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RESUMEN 

 

 

El clorpirifós es el segundo pesticida más detectado en productos alimentarios 
y en el agua lo que ha motivado una exponencial preocupación por concepto 
de pérdida de biodiversidad, riesgos viables para la salud de las personas y 
otros organismos no objetivos. 

Una de las acciones relevantes para el manejo de este contaminante es la 
detección temprana, pero esta presenta varios desafíos asociados a la 
movilidad del plaguicida, factores naturales como la biodegradación, la 
fotodegradación y la hidrólisis química disminuyen su persistencia y 
ecotoxicidad en el medio ambiente y los desafíos asociados a su detección 
analítica como los procedimientos de muestreos en terrenos, contenedores 
para tomas de muestras, almacenamientos adecuados, pretratamientos de la 
muestra, mayores volúmenes de solvente y costos asociados a personal en 
terreno y de análisis de residuos basados en cromatografía de gases y 
cromatografía líquida. Para superar los inconvenientes de los métodos 
tradicionales, se ha trabajado en el desarrollo de nanobiosensores, que 
permitirían la detección de contaminantes en terreno, favoreciendo el 
seguimiento de la descarga de contaminantes al medioambiente. Pero, 
clorpirifós se degrada en el medio ambiente, por lo que determinar si los 
nanobiosensores desarrollados para clorpirifós son capaces de detectarlos 
productos de degradación de CP, es relevante para establecer las reales 
capacidades de detección de estos dispositivos. 

Por estos motivos, este trabajo aborda el desarrollo de un nanoaptasensor 
(NAS) basado en nanopartículas de oro (AuNPs) unidas a aptámero 
específico para clorpirifós, estandarizando las condiciones de funcionamiento 
del NAS, para posteriormente, determinar la capacidad de este NAS para 
detectar clorpirifós- oxon, uno de los primeros metabolitos producidos por la 
degradación de clorpirifós. Los resultados mostraron que trabajar con una 
proporción molar de AuNPs: aptámero de 1:20, bajo condiciones de pH a 6,5 
y 1,5 M de NaCl como agente revelador permitieron detectar un mínimo de 60 
ppb de clorpirifós en agua. Con estos resultados, se proyecta avanzar en 
desafiar al NAS para determinar su capacidad de detección de clorpirifós-
oxon.  

 

Palabras clave: nanoaptasensor, contaminación hídrica, Clorpirifós. 
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ABSTRACT  

 

 

Chlorpyrifos is the second most detected pesticide in food products and in 
water, which has caused an exponential concern due to the loss of biodiversity, 
viable risks to the health of people and other non-target organisms. 

One of the relevant actions for the management of this contaminant is early 
detection, but this presents several challenges associated with the mobility of 
the pesticide, natural factors such as biodegradation, photodegradation and 
chemical hydrolysis that reduce its persistence and ecotoxicity in the 
environment and the challenges associated with its analytical detection such 
as field sampling procedures, sampling containers, adequate storage, sample 
pretreatment, higher volumes of solvent and costs associated with field 
personnel and gas chromatography-based residue analysis and liquid 
chromatography. To overcome the drawbacks of traditional methods, work has 
been done on the development of nanobiosensors, which would allow the 
detection of pollutants in the field, favoring the monitoring of the discharge of 
pollutants into the environment. However, chlorpyrifos degrades in the 
environment, so determining whether the nanobiosensors developed for 
chlorpyrifos are capable of detecting CP degradation products is relevant to 
establish the real detection capabilities of these devices. 

For these reasons, this work deals with the development of a nanoaptasensor 
(NAS) based on gold nanoparticles (AuNPs) linked to a specific aptamer for 
chlorpyrifos, standardizing the operating conditions of the NAS, to later 
determine the capacity of this NAS to detect chlorpyrifos. - oxon, one of the 
first metabolites produced by the degradation of chlorpyrifos. The results 
showed that working with a molar ratio of AuNPs: aptamer of 1:20, under 
conditions of pH at 6.5 and 1.5 M NaCl as revealing agent, allowed detecting 
a minimum of 60 ppb of chlorpyrifos in water. With these results, it is planned 
to move forward in challenging the NAS to determine its ability to detect 
chlorpyrifos-oxon. 

 

 

Keywords: nanoaptasensor, water pollution, Chlorpyrifos 
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CAPÍTULO 1 

 

 

INTRODUCCIÓN  

Dentro de las numerosas sustancias orgánicas que se conocen como 

contaminantes del agua. Los agroquímicos tóxicos como los plaguicidas son 

una fuente importante de contaminación tanto para aguas subterráneas como 

superficiales, si bien, los plaguicidas juegan un papel positivo para la 

economía de un país, su uso generalizado ha deteriorado la biodiversidad y 

en consecuencia impactos negativos en la calidad de los ecosistemas hídricos 

(Liu et al., 2010; Vörösmarty et al., 2010; Pimm et al., 2014; Bala et al., 2017). 

El destino de los plaguicidas en el ambiente se rige por los procesos de 

retención, transporte, disipación, degradación y sus interacciones en el medio 

ambiente, así también por las propiedades fisicoquímicas, solubilidad en 

agua, presión de vapor, coeficiente de partición suelo-agua (Koc), vida media, 

coeficiente octanol-agua (Kow) que simula el carácter hidrófobo de una 

sustancia que permite las estimaciones de concentración en los 

compartimientos ambientales (Cui et al., 2020). Con respecto al manejo de 

plaguicidas Citartan et al.,2019 advierte que aproximadamente 95% de los 

plaguicidas llegan a un destino que, no es necesariamente, la especie 

objetivo, lo que podría provocar la contaminación del agua y productos 

alimenticios. 

