nanoestructuras laminares de disulfuro de molibdenita.

MoSz Bulk comercial

Promedio Desviacion estandar
(nm) (nm)
920 14

El MoS:2 exfoliado present6 una distribucion de tamafios mucho menor que el MoS2

bulk comercial (figura 17), con un promedio de 43,0 + 0,4 nm lo cual se explica debido al
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tratamiento con ultrasonido realizado que fragmenta en nanoestructuras mas pequefias el

material inicial.
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Figura 17. Histograma de la distribucion de tamafios del MoS: exfoliado por ultrasonido.

Tabla 2. Tamafio promedio de las nanoestructuras laminares de disulfuro de molibdeno

exfoliadas.
MoS: Exfoliado
Promedio Desviacion estandar
(nm) (nm)
43,0 0,4

Finalmente, como se muestra en la figura 18, el material hibrido (MoS2/OGr) presenta
un tamafio hidrodindmico promedio de 136+4 nm, tamafio mas grande que los materiales
individuales debido posiblemente a la interaccion entre ambos materiales y también a su

aglomeracion.
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nm
Figura 18. Histograma de la distribucion de tamafios del MoS2/OGr hibrido por
ultrasonido.

Tabla 3. Tamafio promedio de las nanoestructuras hibridas de disulfuro de molibdeno y
oxido de grafeno exfoliadas.

MoS2/OGr Hibrido

Promedio (nm) Desviacion estandar (nm)

136 4

V.1.2 Difraccion de rayos X de polvo (DRX-P)

Para asegurar que el tratamiento con ultrasonido no afectaba la estructura del material,

se realiz6 un andlisis de fases de los distintos materiales.

En la figura 19 a se comparan los difractogramas de polvo del MoS: bulk y el MoS2
exfoliado, este ultimo posee los mismos planos de difraccion que el material bulk por lo que
se puede inferir que la estructura no cambia luego del tratamiento. No se observan picos extra
de difraccion que podrian ser atribuidos a contaminantes o a la formacion de un nuevo
material. El MoS:2 exfoliado presenta menor intensidad que el MoS: bulk, lo que se genera

porque hay menos planos que difractan en ese angulo 26, implicando la minimizacién de
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tamafios de las estructuras difractadas. También se observa un leve ensanchamiento de las
sefiales debido a que el material esta disminuyendo su tamafio y perdiendo un poco de orden,
sin dejar de ser un material cristalino. En la figura 19 b, se exhibe el difractograma del éxido

de grafeno reducido en donde se observan los planos de difraccion tipicos de este
nanomaterial.

—— Mo, Exfoliado @
MoS, Bulk i

25000 - 0Gr|

20000 ~

15000 4

Intensidad (a.u)

10000 4

Intensidad (a.u)
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10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 80 70 80
20 20

Figura 19. Analisis de fases de DRX de: a) Disulfuro de molibdeno exfoliado (rosado,

circulo) y disulfuro de molibdeno bulk comercial (negro, cuadrado) b) Oxido de grafeno
reducido (anaranjado).

En la figura 20, el hibrido M0S2/OGr presenta ambos planos de difraccion, tanto del
disulfuro de molibdeno como el del 6xido de grafeno reducido. Se obtiene una suma de
ambos.
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MoS JOGR

25000
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15000
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10000 +

5000

Figura 20. Analisis de fases de DRX del material hibrido (MoS2/OGr). Planos de
difraccion de MoS: exfoliado (circulos negros) y OGr (rombos anaranjados).
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V.1.2.1 Determinacion del tamarfio de cristalitas

A través de los patrones de difraccion obtenidos y la ecuacién de Debye-Scherrer
(ecuacion 2), se determind el tamafio promedio de las cristalitas para los materiales en estudio
(MoS:zexfoliado, OGr y MoS2/OGr).

Tabla 4. Tamarfio de cristales promedios en nanémetros (nm) de los materiales utilizados
calculados a partir de la ecuacion Debye-Scherrer.

Muestra Tamaio DLS (nm) | Tamafo cristalita (nm)
MoS: bulk 920 65
MoS: exfoliado 43 21
MoS2-OGr 136 2

Utilizando la técnica de DLS se observa que el material exfoliado muestra una
disminucién de tamafio, respecto del material bulk (920 nm bulk versus 43 nm exfoliado).
Respecto de los tamafios de las cristalitas, también hay una disminucion en los tamafios
obtenidos, lo cual indica que la utilizacion de ultrasonido para exfoliar produce que las

cristalitas del bulk de 65 nm disminuyan a 21 nm en el material exfoliado.

En la formacion del material hibrido, la técnica de DLS muestra un aumento de
tamarfio respecto de la MoS: exfoliada, lo que seria indicativo que la formacion del material
hibrido produce particulado de mayor tamafio entre el OGr y el MoSz, es decir hay una
formacion de aglomeraciones entre ambos materiales. Por otro lado, el tamafio de cristalita
disminuye a 2 nm mostrando que la utilizacion extra de ultrasonido (energia) produce una
mayor ruptura y genera cristalitas con tamafios menores, como ha ido ocurriendo en todos

los procesos donde se ha utilizado el ultrasonido.
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V.1.3 Microscopia electronica de barrido (SEM) y andlisis de espectroscopia de
dispersion de energia (EDS)

Para determinar la morfologia de los materiales MoS2 exofoliado, OGr comercial y
MoS2/OGr se realizaron micrografias SEM.

En la figura 21 se presentan las micrografias correspondientes al MoS2, donde se

observan particulas con una morfologia en forma de hojuelas con una textura lisa.

HV mag = det HFW spot WD ~ 500 ym HV
10.00kV 200x ETD 1.49mm 3.5 10.0 mm

mag det HFW s
10.00 kV 0 x ETD 2.98 pm 3

Figura 21. Micrografias SEM de disulfuro de molibdeno exfoliado a 500 um (izquierda) y
1 pm (derecha).

Por otro lado, en la figura 22 se presentan las micrografias correspondientes a OGr,
observandose particulas sin forma definida con una textura mas bien rugosa.

Famn L oA -
HV 9 det HFW 'spot WD - 500 pm . HV
20.00kV 200 x ETD 1.49 mm 4.0 104 mm

mag det HFW spot WD
20.00 kV 100 000 x ETD 2.98 ym 4.0 10.4 mm

Figura 22. Micrografias SEM de 6xido de grafeno reducido a 500 um (izquierda) y 1 um
(derecha).
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Finalmente, en la figura 23 se observan las micrografias del material hibrido en el
cual se presentan particulas de morfologia variada, es decir, hojuelas con textura lisa y

material con una textura rugosa, lo cual da indicios de la presencia de ambos materiales.

T » W S
HV mag det HFW sf)ot WD 500 pm - ’ HV  mag det HFW spot WD
0.00 kV. 200 x ETD 1.49 mm 4.0 9.0 mm 20.00 kV 80 000 x ETD 3.73 ym 4.0 10.0 mm

Figura 23. Micrografias SEM del material hibrido MoS2/OGr a 500 um
(izquierda) y 1 um (derecha).

Para asegurar esto ultimo, se realiz6 un andlisis EDS en dos puntos (figura 24) para

corroborar la presencia de ambos materiales en la muestra.

500 nm

Figura 24. Micrografia SEM del material hibrido donde se realiz6 el anlisis EDS en 2
puntos: punto 1 (zona rugosa) y punto 2 (zona lisa).
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En el punto 1, correspondiente a la zona con una textura rugosa, se hallé presencia de
atomos de carbono y oxigeno (figura 25), lo que demuestra que en esa zona no hay

nanoestructuras MoSz. Basandose en la morfologia, podria corresponder a OGr.

Full scale counts: 4522 Base(5)_ptl Cursor: 10.240 keV
Integral Counts: 34919 0 Counts
C
4K
3K
2K
1K
0 Il
o | T T T T T T T T T
1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
kim - 12 - Mg keVv

Figura 25. Espectro EDS realizado en el punto 1.

En el punto 2 se hallo presencia de &tomos de molibdeno, azufre y carbono (figura
26), lo que se debe a que en esta zona hay nanoestructuras laminares de MoS2. Cabe destacar
que las micrografias fueron tomadas en un disco de carbono por lo que la presencia de &tomos

de carbono siempre sera visible, por eso en el punto 2 hay presencia de este elemento.

Full scale counts: 4645 Base(5)_pt2 Cursor: 10.240 keV
Integral Counts: 59084 3 Counts
6K —
[
5K—Mo
4K —
3K
2K | Mo
s
1K
s S
o — T I T I I I I I |
1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
kim - 12 - Mg keV

Figura 26. Espectro EDS realizado en el punto 2.

Claramente estas micrografias muestran que el material hibrido no es homogéneo en
su morfologia, y que tal como se observé por DLS, se forman agregados de mayor tamafio
entre ambos materiales, que mediante el analisis puntual de EDS pueden ser claramente

diferenciados.
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V.2 Caracterizacion de electrodos modificados

V.2.1 Voltametria ciclica (VC) de ferroceno metanol (FCOH)

Para la caracterizacion inicial de los sistemas se realizd VC de ferroceno metanol
(FcOH) 1 mM para los distintos electrodos: GCE sin modificar, GCE/Mo0S2, GCE/Mo0S2/OGr
y GCE/OGr. En la figura 27 se observan los voltamogramas comparados para cada sistema
en estudio. El electrodo de carbono vitreo sin modificar (GCE, curva negra, (A)) presenta un
voltamograma tipico para FCOH. Los valores de potencial de pico y la diferencia de potencial
AEp, se resumen en la tabla 5. El electrodo modificado con MoS: en anaranjado (curva (B))
muestra el mismo voltamograma que el GCE sin modificar con los mismos parametros
electroquimicos (tabla 5), por lo que el MoS2 no estaria afectando el proceso de oxidacién-
reduccion del FcOH. En morado, el electrodo modificado con OGr (curva morada, (C)) da
una mayor corriente en comparacion a los dos sistemas anteriores debido a su gran area
superficial y por la incorporacién de un material conductor como lo es el OGr. Finalmente,
la curva rosada, D, se muestra el voltamograma del electrodo modificado con el hibrido
(M0S2/OGr) y se observa un gran aumento de corriente en comparacion a los sistemas

anteriores debido a la presencia de ambos materiales nanoestructurados; MoS2 y OGr.

——GCE A
120 - GCE/MoS, B
—— GCE/OGr €
GCE/Mos,/0Gr D
80+
<
E D
Q
T c
8
8 Tt B
0 &
-404
had LJ >, L] o L] - L} - L}
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

E (V) vs (Ag/AgCl)

Figura 27. VC con electrodos: GCE sin modificar (curva negra, A), GCE/MoS:2 (curva
anaranjada, B), GCE/OGr (curva morada, C) y GCE/M0S2/OGr (curva rosada, D) en
presencia de 1 mM de ferroceno metanol (FcOH). Velocidad de barrido 0,100 V/s, 0,1 M
PBS pH 7,4.

32



De los datos de la tabla 5, se observa que con los dos ultimos sistemas (OGr y
MoS2/OGr) se obtuvieron valores de AEp y potenciales de oxidacion mayores, lo que
demuestra que el sistema se hizo mas resistivo a la transferencia electrénica y por esto, se

necesitd mas energia para que el proceso ocurra.

Tabla 5. Diferencia entre potencial de pico de oxidacion y de reduccion (AEp) y
potenciales de oxidacion para cada electrodo utilizado.

AEp Potencial
Electrodo (mV) oxidacion
V)
GCE 60 0,230
GCE/MoS:2 60 0,230
GCE/OGr 77 0,270
GCE/Mo0S2/0OGr 71 0,300

V.2.2 Respuesta electroquimica de tiocolina

La sefial analitica del biosensor esta dada por la oxidacion de la tiocolina. La tiocolina
no es comercial por lo que es necesario obtenerla enzimaticamente. En la figura 28 se
recuerda la reaccion catalizada por la enzima acetilcolinesterasa que estard anclada al
electrodo para poder hidrolizar acetiltiocolina a tiocolina, esta ultima sera oxidada en el

electrodo para dar la sefial correspondiente.

+ +
(CH)sNCH,CH,SCOCH; g (CH3)sNCH,CH,SH + CH3COOH

Acetiltiocolina Tiocolina

Oxidacié

+ + _
2(CH;);NCH,CH,SH SCH,CH,N(CH,); + 2HT + 2

Tiocolina Electrodo +
SCH,CH,;N{CH3)5

Figura 28. Reaccion de hidrdlisis de acetiltiocolina a tiocolina, y oxidacion de tiocolina en
el electrodo.
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Generacién de tiocolina en solucion

La tiocolina, al no ser comercial, debe ser sintetizada enzimaticamente a través de la

enzima acetilcolinesterasa (AChE) a partir de:

Acetiltiocolina + H20 = Tiocolina + Acetato

Obtenido el producto de la reaccion, se cuantificd siguiendo el Método de Ellman

(49). Este es un método analitico de tipo colorimétrico basado en la reaccion de Ellman:

Tiocolina + DTNB = Acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB)

La tiocolina, molécula con un grupo -SH libre capaz de reaccionar con el DTNB, da
como producto de sustitucion el TNB-2 que presenta un maximo de absorbancia a 415 nm en
el rango visible del espectro, por lo que es posible hacer un seguimiento de la reaccion

enzimatica midiendo la produccién de TNB-? mediante espectrofotometria UV/Visible.

Se siguid la reaccion a 30, 60 y 120 minutos (tabla 6) comenzando con acetiltiocolina
6 mMy 3 uL de acetilcolinesterasa. Se observa que a las dos horas de transcurrida la reaccion
se obtiene un 98% de tiocolina, por lo que los experimentos posteriores se realizaron luego

de las 2 horas para asegurar una maxima concentracion de tiocolina (Figura 29).

Tabla 6. Concentracion y % de conversion obtenida luego de 30, 60 y 120 minutos.

Acetiltiocolina 6,0 mM
Muestra Concentracion tiocolina % Conversion a las 2 horas
30 minutos 1 hora 2 horas
1 43 mM 43 mM 59 mM 98%
2 42 mM 52 mM 5,9 mM 98%
3 43 mM 5,6 mM 5,9 mM 98%
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Conversidn Acetiltiocolina

Concentracién (mM)

35U bl

Tiempo (minutos)

Muestra 1 Muestra 2

Muestra 3

Figura 29. Representacion grafica de la conversion de acetiltiocolina a tiocolina a los 30, 60
y 120 minutos. Solucion de partida: acetiltiocolina 6,0 mM.

Voltametria ciclica (VC) de tiocolina

Para la caracterizacion de los sistemas se realizé VC de tiocolina para los distintos
electrodos: GCE, GCE/Mo0S2, GCE/M0S2/0OGr y GCE/OGr.

En la figura 30 se presenta el VC obtenido utilizando el electrodo sin modificar
(GCE), en donde se observa una sefial analitica correspondiente a la oxidacion de tiocolina a

los 0,685 V con corrientes en el orden de los uA.
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Figura 30. VC con electrodo GCE sin modificar en presencia de 1,2 mM de tiocolina.
Velocidad de barrido 0,100 V/s, 0,1 M PBS pH 7,4.
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Corriente (mA)

En la figura 31 se comparan los VVC obtenidos utilizando los diferentes electrodos
modificados. En el voltamograma utilizando GCE sin modificar no es posible observar la
sefial analitica de este electrodo debido a que la corriente obtenida esta en otra orden de
magnitud. Para los electrodos modificados con OGr (figura 31, (b) morado) y MoS: (figura
31, (c) anaranjada), se presentan los VVC amplificados en escala observandose que la tiocolina
no presentd sefal analitica frente a estos sistemas. Finalmente, para el electrodo modificado
con el hibrido (figura 31, (a) rosado), la tiocolina presento sefial analitica en donde se observa
la oxidacion de esta a 0,718 V con una corriente en el orden de los mA.

a 604 b
1800 - GGE z 404
1 —— GCE/OGr f ol
15004 - GCE/MoS, £
GCE/MoS /OGr s
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1200 +
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D4 02 00 02 04 06 08 10
900 < P ” E (V) vs (Ag/AGCI)
600 ’ 1204
5 C
1004
3 804
300- / E 604
./ E 40
04° . — mm—— 204
= : = . = L = s = ) ke R GCEMoS.
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 ——
-0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E (V) vs (Ag/AgCl) E (V) vs (Ag/AgCl)

Figura 31. VC con electrodos: GCE sin modificar, a) rosado GCE/Mo0S2/OGr, b) GCE/OGr,

c) GCE/MoS2y en presencia de 1,2 mM de Tiocolina. Velocidad de barrido 0,100 V/s, PBS
pH 7.,4.

V.5 Funcionalizacion de electrodos modificados
Los electrodos previamente modificados con el material hibrido (GCE/MoS2/OGr)

fueron funcionalizados a través del método drop-casting con el aminoacido L-cisteina por 30

y 60 minutos. Para su caracterizacion se utilizo voltametria ciclica (figura 32).

36



En la figura 32 el voltamograma ciclico exhibe la respuesta del electrodo sin
modificar GCE (curva negra, A), en donde no se observa una sefial clara debido a la distinta
orden de magnitud de la sefial analitica obtenida (figura 30). La sefial obtenida en morado,
B, representa la respuesta obtenida con el electrodo modificado con el material hibrido con
su respectiva sefial de oxidacion de tiocolina a 0,758 V. Se presenta en color anaranjado, C,
y rosado, D, las sefiales electroquimicas del sistema funcionalizado por los 30 y 60 minutos
respectivamente. Estos Ultimos presentaron una respuesta similar al sistema sin funcionalizar,
indicando que este proceso de funcionalizacion no interfierio en la respuesta analitica o bien,

el sistema no cambia la respuesta porque el proceso de funcionalizacién no fue satisfactorio.