Para el control y manejo apropiado de plaguicidas, la Organización Mundial 

de la Salud (OMS), la Organización de las Naciones Unidas (ONU), 

especializado en gestionar medidas de prevención a nivel mundial, y la Unión 

Europea (UE), han adoptado algunas políticas para permitir el manejo de 

plaguicidas y establecen niveles máximos de residuos (LMR) en productos 

agrícolas, alimentos y cuerpos de agua (Zhang et al., 2014). Los instrumentos 

legislativos vinculantes que regulan el uso de plaguicidas son: i) El Convenio 

de Estocolmo sobre Contaminantes Orgánicos Persistentes (COPs). ii) El 

Convenio de Róterdam sobre el procedimiento de aprobación a ciertos 
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plaguicidas y otros productos químicos sobre el comercio internacional de 

plaguicidas y productos peligrosos iii) El Protocolo de Montreal sobre 

sustancias que agotan la capa de ozono. iv) Los Convenios de Basilea y 

Bamako sobre control de movimientos transfronterizos de residuos peligrosos 

y su eliminación. El clorpirifós al ser un plaguicida se regula su uso, transporte 

y concentración en matrices ambientales, así también, obtiene una 

importancia ambiental, por su presencia omnipresente en todas las matrices 

ambientales a pesar de que en la actualidad no se encuentra clasificado como 

un compuesto orgánico persistente (COPs). La permanencia en el medio 

ambiente se atribuye a sus características fisicoquímicas y a la disminución 

de la capacidad asimilativa del medio ambiente para degradar al clorpirifós. 

La presencia de Clorpirifós en el medio ambiente es particularmente peligrosa 

por su toxicidad y riesgo que representa para el medio ambiente y la salud 

humana, porque principalmente actúa interfiriendo la colinesterasa, enzima 

esencial para el buen funcionamiento del sistema nervioso en organismos y 

sistema nervioso de humanos (Liu et al., 2019), así mismo, su presencia 

incluye sus productos de conversión y sus metabolitos en alimentos, en 

cuerpos de agua, en aire y suelos (Bala et al., 2017). 

El escenario global de contaminación por Clorpirifós en diferentes territorios 

del mundo se fundamenta en numerosos estudios de la calidad del agua, 

suelos y aire, por ejemplo, en Estados Unidos, India, España, China y Chile 

que han reportaron concentraciones excedidas de residuos de Clorpirifós 

mayores a las acordadas por la agencia de protección ambiental (EPA).  Se 

han detectado concentraciones del orden de 3,7 µg L-1 en cuerpos de agua, 

del mismo modo se han reportado residuos de Clorpirifós en suelos en el 

rango de 499 mg/kg y 295 mg/kg, en un estudio de Pozo et al., 2016 señala 

concentraciones en la atmósfera de Chile del orden de ~14.600 pg/m3, 

además Meftaul et al., 2019 señala que ha sido reportado Clorpirifós en leche 

materna. 

En la actualidad los métodos de identificación y cuantificación de pesticidas 

se basan en la cromatografía líquida (HPLC), cromatografía de gases y 

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS). Estos 
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métodos permiten la detección precisa del CP, sin embargo, estos métodos 

convencionales para monitorear plaguicidas requieren pasos de extracción y 

cleanup que requieren un considerable tiempo de análisis, personal altamente 

capacitados, equipos costosos y no son convenientes para análisis in situ (Xu 

et al., 2018).En los últimos años se han desarrollado nuevos métodos 

analíticos para detección de compuestos órganos fosforados (POC), como el 

avance de biosensores para plaguicidas (Li et al., 2015). En general, las 

técnicas más utilizadas para el análisis de Clorpirifós se dividen en tres 

categorías de análisis químico, bioensayos, tecnología de sensores y 

tecnologías de biosensores (incluye el termino nanoaptasensores), la 

tecnología del biosensor se considera una alternativa al problema señalado 

en párrafo anterior (Liu et al., 2019). 

Entre los diferentes tipos de biosensores destacan los aptasensores, el cual 

está constituido de un receptor biológico denominado aptámeros que son 

secuencias de ADN o ARN de cadena sencilla que adoptan estructuras 

tridimensionales únicas que les permite reconocer un analito específico con 

gran afinidad (Liu et al., 2019). 

Los NAS colorimétricos proporcionan enfoques analíticos alternativos para la 

detección de residuos de pesticidas, además son fáciles de fabricar y la señal 

se puede visualizar a simple vista, entre los diversos nanobiosensores 

colorimétricos, los basados en AuNPs ha tenido un crecimiento sostenido 

debido a las ventajas inherentes de las nanopartículas (ópticas y electrónicas), 

específicamente relacionado con el Plasmón de Resonancia Superficial  ya 

que exhibe sus propiedades ópticas , en la región visible (300-800 nm) del 

espectro electromagnético cuando están se dispersan en comparación 

cuando están agregadas , en consecuencia el cambio en el color de las 

nanopartículas puede monitorearse fácilmente a simple vista y confirmar 

mediante espectroscopía UV-vis (Zun et al., 2017; Liu et al., 2018;Zhu et al., 

2022). 