18009 ___cce A D
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1500 GCE/MoS /OGr/L-Cisteina 30 min C /
1 GCE/MoS,/OGr-L-Cisteina 60 min D c
1200+ /
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3
I3 L
8
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[=]
(@] <
300+ /
0 _—— A
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E (V) vs (Ag/AgCl)

Figura 32. VC con diferentes electrodos: GCE sin modificar (curva negra, A),
GCE/Mo0S2/OGr sin funcionalizar (curva morada, B), GCE/M0S2/OGr/L-Cys 30 min (curva
anaranjada, C) y GCE/M0S2/OGr/L-Cys 60 min (curva rosada, D) en presencia de 1,2 mM
de tiocolina. Velocidad de barrido 0,100 V/s, 0,1 M PBS pH 7,4.
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VI. DISCUSION

Esta tesis contemplo el desarrollo de un biosensor electroquimico para la deteccion de
pesticidas organofosforados. Se utiliz6 OGr comercial y MoS2 exfoliado para construir el
composito y modificar el electrodo. EI MoS: exfoliado se obtuvo a partir de MoS2 bulk

comercial, el cual fue sometido a una serie de sonicaciones y centrifugaciones.

Se estimo el tamafio hidrodinamico del material a través de DLS, obteniéndose tamafios
promedios de 43,0 + 0,4 nm para el material exfoliado en isopropanol (IPA) por 300 minutos.
El tamafio obtenido por DLS es un tamafio estimado que considera el tamafio de la particula
solvatada (35), en este caso, las nanoestructuras de MoS:2 solvatadas por moléculas del
solvente isopropanol. Wu, J. et al. (50) obtuvieron tamafios de 200 nm, medidos a través de
la técnica TEM, exfoliando el material en el solvente 2-metil-2-pirrolidona por 100 minutos.
A diferencia del DLS, ésta técnica entrega el tamafio correspondiente exactamente al material
0 particula en estudio, no solvatada. Esto indica que la eleccion del solvente y el tiempo
utilizado permitié obtener nanoestructuras de menor tamafio que lo reportado por los

investigadores mencionados anteriormente.

El material hibrido utilizado para las pruebas electroquimicas fue obtenido por sonicacién
por 4 horas en solvente IPA en donde se obtuvo un tamafio hidrodinamico de 136 + 4 nm.
Este composito no ha sido reportado para la construccion de biosensores para la deteccion de
pesticidas, a pesar de esto, Checkin, F et al. (51) construyeron un biosensor para la deteccion
de acido folico en suero humano utilizando el composito MoS2/OGr obtenido a través de
sonicacion por 30 minutos en solvente N, N-dimetilformamida, en donde obtuvieron tamafios
sobre los 700 nm. Otros investigadores también utilizan este composito, pero dopado con
otras moléculas o formando el hibrido con mas materiales (11, 28). Los resultados obtenidos
demuestran que el método utilizado permitié la obtencion de un material exfoliado de bajo

tamafio el cual fue utilizado para las pruebas electroquimicas.

La difraccion de rayos X de polvo, demostré por su parte que al obtener el composito

por sonicacion aparecieron las sefiales de ambos materiales, una suma de ellos. Ambos
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mantuvieron su estructura, en donde para el MoS: se observaron los planos de difraccion
tipicos (002), (100), (103), (110) y para el OGr los planos de difraccion (100) y (002)

caracteristicos de este material (51, 52).

Los datos obtenidos indicaron que el proceso de sonicacion permitié la fragmentacion
del material a tamafios nanométricos, sin interferir en la estructura del material, tanto para el

MoS: exfoliado como para el composito.

La caracterizacion electroquimica por VC utilizando una solucién de FcOH,
demostr6 que al modificar el electrodo con el composito se obtenia un aumento en la sefial
analitica (aumento en corriente) frente a los electrodos modificados con los nanomateriales
individuales. Esto indica que ambos materiales estarian potenciando la respuesta
electroquimica generando un proceso de sinergia. Este comportamiento ha sido reportado
anteriormente, en donde al utilizar los materiales por si solos exhiben menor respuesta
analitica que cuando se utiliza el composito (53). Este resultado y el obtenido por DRX-
Polvo indican que el MoS2 y OGr estarian interaccionando entre si. El potencial de oxidacion
para el ferroceno metanol aumenté de 0,230 a 3,000 V, lo cual indica que el sistema necesitd
mas energia para que el proceso electroquimico ocurriera. Estos aumentos en el potencial de
oxidacion de tiocolina puede deberse a la cantidad de material utilizada en la modificacion
del electrodo. Cabe destacar que muchos investigadores optimizan la cantidad de material
utilizado en la modificacion del electrodo para asi obtener la méxima respuesta analitica
posible (54, 55, 56), por lo que es un parametro que se debi6 haber estudiado para asi obtener
mejores respuestas analiticas y potenciales de oxidacion mas bajos. Cuando se probo el
sistema en una solucion con el mediador redox, tiocolina, se observd el mismo
comportamiento, en donde el electrodo modificado con el composito mostré una sefial de
oxidacion irreversible para la tiocolina a los 0,700 V, lo cual no se observé con los otros

materiales, lo que indicd nuevamente el proceso sinérgico que estos dos materiales generan.
Como se decidid trabajar con una enzima como receptor bioldgico, fue necesario

funcionalizar el sistema para poder anclar posteriormente la enzima. El voltamograma ciclico

obtenido para los electrodos funcionalizados mostrd la misma sefial de oxidacion irreversible
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para la tiocolina que los electrodos sin funcionalizar, lo cual indica que el método de
funcionalizacién no interfiere en la sefial. También existe la posibilidad de que no haya
habido funcionalizacion. Para corroborar esto, es necesaria la realizacion de otros
experimentos que permitan la caracterizacion de la superficie. Por ejemplo, Ayat et al. (57)
desarrollaron un biosensor de silicio poroso que permitio la funcionalizacién a través de
hidrosililacion térmica con cadenas de acido carboxilico. Luego se realiz6 una activacion a
través del método EDC-NHS para el anclaje de la enzima acetilcolinesterasa. Para estudiar
la superficie, utilizaron la técnica de medicion de &ngulo de contacto. Considerando una gota
de liquido depositada sobre una superficie solida plana y horizontal, el angulo de contacto se
define como el &ngulo formado por la interseccion de la interfaz liquido-solido y la interfaz
liquido-vapor (adquirido geométricamente aplicando una linea tangente desde el punto de
contacto a lo largo de la interfaz liquido-vapor en el perfil de la gota) (58). La figura 33
exhibe que un angulo menor a 90° (6<90°) indica que la humectacion de la superficie es
favorable y el liquido se extendera sobre el &rea superficial, mientras que un &ngulo mayor a
90° (6>90°) indica generalmente que la humectacion de la superficie no es favorable por lo

que el liquido minimiza el contacto con la superficie y forma una gota compacta (58).

B < a0 g = a0 g = a0
-I"l-.

- ﬁ‘k Ta
Tai

Figura 33. llustracion del angulo de contacto formado por gotas de liquido sobre una
superficie solida, lisa y homogénea. Fig. recuperada de Ref. 58.

En este caso, los investigadores (57) obtuvieron &ngulos mayores a 90° debido a la naturaleza
hidrofobica de la superficie (silicio poroso con superficie hidrogenada), pero cuando
funcionalizaron y activaron por EDC-NHS (funciones polares expuestas) el &ngulo obtenido
fue menor a 90°, indicando que la superficie se tornd hidrofilica debido a la exitosa

funcionalizacion.
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Otra forma interesante de estudiar si ocurri6 o no funcionalizacién, es realizar una
voltametria ciclica aplicando potenciales hacia valores negativos que demuestre el

rompimiento del enlace S-S que se forma entre el MoSz y la L-cisteina.

Los experimentos que se alcanzaron a realizar exhibieron un material comprometedor
para la construccion de biosensores para pesticidas. debido a su tamafio a nanoescala
obtenido por sonicacion en solvente IPA y también, por el efecto sinérgico que exhibieron
en los experimentos electroquimicos por lo que estas caracteristicas posicionan al material
hibrido MoS2/OGr como un excelente composito para la generacion futura de nuevos

biosensores.
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VIl. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO.

Se realiz6 una busqueda exhaustiva de la bibliografia existente relacionada a la
construcciéon de biosensores electroquimicos para la deteccion de pesticidas. Todos los
trabajos presentados fueron publicados en los Gltimos 4 afios (periodo 2016-2020) los cuales
incluyen estudios con distintos nanomateriales como MoSz, OGr y otros. En total, 15 estudios
seran presentados y contrastados para lograr abordar los objetivos que no pudieron realizarse

experimentalmente.

VI11.1 Sistemas utilizados en cada articulo:

a) GCE/m-MoS2/PdNi NHs/CS: Song et al. construyeron un sistema con electrodos de
carbono vitreo (GCE) modificados con nanohilos (NHs) de PdNi, mono-nanolaminas
(m-MoSz) de MoS:2 y quitosano (CS) (25).

b) EPI/OGr-MoS2-NPsAu: Jia et al. construyo el electrodo de trabajo en base a films
flexibles de poliimida (EPI) modificadas Oxido de grafeno reducido (OGr),
monolaminas de disulfuro molibdeno (MoSz) y nanoparticulas de oro (AuNPs) (59).

c) GCE/AgNPs-N-F-MoS2/CNTs-NH2: Song et al. construyeron un sistema utilizando
electrodos de carbono vitreo (GCE) modificadas con nanoparticulas de plata (AgNPs)
y nanoldminas de disulfuro de molibdeno co-dopadas con nitrogeno y flior (N-F-
MoS2) funcionalizadas con nanotubos de carbono y grupos aminos (CNTs-NHz) (60).

d) GCE/OGr-CS/AuNPs/CPBA: Liu et al. realizaron un biosensor utilizando
electrodos de carbono vitreo (GCE) modificados con nanocompositos de éxido de
grafeno reducido, nanoparticulas de oro y &cido 3-carboxifenilborénico (CPBA) (61).

e) GCE/Ag@OGr-NH2/NA/GA: Guler et al. crearon un biosensor utilizando
electrodos de carbono vitreo (GCE) modificado con nanocompositos de Plata/Oxido
de grafeno reducido aminado (Ag@OGr-NHz2), glutaraldehido (GA) y nafion (NA)
(62).

f) GCE/OGr: Da Silva et al. realizaron un biosensor utilizando electrodos de carbono

vitreo (GCE) modificados con 6xido de grafeno reducido (OGr) (63).
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9)

h)

)

k)

GCE/Ag-OGr-NH2/poli(FBThF): Zhang et al. utilizaron electrodos de carbono
vitreo (GCE) y modificaron con un polimero conjugado (poli(FBTHF) y
nanocompositos de plata y 6xido de grafeno aminado (Ag-OGr-NH:) (64).
GCE/CuNHs-OGr-TEPA/CS: Li et al. crearon un biosensor utilizando electrodos
de carbono vitreo (GCE) modificados con nanohilos de cobre, 6xido de grafeno
reducido tetraetilen-pentamina (OGr-TEPA) y quitosano (CS) (65).
GCE/TisC2Tx-CS: Zhou et al. utilizaron electrodos de carbono vitreo (GCE)
modificados con nanocompositos de carburos metélicos de transicion (Ti2Cz2Tx) y
quitosano (CS) (66).

GCE/OGr/TiO2-CS: Cui et al. utilizaron electrodos de carbono vitreo (GCE)
modificados con nanocompositos de oxido de titanio (TiO2) y quitosano (CS) (67).
GCE/AuNRs@MS’@Ti02-CS/CS: Cui et al. utilizaron electrodos de carbono
vitreo modificados con oOxido de titanio y quitosano (TiO2-CS) dopadas con
nanobarras de oro (AuNRs) (68).

GCE/AgNHSs/TiO2-CS/CS: Wangbo et al. crearon un sistema con electrodos de
carbono vitreo (GCE) modificados con nanohilos de plata (AgNHSs), didxido de
titanio (TiO2) y quitosano (CS) (69).

m) GCE/AgNhs/Gra/TiO2-CS/CS: Zhang et al. crearon un sistema con electrodos de

carbono vitreo (GCE) modificado con nanohilos de plata (AgNHSs), grafeno (Gra),
nanocompositos de oxido de titanio (TiO2) y quitosano (CS) (70).

PSIE/COOH: Ayat et al. construyeron un electrodo poroso de silicio (PSi)
funcionalizado con grupos -COOH (57).

GCE/3DG-CuONFs/CS: Bao et al. realizaron un biosensor utilizando electrodos de
carbono vitreo modificados con nanoflores de 6xido de cobre (CuONfs), grafeno en
3D (3DG) y quitosano (CS) (71).

Como es posible apreciar, distintos materiales son utilizados en la modificacién de los

electrodos donde generalmente se utiliza méas de un material (hibrido) para obtener mejores
respuestas analiticas y cada uno de ellos utiliza diferentes técnicas para poder anclar la
enzima al sistema. El proceso de inmovilizacion confina o localiza a la enzima en una region

definida del espacio en un soporte dando lugar a formas insolubles que retienen su actividad
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catalitica (72). Los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en 2 categorias: 1)

Retencion fisica 'y 2) Union quimica (73):

VI11.1.1 Retencidn fisica

Atrapamiento: método basado en la oclusion de las enzimas dentro de una red polimérica

que permite al sustrato y a los productos pasar a través de ellos y retener las enzimas.

Inclusion en membranas: puede ser por microencapsulacion en donde las enzimas estan
rodeadas de membranas semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y
producto, pero la enzima permanece encapsulada. También con reactores de membrana en
donde los reactores emplean membranas permeables al producto final, permeables o no al

sustrato inicial e impermeable para la enzima (74).
De los articulos estudiados, los que utilizan técnicas de inmovilizacién fisica son:

Tabla 7. Electrodos de trabajo modificados con distintos materiales que utilizan
inmovilizacién fisica con quitosano (CS).

Electrodo de trabajo Referencia
GCE/m-MoS2/PdNi NHs/CS 25
65

GCE/CuNHs-OGr-TEPA/CS

66
GCE/TisC2Tx-CS

67
GCE/OGI/TiO2-CS

68

GCE/AuNRs@MS’ @TiO2-
CS/CS
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69
GCE/AgNHSs/TiO2-CS/CS

70
GCE/AgNHs/Gra/TiO2-

CS/CS

71
GCE/3DG-CuONFs/CS

VI11.1.2 Retencién quimica

Existen 3 formas de inmovilizar quimicamente una enzima (75):

Adsorcién: técnica en donde la enzima se une sin funcionalizar mediante las interacciones

idnicas como fuerzas de van der Waals y puentes de hidrogeno.

Unién covalente: consiste en la activacion de grupos quimicos del soporte para que

reaccionan con nucleofilos de las proteinas.

Entrecruzamiento: se utilizan reactivos bifuncionales que originan uniones

intermoleculares entre las moléculas de enzima.
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Tabla 8. Electrodos de trabajo con su respectivo método de inmovilizacion quimica.

Electrodo de trabajo Tipo de inmovilizacion Referencia

Unién covalente con
EP1/OGr-MoS2-NPsAu ) 59
nanoparticulas de oro

Unidn covalente con
GCE/AgNPs-N-F-

nanotubos de carbono 60
MoS2/CNTs-NH: _
aminados
GCE/OGr-CS/AuNPs/CPBA Unidn covalente con CPBA 61
GCE/Ag@OGr-NH2/NA/GA Entrecruzamiento con GA 62

Entrecruzamiento con 6xido de

GCE/OGr 63
grafeno

GCE/Ag-0OGr- Entrecruzamiento con 6

NH:2/poli(FBThF) poli(FBThF)

) Unidn covalente con superficie
PSIE/COOH _ 57
carboxilada

Algunos investigadores, como Ayat et al. (57), utilizan la técnica EDC-NHS previo

al anclaje de la enzima para que la interaccion enzima-superficie sea mas eficiente.

Método EDC-NHS: Este método consiste en la formacion de compuestos intermediarios
que reaccionan facil y rapidamente para producir enlaces covalentes entre los grupos
carboxilos y los grupos aminos de la enzima acetilcolinesterasa. Los mediadores EDC NHS

actuan como catalizadores al proveer una ruta alternativa con una menor energia de
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activacion (76). Con esto, los investigadores activan los grupos -COOH del material

carboxilado para que reaccionen con los grupos amino de la enzima.

Generalmente, se observa un incremento en la estabilidad de las enzimas luego de su

inmovilizacion, que se debe a (72):

1)

2)

3)

4)

Estabilizacion conformacional de la enzima: esto se debe a la existencia de uniones
multi-puntuales enzima-soporte. La estructura de la enzima (estructura terciaria)
adquiere una mayor rigidez y se hace mas resistente a la desactivacion térmica o
quimica. Cabe aclarar que esto ocurre con el método que incluye formacion de
enlaces covalentes.

Proteccidn frente a proteasas: al unirse a soporte se elimina su capacidad proteolitica
y evita su autolisis.