La clasificación de los nanomateriales de acuerdo con su origen agrupa a las 

nanopartículas de oro (AuNPs) dentro de categoría de nanomateriales de 

ingeniería más utilizados en investigación científica para dispositivos 
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industriales, médicos monitoreo ambiental y aplicaciones de alta tecnología, 

porque representan una clase única de sustancias que a tamaño nano 

presenta características fisicoquímicas únicas características mejoradas 

eficiencia catalítica, conductividad entre otras particularidades, así también 

evaluar el impacto en el medio ambiente de los nanomateriales (Zhang et 

al.,2021; EPA, 2007). 

La persistencia y degradación del Clorpirifós en las diferentes matrices 

ambientales está influenciada por parámetros físicos, químicos y biológicos 

que contribuyen a la degradación de clorpirifós en el medio ambiente, siendo 

los procesos clave la hidrólisis, la oxidación y degradación fotolítica. Los 

metabolitos toxicológicamente más relevantes de CP corresponden al 3,5,6-

tricloro-2-piridinol (TCP), 3,5,6-tricloro-2- metoxipiridina (TMP), O-etil-O-

(3,5,6-tricloro-2- Piridoilo (ácido Fosforotioato) y Clorpirifós oxón (EPA, 2012). 

Así mismo, el monitoreo y la determinación de contaminantes ambientales es 

un paso crucial en la gestión de riesgos para la salud humana y el medio 

ambiente (Mahmoudpour et al., 2019). Por lo tanto, en el presente trabajo de 

tesis, se optó por un pesticida representativo y de amplio uso en la agricultura 

en Chile y a nivel mundial como objeto de investigación con el propósito 

evaluar el comportamiento de un nanoaptasensor para Clorpirifós utilizando 

como transductor nanopartículas de oro (AuNPs) sintetizadas con la finalidad 

de detectar la presencia de Clorpirifós y metabolitos en muestras de aguas 

reales  y estimar la especificidad y selectividad  del aptámero para Clorpirifós 

y sus metabolitos en modelos experimentales de laboratorio y muestras de 

agua reales utilizando un nanoaptasensor. Así también caracterizar la 

situación del escenario ambiental actual y la trazabilidad ambiental del 

pesticida Clorpirifós. 

Parte de este trabajo de tesis de magister fue enviado a la “revista entre 

ciencia e Ingeniería” de la Universidad Católica de Pereira, Colombia. El 

artículo de revisión bajo una mirada crítica sobre los avances en detección 

para Clorpirifós basado en biosensores. A la fecha de presentación de esta 

tesis de postgrado se encuentra aceptado y publicado review bajo el título 

“Influencia de la degradación del clorpirifós en la detección analítica utilizando 

biosensores: revisión del estado actual y aspectos futuros”. 
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CAPITULO 2 

 

 

ESTADO DEL ARTE 

 

Contaminación por Clorpirifós 

 

Aunque los pesticidas juegan un papel positivo en el control de plagas y 

enfermedades, su uso también se ha visto implicado en la pérdida de 

biodiversidad, (Song et al., 2020), Dentro de los compuestos 

organofosforados el Clorpirifós es ampliamente utilizado y detectado en zonas 

urbanas o remotas (Zhong et al., 2015; Islam et al., 2019).  

El Clorpirifós ingresa al medio ambiente en forma directa a través de su 

aplicación, se ha utilizado comercialmente desde la década de 1960 y se 

clasifica como POC de amplio espectro, de fórmula molecular 

C9H11Cl3NO3PS, de baja solubilidad en agua y sus productos de degradación 

o metabolitos toxicológicamente relevantes son a 3,5,6-tricloro-2-piridinol 

(TCP), 3,5,6-tricloro-2- metoxipiridina (TMP), O-etil-O-(3,5,6-tricloro-2- 

Piridilo) y Clorpirifós oxón. Das y Adhya, 2015 señala que los productos de 

transformación del CP son extremadamente peligrosos en comparación con 

el compuesto original (Fig.1). 

La utilización de clorpirifós ha causado la contaminación de varios 

ecosistemas como el suelo, sedimentos, agua, aire, alimentos, así también, la 

interrupción de los ciclos biogeoquímicos (Dar et al., 2019).  

La presencia de plaguicidas en los distintos compartimientos ambientales se 

ha convertido en una tarea prioritaria. Para el control y manejo apropiado de 

plaguicidas, algunas organizaciones, como la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) y la Unión Europea (UE), han adoptado políticas para el manejo 

de pesticidas / plaguicidas y se han definido los niveles máximos de residuos 

(LMR) en productos agrícolas, alimentos y cuerpos de agua (Uniyal et al., 

2018) (Tabla 1).  
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La detección es uno de los enfoques clave para el manejo de la contaminación 

por plaguicidas, que requiere el desarrollo de nuevos métodos para la 

detección en tiempo real (Liu et al., 2019). 

 

 

Tabla 1.Descripción general de las regulaciones ambientales para Clorpirifós. 

 

Matriz Indicador  Ente regulador 

Aguas 
ambientales: 
Continentales y 
artificiales 

0,1 ppb, y 0,5 ppb 
(MAC) 

EU, 2015-2018 

Para el 
consumo 
humano 

 
30 ppb  (ADI) 
0,1 ppb (MAC) 

Directiva 98/83/EC sobre la calidad del 
agua destinada a consumo humano. 