Evita agregacion intermolecular: esto debido a que se mantienen las enzimas
retenidas en una region de la superficie.

Alteracion del microentorno de la enzima: esto ocurre por la interaccion de la enzima

con el soporte.

Pero también, la actividad de la enzima puede disminuir e incluso perderse. Esto se puede

deber a (73):
1) Launién enzima-sustrato se produce de tal forma que se impide el paso del sustrato.
2) Los grupos reactivos del soporte reaccionan con algun aminoacido del centro activo
de la enzima o algin grupo que sea esencial para la actividad catalitica de la enzima.
3) La inmovilizacion puede provocar cambio conformacional en la proteina e
inactivarla.
4) Las condiciones experimentales causan la desnaturalizacion de la enzima.

Si la enzima retiene cierta actividad enzimatica ya sea una disminucion o aumento de la

actividad, esto puede deberse a (73):

1)

Efectos difusionales: debido a la inmovilizacién, la difusion de los sustratos hacia el

centro activo puede estar impedida por resistencias de tipo externo e interno.
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2)

3)

4)

Efectos electrostaticos: efecto entre el sustrato y el soporte, por ejemplo, si tienen la
misma carga existe una repulsion mutua, mientras que con cargas opuestas hay
atraccion.

Impedimentos estéricos: o de tamafio de sustrato. Toda enzima puede ser
inmovilizada sin que haya pérdida de actividad lo cual suele ser valido cuando el
sustrato es de bajo peso molecular.

Efectos en el microentorno: Al inmovilizar la enzima, ésta se somete a un entorno
diferente al habitual. Se puede observar un desplazamiento en el valor del pH 6ptimo
de la catalisis enzimatica y también un intervalo de pH mayor en el cual la enzima

puede actuar de forma eficiente.

V1.2 Caracterizaciéon de electrodos modificados

V11.2.1 Voltametria Ciclica

Como se mencion6 anteriormente, la acetilcolinesterasa cataliza la hidrolisis de

acetiltiocolina a la tiocolina, generando una sefial electroquimica correspondiente a la

oxidacion irreversible de la tiocolina. Esta sefial es la utilizada para evaluar la incorporacion

de la enzima al biosensor y optimizar las condiciones de inmovilizacion. Para este proposito

se utiliza voltametria ciclica. Algunos estudios siguieron esta técnica para demostrar la

inmovilizacién de la enzima en sus respectivos sistemas.

Por ejemplo:

a)

b)

Jia et al. (59) utilizaron esta técnica con un barrido de potencial ciclico desde 0,200
V a 0,800 V. Como se observa en la figura 34 a, se utilizé el electrodo modificado en

ausencia de acetiltiocolina (a) y en presencia de acetiltiocolina (b).

Liu et al. (61) por su parte, utilizaron un barrido de potencial ciclico de 0,200 a 1,000
V con los electrodos modificados con (a) GCE, (b) electrodo modificado sin la
enzima y (c) electrodo modificado con la enzima, todos estos en ausencia de
acetiltiocolina (solo en buffer fosfato) y (h) electrodo modificado con la enzima en
presencia de acetiltiocolina. Solo en este Gltimo caso se obtuvo respuesta

electroquimica al estar presente la enzimay la acetiltiocolina (figura 34, b).

48



c) Zhou et al. (66) utilizaron un barrido de potencial ciclico de 0,200 a 1,200 V. En la
figura 34 ¢ se observan los electrodos (a) GCE, (b) sistema sin la enzimay (c) sistema

con la enzima en presencia de acetiltiocolina.

En todos los casos, los electrodos modificados sin la enzima en presencia o
no de acetiltiocolina no presentaron pico de oxidacion de tiocolina. Cuando los
electrodos se modificaron con la enzima sin presencia de acetiltiocolina, se observé
el mismo comportamiento mencionado anteriormente, y cuando los electrodos se
modificaron con la enzima en presencia de acetiltiocolina, se observo un pico de
oxidacion de tiocolina a 0,490 V (a), 0,685 V (b) y 0,655 V (c).
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Figura 34. En a) voltamograma ciclico utilizando electrodo AChE/AuNPs-MoS,-rGO/PI en
ausencia (curva a, negro) y presencia (curva b, rojo) de 90 mg/mL de acetiltiocolina en una
solucion 0,1 M PBS pH 74. En b) voltamograma ciclico de GCE (a, azul),
AChE/CPBA/AUNPs/OGr-CS/GCE (c, celeste) en PBS 0,1 M, pH 7,0; y CPBA/AUNPs/OGr-
CS/GCE (b, rojo), AChE/CPBA/AUNPs/OGr- CS/GCE (h, negro) en 0,1 M PBS pH 7,0 que
contiene 1,0 mM acetiltiocolina. En ¢) GCE/TisC2Tx-CS PBS pH 8,0. Velocidad barrido
0,100/0,200 V/s (Figura extraida de referencias 50, 52, 56). En c) voltamograma ciclico utilizando
GCE (a, azul), CS-TisC2Tx/GCE (b, rojo) y AChE/CS-TisC2Tx/GCE (negro) en una solucién 0,1
M PBS pH 8,0 y 1,0 mM acetiltiocolina. Figura recuperada de Ref. 59, 61, 66.
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V11.2.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Otras técnicas pueden ser utilizadas para demostrar el anclaje de la enzima al material,
por ejemplo, da Silva et al. (63), aparte de las pruebas electroquimicas correspondientes,

realizaron estudios de imagenes SEM de sus electrodos modificados con y sin la enzima.

Figura 35. Micrografias SEM de 6xido de grafeno reducido (izquierda) y 6xido de grafeno
reducido/acetilcolinesterasa. Figura recuperada de Ref. 63.

En la figura 35 de la izquierda se observa el OGr con su morfologia tipica y en la
derecha se observa la incorporacién de la enzima en el material formando clusters, lo cual

permitiria inmovilizar la enzima en el material.

Li et al. (65), para demostrar la inmovilizacion de la enzima, utilizan espectroscopia

de impedancia electroquimica (EIS):

V11.2.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Técnica no destructiva particularmente sensible a pequefios cambios en el sistema
que permite la caracterizacion de las propiedades de materiales y sistemas electrogquimicos
incluso en medios poco conductores. Consiste en la aplicacion de una perturbacion senoidal
de potencial eléctrico de frecuencia variable al material estudiado y el registro de la respuesta

en corriente dentro de una celda electroquimica (77).
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Impedancia: Se define como el cociente entre el potencial aplicado y la intensidad medida
a la salida (78).

1=V/Z (Ecuacién 7)

Los investigadores entonces compararon la respuesta de (a) GCE, (b) GCE
modificado con los nanomateriales sin la enzima y (¢) GCE modificado con los

nanomateriales con la enzima representado en el diagrama de Nyquist (figura 36) (65):
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Figura 36. EIS de electrodos a) GCE (negro), b) GCE/OGr-Cu-TEPA (celeste) y c)
GCE/OGr-TEPA-Cu-AChE-CS (rojo) en una solucién 0,1 M KCI con 5,0 mM [Fe (CN)6]*
/4 Figura recuperada de Ref. 65.

Estos resultados demostraron que en (b) desaparece el semicirculo de la curva (a)
correspondiente al GCE. Esto indico que se acelera la transferencia de electrones y disminuy6
la impedancia del electrodo. Cuando se agrego la enzima (c), el semicirculo de la curva
aumentd significativamente, indicando que la enzima se inmovilizé y aumento la impedancia
del electrodo. Todo esto podria atribuirse a la inherente conductividad eléctrica de los

materiales utilizados.
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Esta técnica también es utilizada por otros investigadores (60-67, 70, 72) que

desearon demostrar una correcta inmovilizacion de la proteina.

Demostrada la inmovilizacién de la enzima, es importante optimizar las condiciones

de los experimentos para asi obtener la mejor respuesta analitica posible.

VI1.3 OPTIMIZACION DE CONDICIONES EXPERIMENTALES

Al utilizarse como componente bioldgico la enzima acetilcolinesterasa, es necesario
tener en cuenta que la enzima al ser una proteina que posee estructura terciaria puede

desnaturalizarse, o0 sea, perder su estructura tipica (79).

Los factores que mas influyen en la actividad catalitica de las enzimas son el pH y la

temperatura a la que ocurre la reaccién (80):

- pH: Estas proteinas poseen grupos ionizables en las cadenas laterales de los
aminoacidos que lo conforman. El estado de ionizacién (carga positiva,
negativa o neutra) de estos grupos funcionales, y por lo tanto la configuracion
estructural de la enzima, va a depender del pH del medio. Entonces, cada
enzima va a tener una actividad 6ptima a un pH éptimo.

- T El aumento de temperatura en general aumenta la velocidad de las
reacciones quimicas, pero a partir de cierta temperatura se desnaturaliza la
enzima. A mayor temperatura, la actividad enzimatica disminuye hasta

desaparecer.