OMS 2018 

Agua dulce      
 
Agua salada 

 
0.083- 0.041 ppb  
 
(CCA) 

USEPA 1987 

Productos de 
consumo: 

Frutas Cítricos 

Frutas 

Leche de Vaca 

 
 
1500 ppb (LMR) 
 
10 ppb (LMR) 
 
20 ppb (LMR) 

Reglamento (UE) 2018/686 

Algas y 
organismos 
procariotas 

10 ppb  (LMR) Reglamento (UE) 2018/686 

 
 

MAC: concentración máxima permitida 

LMC: Límite máximo de residuos 

ADI: consumo diariamente aceptable 

CCA: Criterio calidad del agua 

USEPA: Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos 

OMS: organización mundial de la salud 

EU: Unión Europea 
 

Degradación del Clorpirifós 

Tanto los procesos bióticos como los abióticos contribuyen a la degradación 

de clorpirifós, sin embargo, uno de los procesos clave es la hidrólisis 

enzimática y susceptibilidad a la fotodegradación por la luz solar (Liu et al., 

2019). El coeficiente de adsorción es un indicador de disponibilidad para la 
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acción de los microorganismos que son los que degradan principalmente al 

CP en las matrices ambientales (Kumar et al., 2018), sino también, para ser 

transportado en el agua, por lixiviación o escurrimiento. Entre otras 

condiciones ambientales que regulan la degradación de los plaguicidas se 

destacan las propiedades de la matriz, factores climáticos, características 

fisicoquímicas del CP, contenido de materia orgánica y potencial rédox que 

condicionan su disponibilidad en el medio ambientes. Sin embargo, en 

ambientes interiores domésticos, el clorpirifós puede permanecer durante 

varios meses debido a la relativa falta de luz solar, agua y microorganismos 

del suelo que contribuyen a su degradación (Hang et al., 2005; Zhang et al., 

2016; Dar et al., 2019). 

 

Figura 1. Ruta propuesta para la degradación aeróbica y anaeróbica para Clorpirifós. 

Se muestra los productos de degradación bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas 

modificado de Dar et al., 2019. 
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Efectos del Clorpirifós sobre la salud y medio ambiente 

 

Las vías de exposición a pesticidas en las personas incluyen la ingestión, 

inhalación y exposición cutánea. La ingesta de alimentos y agua 

contaminadas es la vía principal de exposición a plaguicidas y genera efectos 

sistemáticos, así también puede ser transferido a través de la cadena 

alimentaria y descrito como potencialmente cancerígeno para las personas 

(Sun et al., 2020). En Chile la principal causa de las intoxicaciones es 

generada por inhibidores de acetilcolina (AChE) con un 29,3% del total de 

casos reportados por el Ministerio de salud, Chile (2015). 

La importancia ambiental radica en la presencia de clorpirifós en aguas 

subterráneas que son la fuente más importante de suministro de agua potable 

en numerosos países incluido Chile (Islam et al., 2019) (Tabla 2). Se han 

reportado al menos 143 pesticidas incluido el Clorpirifós y 21 productos de 

transformaciones en agua subterráneas (Islam et al., 2019) que ha derivado 

en la contaminación de aguas subterráneas a nivel mundial (Zhang et al., 

2019). 

La presencia de Clorpirifós en matrices ambientales representa una amenaza 

para la salud de las personas, puesto que afecta la reproducción masculina 

(Zhang et al., 2020), un neurotóxico (Lockridge et al., 2019) y considerado un 

Disruptor endocrino (John y Shaike, 2015). 

Por lo tanto, la toxicidad de CP en el medio ambiente ha conducido a 

desarrollar nuevos métodos de detecciones, de bajo costo y que permita la 

realización de análisis in situ y en tiempo real. 
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Tabla 2 Revisión bibliográfica de algunas concentraciones detectadas de 

Clorpirifós en distintas matrices ambientales bióticas y abióticas. 

Matriz Concentraciones detectadas Técnica de detección Referencias 

Aire 0,02-146 ppb CG-MS 

 

Pozo et al.,2016 

Aire 146,24 ppb CG-MS Cortes et al.,2020 

Sedimentos 

Lodos 

Suelos 

6,33–560 ppb 

0.45–703 ppb 

20.7–65.308 ppb 

LC-MS-MS Masiá et al.,2015 

Agua de lago 3.27–9.31 ppb HPLC Hu et al.,2020 

Sangre humana 0-490 ppb CG-ECD Mathur et al.,2005 

Agua de mar -

atmosfera  

1,4-0,2 ppb·d-1 (GC-HRMS Bigot et al.,2016 

Hortalizas 3470 ppb GC-FPD GC-ECD Hwang et al.,2018 

Orina 1,03 ppb UPLC-MS-MS. Wang et al.,2016 

Leche pasteurizada 85-355 ppb GC-ECD GC-MS/ Sanghi et al.,2003 

Nueces 7.2–77.2 ppb GC-FPD GC-ECD Han et al.,2017 

Maíz 0-12.400 ppb GC-MS Marchis et al.,2012 

Agua de río ̴ 0.2 ppb CG-MS Climent et al.,2019 

Aire urbano 0,03-0,58 ppb CG-MS Estellano etal.,2015 

Tubería de aguas 0,5 ppb  Amperométrico Arduini et al.,2006 

Agua de riego 12 ppb CG-MS/MS Chawla etal.,2018 

Agua y uvas para 

vino 

6 x 108 ppb Espectroscopia de 

reflectancia 

Koukouvinos et al.,2017 

Agua de lluvia 

Lago 

0,0005 ppb 

0,043 ppb 

CG-MS Kurt-Karakus et 

al.,2017 

 

CG-MS: Cromatografía de gases - Espectrómetro de masas  

CG-ECD: cromatografía de gases con detector de captura de electrones 

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución 

  

La medición cuantitativa  de clorpirifós en muestras de alimentos, agua, aire y 

suelo resultantes del monitoreo ambiental permite estimar de forma indirecta 

los posibles niveles de contaminación lo que involucra garantizar una buena 

trazabilidad de la problemática ambiental (Kamiloglu et al., 2019) y 

particularmente la necesidad de comparar datos a escalas temporales y 

espaciales, a nivel nacional e internacional establecidos por los entes 

reguladores gubernamentales de contaminantes prioritarios a nivel global 
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(Convenio de Estocolmo 2004; Brusseau (2019) Environmental Pollution, 

Editor(s): Mark L. Brusseau, Ian L. Pepper, Charles P. Gerba, (Third Edition). 

El uso de plaguicidas conduce a una contaminación difusa en las matrices 

ambientales, es decir, afecta los cuerpos de agua desde fuentes como 

escorrentías de áreas agrícolas que drenan hacia las aguas subterráneas, 

ríos, o hacia el mar. Los residuos del plaguicida original y los productos de 

degradación pueden acumularse en el medio ambiente y llegar directamente 

a las personas a través de los productos de consumo (Fig.2) donde se 

ejemplifica la movilidad del plaguicida procedente de la actividad agrícola y en 

consecuencia su destino final en el medio ambiente. 

 

.  

Figura 2 Destino ambiental del plaguicida Clorpirifós en el medio ambiente. Se presenta 

una movilidad en las interfases suelo- agua-aire para clorpirifós y como consecuencia una 

exposición directa e indirecta por las personas. 

 

¿Que son los biosensores? 

 

De acuerdo con la definición de la Unión Internacional de Química Pura y 

Aplicada (IUPAC), “Un biosensor es un dispositivo receptor-transductor 

integrado, capaz de proporcionar información analítica cuantitativa o 

semicuantitativa que utiliza un elemento de reconocimiento biológico” (Fig.3). 
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La relación entre el elemento biológico y transductor permite el estudio 

cuantitativo de la interacción entre analito de interés que puede ser molécula 

o un grupo de familia química que tenga una afinidad de unión específica al 

elemento de reconocimiento biológico, es decir, un biosensor es un dispositivo 

analítico usa las reacciones bioquímicas para detectar compuestos químicos 

mediante señales eléctricas, térmicas, piezoeléctricas u ópticas. (Thevenot et 

al., 1999; Pacheco et al., 2017; Arjmand et al., 2017; Chawla et al., 2018). Los 

biosensores permiten detectar una gran variedad de sustancias químicas y 

dentro de los elementos de reconocimiento biológico ampliamente descritos 

se encuentran los ácidos nucleicos, proteínas, enzimas, anticuerpos y 

aptámeros (Wang et al., 2014; Duhan et al., 2017). 

 

 

 

Figura 3 Esquema básico de los componentes de un Biosensor.  Composición elemento 
de reconocimiento biológico, un transductor y un sistema electrónico. (Ion et al.,2013). 

 

 

Biosensores para la detección de Clorpirifós 

Para la de detección de Clorpirifós se han descritos ampliamente biosensores 

basados en enzimas y anticuerpos. (Huang et al.,2013) en los últimos años se 

observa un aumento en el desarrollar de biosensores basados en aptámeros 

principalmente para evaluaciones de calidad alimentaria y progresos para la 

detección de residuos de clorpirifós en matrices ambientales.   
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Los biosensores comerciales descritos para POC pertenecen a los métodos 

de screening como los kits de prueba de plaguicidas de la compañía 

RENEKABIO que utiliza el método de inhibición de la enzima colinesterasa, 

kit de detección de plaguicidas de la compañía ANP Health que utiliza el 

mismo método de inhibición y por último el kit NIDS ACE II de la compañía 

Charm Sciences Inc. permite realizar un barrido de residuos plaguicidas 

organofosforados en frutas y agua potable (Di Nardo, 2020). 

Los biosensores se clasifican según dos principios, el primero, principio de 

transducción, como biosensores ópticos incluye plasmón de resonancia y fibra 

óptica, biosensores electroquímicos incluye amperométrico, de impedancia y 

biosensores piezoeléctricos que incluye los biosensores de microbalanza de 

cristal de cuarzo. El segundo principio de clasificación es de acuerdo con el 

elemento de reconocimiento biológico como los Inmunosensores, 

aptasensores, genosensores y biosensores enzimáticos, cuando se utilizan 

anticuerpos, aptámeros, ácidos nucleicos y enzimas, respectivamente. En 

particular los elementos de reconocimiento biológico más estudiados para 

Clorpirifós (Fig.4) son las enzimas>, anticuerpos,> ácido nucleico>, aptámeros 

> células enteras en este orden de publicaciones científicas (Justino et al., 

2017). En la Fig. 4 se describe biosensores microbiológicos, biosensores 

basados en ácido desoxirribonucleico, inmunosensores basados en 

anticuerpos , biosensores enzimáticos y los descritos los últimos años los 

aptasensores y el mecanismo de acción para cada uno de los biosensores.  