Por esta razon, es importante conocer el valor 6ptimo de estos pardmetros. Ningun
articulo reporta estudios en funcion de la temperatura por lo que se asume que la temperatura
Optima es la temperatura ambiente. Por otra parte, el pardmetro mayormente estudiado es el
pH:

52



VI11.3.1 Efecto del pH

Casi todas las enzimas intracelulares exhiben una importante dependencia al valor del
pH. Normalmente muestran una actividad oOptima entre pH 7,0 y 9,0 y pueden ser

denaturalizadas a bajos o altos valores de pH (64).

Para determinar el efecto del pH una de las técnicas utilizadas es la voltametria de pulso
diferencial (VPD):

VI11.3.1.1 Voltametria de pulso diferencial (VPD):

En esta técnica no se utiliza un barrido lineal de potencial. En lugar de ello, se aplica una

rampa de potencial con las siguientes caracteristicas (81):

El potencial inicial aplicado durante la mayor parte del tiempo de vida de la gota aumenta
de gota a gota, con incrementos de amplitud constante y pequefios. Antes de la caida de la
gota, se aplica un impulso de potencial constante durante un tiempo corto y definido. Se
miden dos intensidades de corriente en la misma gota: antes de aplicado el impulso y otra
antes de la caida de la gota. Se registra la diferencia entre estas dos intensidades de corriente
en funcion del potencial, generando de esta forma voltamogramas en forma de “pico”, como
se observa en la figura 37.

Esta ténica se caractetiza por tener alta sensibilidad debido a la disminucion de la
contribucion de la corriente capacitiva (no Faradaica), alcanzando limites de deteccion en el
orden de los 1x10*° hasta los 1x104 M (81).

ip A
B

Figura 37. Respuesta tipica en VVPD.
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Para estudiar esto, se prepararon tampones con distintos valores de pH (60-66, 72) y
se obtuvieron resultados como los de la figura 38 a,b en donde los investigadores presentaron

un grafico Corriente vs pH en base a los voltamogramas obtenidos:
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Figura 38. En a) efecto del pH del PBS en el pico de corriente anodica para la oxidacion
de tiocolina a partir de la respuesta VPD utilizando AChE/CNTs-NH2/Ag NPs-N-F-
MoS2/GCE en una solucion con 4,0 mM acetiltiocolina y distintos valores de pH de PBS.
En b) efecto del pH del PBS en el pico de corriente anodica para la oxidacion de tiocolina
a partir de la respuesta VPD utilizando AChE/OGr/GCE en una solucion 0,2 M PBS pH

7,0 y 40 uM de acetiltiocolina. Figura recuperada de Ref. 60, 63.

I,/ nA
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Como se observa en la figura 38, en (a) estudiaron un rango de pH entre 6,0-8,5y la
mayor respuesta analitica se obtiene a pH 7,5, por ende, ese pH fue utilizado como pH éptimo
(60) y en (b) utilizaron un rango de pH de 5,5-8,0 y la maxima sefial la obtienen a pH 7,0,
pH utilizado como pH o6ptimo (63). Como muestra la imagen 38, luego de cierto pH la
respuesta comenzd a disminuir lo cual podria explicarse a que, al alcanzar valores extremos
de pH, ya sea &cidos o basicos, la enzima sufre desnaturalizacion (60, 63). Tal proceso se ve

reflejado en la pérdida de actividad de la enzimay por ende a la menor corriente resultante.

Otros parametros fueron utilizados también para optimizar el funcionamiento del

biosensor con el fin de obtener la méxima respuesta analitica posible:
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V11.3.2 Concentracion de material

Se estudio el efecto que tiene sobre la respuesta analitica modificar el electrodo con
distintas concentraciones de material, distintas proporciones si es mas de un material, etc. La

técnica mayormente utilizada fue la voltametria de pulso diferencial (25, 60, 63-68).
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Figura 39. En a) Optimizacion de la concentracion de nanocomposito PANi NHs/m-MoS:
para la modificacion de AChE-Chit/PdNi NHs/m-MoS2/GCE utilizando VPD en una
solucion 0,1 M PBS pH 7,4 en presencia de 3,0 mM de acetiltiocolina. En b) Optimizacion
de la concentracion de OGr para la modificacién de GC/OGr/AChE utilizando VPD en una
solucién 0,2 M PBS pH 7,0 en presencia de 40 uM de acetiltiocolina. Figura recuperada de
Ref. 25, 63.

Como se observa en la figura 39, en (a) utilizaron concentraciones en un rango de 0,5
mg/mL a 10,0 mg/mL en donde se ve que la mayor respuesta analitica aparecio a 1,0 mg/mL,
por lo que esta fue la concentracion utilizada de nanomaterial (PdNi NHs/m-MoS2) para la
modificacion de los electrodos (25) y en (b), concentraciones de 12,5-100,0 pg/mL fueron
probadas obteniéndose la mayor respuesta analitica a los 25,0 pg/mL por lo que para estos
investigadores esta fue la concentracion optima de 6xido de grafeno reducido (63). Como
muestra la figura, luego de cierta concentracion de material la corriente disminuy6. Esto
podria explicarse ya que, al modificar el electrodo con mayor concentracion de material, se
estaria formando una capa gruesa y no uniforme en la superficie lo cual podria dificultar el

proceso electroquimico.
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V11.3.3 Concentracion de enzima

Se estudio el efecto que tiene sobre la respuesta analitica modificar el electrodo con
distinta cantidad de enzima (unidades de enzima) o concentracion en masa de esta. La técnica
mayormente utilizada fue la voltametria de pulso diferencial (60-66, 71):
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Figura 40. En a) efecto de la concentracion de enzima utilizada en la modificacion del
electrodo obtenida a partir de la respuesta VPD de AChE/CNTs-NH2/Ag NPs-N-F-
MoS2/GCE a distintas U de enzima. En b) efecto de la concentracion de enzima utilizada en
la modificacion del electrodo obtenida a partir de la respuesta VPD de poli(FBThF)/Ag-

OGr-NH,/AChE/GCE with 1 mM ATCI in 50 mM PBS. Figura recuperada de Ref. 60, 64.

La figura 40 muestra en (a) el gréfico corriente vs U enzima en donde estudiaron un
rango de 0,05 a 0,35 U. La mayor corriente se observa a los 0,20 U de enzima, por lo que
este valor fue utilizado por los investigadores en todos sus experimentos de modificacion de
electrodos (60) y en (b), estudiaron un rango de enzima de 5,0-80,0 ug/mL y la mayor
corriente se obtuvo a los 40,0 ug/mL de enzima, por lo que esta Gltima es la concentracion
Optima de enzima (64). Como vemos, luego de cierta cantidad de enzima la corriente
comienza a disminuir. Este comportamiento puede deberse a que, a mayor cantidad de

enzima, se forma una capa mas gruesa de enzima lo cual estaria bloqueando la transferencia
electronica.
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V11.3.4 Tiempo incubacién con el pesticida en estudio

Para obtener la méaxima corriente se estudio el tiempo de incubacion optimo del
electrodo en una solucion que contenga el pesticida. Se utilizaron las técnicas de voltametria
ciclica (60) y voltametria de pulso diferencial (57, 59-61, 63-71):
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Figura 41. En a) Efecto de la inhibicion de madation (a), malation (b) y clorpirifos (c)
obtenida a partir de voltametria ciclica de NA/Ag@rOG-NH,/AChE/GCE en una solucién
0,1 M PBS pH 8,0. En b) efecto de la inhibicion de clorpirifos obtenida a partir de la
respuesta VPD de AChE/CNTs-NH2/Ag NPs-N-F-MoS2/GCE a distintos tiempos de
incubacion con pesticida. Figura recuperada de Ref. 60, 62.

En la figura 41, en (a) se presentan los resultados obtenidos con 3 pesticidas
(malation, madation y clorpirifos) que fueron probados desde 0 a 50 minutos. A los 30
minutos se obtuvo el maximo % de inhibicion por lo que éste fue el tiempo elegido por los
investigadores (62) y en (b), a los 15 minutos se obtuvo el maximo porcentaje de inhibicion,
seleccionandolo como tiempo 6ptimo (60). En ambos se alcanza un plateau (30 y 15 minutos
en adelante respectivamente). Tal comportamiento se podria explicar debido a que se alcanzé

un equilibrio en los sitios de union de la enzima con el pesticida.
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V1.4 Respuesta amperométrica del biosensor

Elegidas las condiciones Optimas experimentales, se estudid la respuesta
amperométrica del biosensor utilizando distintas concentraciones de acetiltiocolina (las
concentraciones elegidas dependen de cada grupo de investigacion) (58-61, 64, 66-71). Otros
investigadores utilizaron la técnica voltametria de pulso diferencial y distintas
concentraciones de pesticida (64, 66):
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Figura 42. Respuesta amperometrica de AChE/CNTs-NH2/Ag NPs-N-F-MoS2/GCE  de
distintas concentraciones de acetiltiocolina en una solucién 0,1 M PBS, con agitacion. Figura
recuperada de Ref. 25.