En el área ambiental, la mayoría de biosensores se identifican como 

inmunosensores y biosensores enzimáticos, pero recientemente se ha 

incrementado el desarrollo de aptasensores, debido a las características 

propicias de los aptámeros como la habilidad de ser modificados, presentar 

estabilidad térmica, y la posibilidad de diseñar sus estructura, para detectar 

objetivos con diferentes grupos funcionales para el monitoreo de 

contaminantes orgánicos potencialmente tóxicos (Justino et al.,2015; Lang et 

al.,2016; Hassani et al.,2017; Jiao et al., 2017). 

 



13 
 

 

Figura 4 Principales Biosensores y materiales biológicos para la detección de 

compuestos organofosforados- Clorpirifós. Se muestra los principales bioelementos de 

reconocimiento biológico descritos para clorpirifós. fuente: (Kaur - Prabhakar 2017). 

 

Los principales atributos de los biosensores es su alta estabilidad, 

especificidad para analitos tóxicos, microcontaminantes, detección rápida, 

precisión y reproducibilidad. Las principales ventajas es la posibilidad de 

monitoreo in situ, de medir contaminantes en matrices ambientales con una 

mínima cantidad de volúmenes de muestras, dar solución a la carga analítica 

y reducir los pretratamientos analíticos de las técnicas clásicas de detección 

es importante señalar que las moléculas de reconocimiento biológico juegan 

un papel fundamental en el avance de biosensores (Bucur et al., 2018; Liu et 

al., 2019; Wu et al., 2020). 

Nanotecnología  

La terminología “nano” abarca las técnicas de manipulación de la materia a 

escala atómica y molecular a tamaño de partícula inferior a 100 nanómetros 

(nm) y tiene con la finalidad potenciar las propiedades físicas, químicas y 

biológicas, en un marco científico interdisciplinario para desarrollar y manejar 

los materiales a tamaño nanoescala con potenciales aplicaciones en la 

industria, medicina, agricultura, medio ambiente y área militar (Ali Ma et al., 

2014).  
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La nanotecnología es una rama prioritaria en países como China, y se 

encuentra en la agenda de la Organización de Estados Americanos (OEA), la 

Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económicos (OCDE) 

orientado, a políticas públicas, a saber, tratamiento de purificación de agua 

potable, medicina y energía en América Latina. En países, como Chile hay 

capitales dirigidos explícitamente a la nanotecnología con alianza con 

empresas privadas que generan start-ups y competitiva con otras disciplinas 

científicas (Foladori et al., 2013).  

Nanomateriales  

Los nanomateriales se han utilizado ampliamente para la construcción de 

biosensores por sus excelentes propiedades físicas y químicas como la 

electrónica, óptica, mecánica y térmicas. La propiedad que entrega la relación 

volumen/superficie, conductividad electrónica, excelentes propiedades 

magnéticas y fisicoquímicas (Wang et al.,2010), los nanomateriales se pueden 

asociar en distintas clasificaciones, pero una de las más importantes es 

atendiendo a su forma de síntesis, como la estrategia Top-Down que consiste 

en la elaboración de nanomateriales a partir de materiales de mayor escala 

que se va reduciendo hasta alcanzar la escala nanométrica y la estrategia 

Bottom-Up  que consiste en la construcción de estructuras (Mahmoud et al., 

2019). 

Por lo general, los nanomateriales ampliamente descritos corresponden a los, 

nanotubos (CNT), grafeno, puntos cuánticos (QD), polímeros conductores 

(CP) y nanopartículas metálicas (MNPs). Estos cinco tipos de nanomateriales 

son muy utilizados debido a sus características como gran similitud para la 

bioconjugación, alta conductividad eléctrica, atractivas propiedades, 

electroópticas y fisicoquímicas. La particularidad implica que, al reducir el 

tamaño de los materiales a escala nanométrica, aumenta la superficie de 

contacto, lo que favorece las interacción de los átomos y moléculas, facilitando 

las fuerzas de atracción y repulsión que provocan efectos superficiales, 

electrónicos y cuánticos,  resaltan los comportamientos ópticos, eléctricos y 

magnéticos lo que involucra que con una pequeña cantidad de nanomaterial 

se puede modificar y mejorar significativamente las propiedades de los 



15 
 

materiales  y ser más reactivos químicamente. (Acevedo et al.,2015; Li et al., 

2018). 

Como transductores de señales analíticas se han utilizado diversos tipos de 

nanomateriales como el oro (Au), plata (Ag), sílice (Si), paladio (Pd), 

nanotubos de carbono y grafeno (Chawla et al., 2018). Estas nanoestructuras 

poseen propiedades químicas y ópticas únicas, tales como autoensamblaje, 

biocompatibilidad, resonancia del plasmón superficial (SPR), dispersión de luz 

de resonancia (RLS) (Kumar et al.,2017). Estas propiedades únicas permiten 

una detección rápida de una variedad de compuestos y pequeños iones, 

biomoléculas y microorganismos (Wu et al., 2017). Entre los nanomateriales, 

las nanopartículas de oro (AuNPs) y las nanopartículas de plata (AgNPs) se 

encuentran entre las más utilizadas para ensayos de detección colorimétrica 

debido a su preparación simple y modificación de superficie, así como 

resonancia de plasmón superficial (Kelly et al., 2003; Liu et al., 2019; Phopin 

et al., 2020). Se ha fijado considerable la atención en los nanomateriales como 

las AuNPs que hace posible desarrollar formatos simples de bioensayos 

colorimétrico (Su et al., 2003; saha et al., 2012; Kant, 2019).  

 

Nanomateriales metálicos 

Los nanomateriales metálicos son una clase de materiales funcionales con 

características únicas propiedades físicas y químicas, que están 

estrechamente relacionadas con su tamaño, composición, forma, estructura y 

sus aplicaciones (Sozer y Kokini, 2009).  

Las nanopartículas metálicas tienen un creciente avance en el desarrollo y 

aplicaciones de biosensores en los últimos años. Debido a sus características 

particulares como gran área de superficie, alta transferencia de masa, 

propiedades fisicoquímicas únicas, biocompatibilidad y fácil producción 

(Akbarzadeh et al., 2012; Reddy et al., 2012). Igualmente muestran 

propiedades paramagnéticas por debajo de 50 nm tamaño y el desempeño de 

sus propiedades son excepcionales a tamaño entre los 10-20 nm (Netto et al., 

2013). En comparación con otras estrategias de biodetección los 

nanomateriales metálicos tiene virtudes que incluyen sensibilidad mejorada, 
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límite de detección más bajo, y análisis más rápidos (Justino et al., 2013; Land 

et al., 2017). 

 Además, los nanomateriales metálicos, especialmente las nanopartículas de 

oro (AuNPs), poseen un fenómeno característico denominado resonancia de 

plasmón superficial (SPR), en la que una oscilación colectiva de electrones en 

la superficie de la NP repercute y absorbe selectivamente una determinada 

frecuencia de luz incidente a escala nanométrica que cualquier cambio o 

alteración en el tamaño, la forma o la geometría de las partículas altera el 

confinamiento específico de los electrones que se refleja en el máximo de 

absorción y color de la solución coloidal, en consecuencia una variable 

importante para el uso de detecciones analíticas en tiempo real (Kelly et al., 

2003; Mayer et al., 2011:Saha et al., 2012; Unser et al., 2015;Propin et al., 

2020). 

Nanopartículas de Oro  

Las AuNPs esféricas poseen propiedades útiles como las propiedades 

optoelectrónicas relacionadas con el tamaño, exhiben una gama de colores 

(marrón, naranja, rojo y morado) en solución acuosa a medida que el tamaño 

del núcleo aumenta de 1 a 100 nm. Las nanopartículas de oro (AuNPs) 

exhiben muchas capacidades predominantes, tales como alta 

biocompatibilidad, estabilidad química, fuerte absorción de resonancia de 

plasmones de superficie localizada propiedad que se puede emplear para 

desarrollar sensores (El-Sayed et al., 2005; Mel-aine et al., 2015) y alto 

coeficiente de extinción en la región visible. Estas propiedades han permitido 

el amplio uso de AuNPs en biosensores ópticos y electroquímicos, además de 

la combinación de tecnología de nanomateriales y elemento de 

reconocimiento biológico como los aptámeros han abierto una nueva 

alternativa para el monitoreo de pesticidas y determinación cuantitativa 

(Verdian et al., 2018). 

Las nanopartículas de oro (AuNPs) presentan características adsorción, 

elevada estabilidad química, estabilidad, que les permite funcionalizarse para 

pruebas selectivas. Debido a su tamaño nanométrico, la funcionalización se 

puede llevar a cabo a nivel casi molecular, lo que los hace adecuados para la 
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detección ultrasensible como principio de detección colorimétrico debido a su 

resonancia de plasmón de superficie, y para la transmisión de una respuesta 

bioquímica (Saha et al., 2012; Wangoo et al., 2014). Otros aspectos 

destacados incluyen forma única, y baja toxicidad (Yan et al., 2014). 

Las AuNPs presentan una tendencia a agregarse o colisionar entre ellas, esta 

oscilación inherente de los coloides crea la necesidad de buscar técnicas 

analíticas estabilizadoras para la superficie de las AuNPs como aminas, tioles, 

etc., que implícita la propia funcionalización de la nanopartícula. La 

estabilización puede ser electrostática, estérica o electroestérico, que significa 

la utilización de pequeñas moléculas cargadas que cubren la superficie de la 

NPs, generando una estabilización electrostática y, por lo tanto, las 

repulsiones originadas por las cargas de igual signos conservan a las 

partículas separadas. La estabilización más común y ampliamente descrita es 

NPs protegidas con moléculas de citrato las que se colocan en la superficie 

de la AuNPs confiriéndole carga negativa. Como estabilizador de dispersión 

para proporcionar a las NPs una fuerte repulsión electrostática contra la 

atracción de van der Waals (saha et al., 2012; Chen et al., 2013; Contreras et 

al., 2018). 