La figura 42 exhibe el amperograma de la respuesta electroquimica realizada por
Song et al. (25). Se observa el voltamograma obtenido al adicionar diferentes
concentraciones de acetiltiocolina sucesivamente. La corriente de oxidacion aumento a
medida que aumentd la concentracion de acetiltiocolina y se estabiliz6 a concentraciones
mayores.

A partir de los experimentos amperométricos, se obtuvieron curvas de calibracion

(corriente vs concentracion) las que se presentan como ejemplo en la figura 43 (25):
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Figura 43. Curva de calibracién obtenida a partir de la respuesta amperometrica de
AChE/CNTs-NH2/Ag NPs-N-F-MoS2/GCE de distintas concentraciones de acetiltiocolina
en una solucion 0,1 M PBS. Figura recuperada de Ref. 25.

Con la curva obtenida por regresion lineal se obtuvo también una ecuacion del tipo 1= aC+
b, (ecuacion 8), en donde | representa la corriente de oxidacion/reduccion (PA) y C
representa la concentracion de acetiltiocolina utilizada (mM). Con estos datos fue posible
obtener el rango lineal del biosensor (0,1 a 1,0 mM), valores donde la sensibilidad es
constante con una variaciéon determinada y la sensibilidad que es la pendiente de la recta
obtenida (1,148 mM) (25).

V1.5 Parametros enzimaticos

Otro parametro importante de analizar es la constante de Michaelis-Menten (K,,,) (25,
57, 60-62, 66-71).

El comportamiento cinético de la mayoria de las enzimas sigue la forma de Michaelis-
Menten (82):

sl v

dt 1+ Km
[S]

(Ecuacion 9)
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Donde v es la velocidad instantanea a un tiempo t cuando la concentracion de sustrato
es [S]. La forma usual de evaluar estos pardmetros (V, K,,) es en la forma de doble

reciprocos:

1 1 K 1 .,
4+ o — (Ecuacién 10)
VO Vmax Vmax [S]

. . T . - .. 1 ,
La representacion grafica del reciproco de la velocidad inicial, - VErsus el reciproco
o

Km

-/ 1 - , .
de la concentraciéon de sustrato, G proporciona una linea recta con pendiente en un

max

grafico doble-reciproco o Lineweaver-Burk. El punto donde la linea intersecta la ordenada es
1

. . - . . 1 . -z £
igual a y la interseccion en la abscisa es igual a - — La utilizacion de este grafico

Vmax m

permite calcular con precision V,,, ...y K,,, (84).

Para el estudio cinético enzimatico en electrodos se utiliza la ecuacion de Lineweaver-
Burk modificada (83):

1 1 K 1
+ — % — (Ecuacién 11)
Is Imax Imax [5]

En donde I es la corriente en estado estacionario medida a distintas concentraciones
de sustrato, I,,,, €S la maxima corriente alcanzable, K,,, es la constante de Michaelis Menten

y [S] es la concentracion del sustrato.

K,,, es entonces una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato. Cuanto menor

es K,,,, mayor es la afinidad de la enzima por el sustrato y viceversa (84).

V11.6 Pesticidas

A continuacion, se presentan los pesticidas estudiados en los articulos reportados:
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Tabla 9. Pesticidas utilizados en cada estudio. O: organofosforado y C: carbamatos.

Electrodo Pesticida Referencia
GCE/m-MoS2/PdNi Ometoato (O) 25
NHs/CS
EPI1/OGr-MoS2-NPsAu Paraoxon (O) 59
GCE/AgNPs-N-F- Monocrotofés (O) 60
MoS2/CNTs-NH:2 Clorpirifos (O)

GCE/OGr- Clorpirifos (O) 61
CS/AuNPs/CPBA Malatién (O)

Carbofuran (C)

Isoprocarb (C)
GCE/Ag@OGr- Malation (O) 62
NH2/NA/GA Clorpirifos (O)
GCE/OGr Carbaril (C) 63
GCE/Ag-OGr- Malation (O) 64
NH2/poli(FBThF) Triclorfén (O)
GCE/CuNHs-OGr- Malatién (O) 65
TEPAI/CS
GCE/TisC2Tx-CS Malation (O) 66
GCE/OGr/TiO2-CS Diclorvos (O) 67
GCE/AuNRs@MS’@Ti Fention (O) 68
02-CS/CS Diclorvos (O)
GCE/AgNHS/TIO:- Diclorvos (O) 69
CS/CS
GCE/AgNhs/Gra/TiO2- Diclorvos (O) 70
CS/ICS
PSIE/COOH Malation (O) 57
GCE/3DG-CuONFs/CS Diclorvos (O) 71
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Como se observa en la tabla 9, los pesticidas mayormente utilizados en los articulos
revisados son del grupo de organofosforados (O). Esto porque son de bajo costo, alta
actividad, facil acceso, son simples de manufacturar y son los mas utilizados alrededor del
mundo (85). En Chile también los insecticidas organofosforados son los més vendidos y
utilizados; como por ejemplo el clorpirifos y el diazinon, pertenecientes a los grupos alta o

moderadamente peligrosos.

V1.7 Estudio de pesticidas

Optimizado el tiempo de incubacion con el pesticida y todos los otros parametros
descritos anteriormente, se evalud la respuesta del biosensor en la deteccién de pesticidas
(25, 57, 59-71). Se utilizaron las técnicas de amperometria (figura 44, (a)) y voltametria de
pulso diferencial (VPD) (figura 44, (b)):
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Figura 44. En a) respuesta cronoamperométrica de AChE/CPBA/AUNPs/OGr-CS/GCE en
0,1 M PBS pH 7,0 y acetiltiocolina 0,15 mM luego de incubar con diferentes concentraciones
de pesticidas. Figura recuperada de Ref. 60. En b) Respuesta VPD obtenida de AChE-
CS/3DG-CuONFs/GCE en solucion 0,1 M PBS pH 7,4 y 0,5 mM de acetiltiocolina luego de
incubar el electrodo modificado con diferentes concentraciones de pesticida. Figura
recuperada de Ref. 71.

En ambos casos se observa que, al aumentar la concentracion de pesticida utilizado,

la respuesta analitica obtenida disminuyd. A partir de estos resultados se construyeron las
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curvas de calibracion correspondientes que se muestran como ejemplo en la figura 45 y la

ecuacion lineal de cada caso:
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Figura 45. Curva de calibracion obtenida a partir de voltametria del electrodo PSi/AChE en
una solucién de 0,3 mM acetiltiocolinam pH 6,8 PBS a diferentes concentraciones de
pesticidas. Figura recuperada de Ref. 71.

Con esto es posible obtener el rango lineal, la sensibilidad y el limite de deteccion del

sistema utilizado. Otra forma de obtener el limite de deteccién es utilizando la férmula
LOD =3 Ss—b , donde S, es la desviacion estandar de 10 blancos medidos y S la sensibilidad

(25, 57, 59-61, 63-71).

Tabla 10. Comparacion de los biosensores estudiados en la determinacion de pesticidas.

Electrodo Pesticida Rango lineal (mM) Limite Referencia
deteccion
(mM)
GCE/m- Ometoato 1019mMm-10+* 5,0x1011 25
MoS,/PdNi
NHs/CS
EPI1/OGr-MoS;- Paraoxon 1,82x10°-5,45%x10* 0,05 59
NPsAu
GCE/AgNPs-N-F- | Monocrotofés 7,78x10710- 4,48x10® 2,0x1010 60
P -7_ -4 -9
M0S,/CNTs-NH, Clorpirifos 2,85x107- 2,85x10 3,0x10
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GCE/OGr- Clorpirifos 1,93x10°-2,85x10°%; 3,14x10°® 61
CS/AUNPS/ICPBA 2,85x10°-2,85x10°¢
Malatién 1,51x106-3,01x10°5; 0%
6,05x10°5-3,02x10 1511
Carbofuran
4,51x107-4,51x10°; 2,25x107
Isoprocarb 4,51x10°-4,51x10*
1,03x10°5-4,51x10°5; 2,59x10°°
1,03x10* -7,76x10*
GCE/Ag@OGr- Malatién 1,91x102- 2,35x10 1,26x10° 62
.. 3 -1 -5
NH,/NA/GA Clorpirifos 3,45%10°— 3,48x10 3,99%10
GCE/OGr Carbaril 1,0x10%- 5x10° 1,90x107 63
GCE/Ag-OGr- Malatién 2,99x107—2,99x10° 9,69x10-8 64
i A 8_ 7 -9
NHz/poli (FBThF) Triclorfén 8,00%x10° - 8x10 3,88%10
GCE/CuNHs- Malation 3,0x109- 6x10° 1,20x10° 65
OGr-TEPA/CS
GCE/Ti3C,T«-CS Malation 1,0x1011-1x10° 3,0x1012 66
GCE/OGr/TiO»- Diclorvos 3,6x10°- 2,26x102 0,29x10? 67
CS
GCE/AuNRs@M Fention 1,8x10°—4,53%x10* 5,30x10¢ 68
. 4 -2 -6
$*@Ti0,-CS/CS Diclorvos 4,53x10~~ 1,36x10 1,30x10
GCE/AgNHS/TIO> Diclorvos 3,50%10°— 2,26x102 7,4x1073 69
-CS/CS
GCE/AgNhs/Gra/ Diclorvos 3,60x10° - 2,26x10 7,4x10° 70
TiO,-CS/CS
PSIE/COOH Malation 2,0x106—8x10® - 57
GCE/3DG- Diclorvos 1,13x102- 22,6 1,45x10° 71
CuONFs/CS

Junto a esto, se estudia el porcentaje de inhibicion (% 1) utilizando diferentes

concentraciones de pesticidas, lo que se calcula con la siguiente férmula (25, 59, 61, 62, 66,

69):

Inhibicion % = (M) x 100

Imax
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En donde I,,,,, €s el pico de corriente de acetiltiocolina en el biosensor/AChE y I,
es el pico de corriente de acetiltiocolina en el biosensor/AChE luego de la inhibicion

realizada por la presencia del pesticida.
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Figura 46. Curva de calibracion obtenida a partir de VPD de AChE/CNTs-NH2/Ag NPs-N-
F-Mo0S2/GCE en una solucion con 0,1 M PBS, pH 7,4 y 4,0 mM acetiltiocolina incubada a
diferentes concentraciones de pesticida por 15 minutos. Figura recuperada de Ref. 60.

Como exhibe la figura 46 (60), se observa una relacion lineal entre el porcentaje de
inhibicién y el logaritmo de la concentracién de pesticida, comportamiento observado en
todos los articulos estudiados (25, 57, 60-71). Esto se debe a que a medida que se aumenta la
concentracion de pesticida, la enzima es mayormente inhibida. Como resultado, menos
tiocolina es formada por la enzima y, por ende, menos oxidacion de la tiocolina habra,

resultando en una baja de corriente a medida que se aumente la concentracién de pesticida.

V11.8 Repetibilidad, reproducibilidad, estabilidad y estudio de interferentes

Para evaluar estos parametros se utilizaron técnicas como voltametria de pulso
diferencial (25, 57, 60, 65-70), voltametria ciclica (59, 62-64) y amperometria (59, 71) en

presencia de los pesticidas estudiados.
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V11.8.1 Repetibilidad

Para estudiar la repetibilidad del biosensor se utilizo un electrodo modificado y se
realizaron mediciones sucesivas del mismo para evaluar si la respuesta entre estas mediciones
era similar. Se calcul6 la desviacion estandar relativa (RSD) y se informaron los valores en
porcentaje (%). Por ejemplo, Song et al. (25) utilizaron el electrodo modificado y realizaron
5 DPV sucesivas. Obtuvieron una RSD de 2,7% lo que indicé una buena repetibilidad en el
método. da Silva et al. (63) para estudiar este parametro realizaron 10 DPV sucesivas y
obtuvieron una RSD de 1,3%.

V11.8.2 Reproducibilidad

Este pardmetro se obtuvo utilizando mas de un electrodo modificado y midiendo cada
uno individualmente. Se calcul6 la desviacion estandar relativa (RSD) y se informaron los
valores en porcentaje (%). Por ejemplo, Song et al., en otro estudio, utilizan 6 electrodos
modificados y de cada uno se obtuvo el DPV correspondiente. Obtuvieron valores de RSD
de 2,6%, indicando que el biosensor construido exhibe una reproducibilidad aceptable (60).
Por otro lado, Zhang et al. utilizaron 5 electrodos para esta medicion y obtuvieron un RSD
de 2,3%, lo que demostrd que su biosensor propuesto exhibia una reproducibilidad aceptable
(70).

V11.8.3 Estudio de interferentes

Para determinar la selectividad del método, se realizaron estudios de interferencia,
estudiando compuestos como: glucosa, acido ascorbico, acido citrico, &cido ascorbico, acido
arico, glutamato (GLU), dopamina, sacrosa, fenol, catecol, nitrobenceno, cloranfenicol, Zn?*,
Mg*?, CI-, Hg*?, I, Cu*?, Ba*?, Ca*?, SO42, PO4%, CO3? NOs", FeClz, NaCl, MgClz, NaHCO3
y NasPOa. Estos fueron elegidos porque se encuentran normalmente en la comida y en el

medio ambiente (25), y ademas porque se ha reportado que iones metalicos y sales
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inorganicas podrian interferir en los biosensores basados en materiales a nanoescala (figura

47) (65).
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Figura 47. Respuesta VPD DE AChE-CS/OGr-TEPA-Cu NHs/GCE en 10 ng/mL de
malatién (mal), 2 mM de acetiltiocolina y 1 mM CO3z%, 1 mM Cu?*, 1 mM POs%*, 1 mM
glucosa, 1 mM dopamina, 1 mM NOs, 1 mM &cido Urico (interferentes). Figura recuperada
de Ref. 65.

V11.8.4 Estabilidad

El estudio de la vida Gtil del biosensor también es un parametro importante de estudiar
(figura 48). La estabilidad de todos los biosensores considerados en esta revision se evaluo

utilizando VPD, VC y amperometria en un periodo de tiempo de 30 dias.

Todos los estudios exhibieron mas del 80% de retencion de respuesta del biosensor,
lo cual describen como estabilidad aceptable. 8 de ellos retuvieron més del 90% de la
respuesta inicial (25, 59, 61, 62, 67, 68, 69, 71) y 3 de ellos no observaron cambios
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significativos en la respuesta a los 30 dias (62, 68, 70). Estos 11 tltimos estudios demostraron

tener estabilidades muy buenas.
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Figura 48. Tiempo de estabilidad del biosensor GCE/OGr/AChE evaluado a través de VPD
en presencia de 40 pmol L de acetiltiocolina. Los electrodos se mantuvieron en 0,2 M PBS
pH 7,0 at 4 °C. Figura recuperada de Ref. 63.

V11.9 Reactivacion del biosensor

En los articulos estudiados, los investigadores evaluaron la respuesta de los
biosensores desarrollados luego de la incubacidn con el pesticida para asi inhibir la enzima
acetilcolinesterasa y poder reactivarla posteriormente. Para este propdsito se utilizo yoduro
de pralidoxima (2-PAM) por 15 minutos (62, 63) y buffer fosfato por 30 minutos (70). Con
esto, retuvieron mas del 90% de la respuesta inicial y casi el 100% de la respuesta inicial
respectivamente. En la figura 49 se observa el histograma de la reactivacion del biosensor de
Hui-Fang Cui et al (67), en donde se aprecia la recuperacion casi total de la respuesta

analitica.
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Figura 49. Histograma del % de reactivacion del biosensor a partir de la respuesta DPV de
AChE/CS/TiO,-CS/Gra/AgNHs/GC luego de la inhibicién con diclorvos 63 uM y la
reactivacion con PBS. Figura recuperada de Ref. 64.

69



VIIl. CONCLUSIONES DEL ESTUDIO BIBLIOGRAFICO.

De acuerdo con los articulos revisados, se observa que es posible construir
biosensores utilizando diferentes nanomateriales 0 mezclas de estos (compositos) para la
deteccidn sensible de pesticidas organofosforados y carbamatos. Se reportan limites de
deteccion en el orden mM hasta valores de pM, dependiendo del sistema utilizado. Estos
valores se obtienen luego de realizar una optimizacion de parametros como T° y pH de
medicion, tiempos de incubacién con el pesticida, cantidad de nanomaterial utilizado, etc.
Junto a esto, los biosensores construidos mostraron ser selectivos frente a diferentes
interferentes estudiados. Finalmente, se informa que la reactivacion enzimatica es
satisfactoria, obteniéndose, luego de aplicar protocolos de recuperacion, actividad enzimatica

cercana al 100%, lo cual permitiria la reutilizacion del biosensor.

Todos estos estudios contribuyen de manera positiva al area de los biosensores
electroquimicos, con los cuales se obtienen resultados prometedores para seguir las
investigaciones en este &mbito. Asi es posible pensar en disponer en un futuro de un biosensor
de campo capaz de sensar muestras in situ y ayudar a combatir los diferentes problemas que

se presentan debido al mal uso de los pesticidas en nuestro pais y en el mundo.
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