Las AuNPs de tamaño 20 nm exhibe un color rojo-rosado que puede cambiar 

a azul-púrpura luego de la aglomeración. El cambio de color se puede 

cuantificar mediante la medición de la absorbancia ya que las AuNPs en 

dispersión absorben luz en una longitud de onda en el rango de los 400 y 550 

nm, con un pico máximo en una longitud de onda de ~520 nm, que puede 

disminuir y cambiar en un rango de 600 a 700 nm con un pico característico 

en ~650 nm después de la aglomeración. Por lo tanto, la relación de absorción 

A650/A520 de las NPs se utiliza como indicador del grado de agregación de 

AuNPs. (Yousefi et al., 2019; Phopin et al., 2020).  

El cambio de color de rojo a azul-purpura de las nanopartículas de oro se 

producen por la excitación de los electrones libres en la superficie de NPs, 

estas  fuerzas intermoleculares (dipolos) que absorben en la región del 

espectro UV-Vis alrededor de los 520 nm se visualiza de coloración rojo, y 

cuando se deslocalizan la resonancia del plasmón superficial (SPR) y produce 
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una luz reflejada de color rojo cercano a los 700 nm, lo que hace que los picos 

de absorción y dispersión se desplacen debido a la formación de agregados 

(Maier, 2007;Amendola et al., 2017). 

El estado de agregación (aumento de su tamaño) de las nanopartículas de oro 

tiene un efecto sobre sus propiedades ópticas que se observa cuando el pico 

de la longitud de onda se desplaza hacia el rojo (~700 nm) por el incremento 

en el diámetro de las nanopartículas, este efecto se utiliza para ensayos de 

detección de residuos de contaminantes en matrices ambientales (Zhang et 

al.,2010; Yeshchenko et al., 2012). A saber, se han desarrollado biosensores 

electroquímicos basados AuNPs unido a enzimas para pesticidas 

organofosforados, sensores colorimétricos basados en AuNPs estabilizadas 

con cisteamina (CS-AuNPs) (Luo et al., 2015), biosensores utilizando AuNPs 

para las construcciones de aptasensores electroquímico para detectar 

clorpirifós (Lin et al., 2021), Otras investigaciones han informado síntesis 

(AuNPs) de diferentes tamaños que se manipulan como sustrato (SERS) para 

la determinación de residuos de CP, biosensor basado en acetilcolinesterasa 

y electrodo de diamante dopado con Boro, AuNPs y esferas de carbono 

(AChE/AuNPs-CSs/BDD) con efecto inhibidor del Clorpirifós. Además, de 

sensores colorimétricos (AuNPs) basados en el color de cambio, para la 

detección de diversos contaminantes, incluido, clorpirifós (Liu et al., 2018; Liu 

et al., 2020).  

Importancia y aplicaciones de los aptámeros 

Los aptámeros son oligonucleótidos cortos monocatenarios (ARN o ADN) de 

20 a 100 nucleótidos de longitud desarrollados a través del método de 

evolución sistemática de ligandos mediante el método de enriquecimiento 

exponencial (SELEX) y tiene la particularidad que puede unirse 

selectivamente a sus objetivos con alta afinidad (Röthlisberger et al., 2018; Liu 

et al., 2019). Los aptámeros como elemento de reconocimiento biológico 

tienen varias ventajas sobre los anticuerpos, tales como alta especificidad, 

bajo peso molecular, una amplia gama de objetivos, excelente estabilidad 

química, fácil síntesis y modificación (Jiang et al., 2015; Huang et al., 2017) lo 
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que los convierte en una alternativa excelente para el desarrollo de 

biosensores para la detección de residuos de plaguicidas.  

Los aptámeros podrían reconocer una amplia gama de contaminantes 

alimentarios y ambientales, como iones de metales pesados, plaguicidas, 

compuestos orgánicos persistentes (COPs), antibióticos, medicamentos, 

células, toxinas y microcontaminantes emergentes como los PFOs (ácido 

perfluorooctanosulfónico), debido a su estructura tridimensional única. La 

selección in vitro de aptámeros es relativamente económica y su selección 

puede llevarse a cabo en unas pocas semanas, entre los otros beneficios de 

los aptámeros son la simplicidad y una amplia variedad de modificaciones 

químicas, que facilitan su aplicación para la medición de compuestos de 

interés en matrices complejas unida a un elemento transductor. (Sadeghi et 

al., 2018). Por tanto, las aplicaciones de aptámeros siguen creciendo en los 

diversos campos científicos de la biodetección, diagnóstico, terapias médicas, 

seguridad alimentaria y seguimiento medioambiental (Wu et al., 2015; Zhang 

et al., 2016; Li et al., 2016). 

Los aptámeros, como cualquier oligonucleótido natural, son propensos a 

degradación por nucleasas, y a la temperatura, parámetros que pueden tener 

un impacto negativo en la eficiencia de unión aptámeros-analitos (Matsunaga 

et al., 2015). 

 

Modificaciones químicas de los aptámeros 

Una vez que se ha identificado las secuencias de aptámeros, a través del 

método SELEX se pueden incorporar modificaciones para disminuir las 

deficiencias de los aptámeros, esto se realiza por medio de modificaciones en 

posiciones internas y/o en los extremos 3 'y 5' de oligonucleótidos, la 

alteración química de aptámeros disminuye las deficiencias por degradación 

de nucleasas, la estabilidad térmica, unión fuera del objetivo y otros problemas 

de especificidad de aptámeros, así como mejorar la unión a objetivos más 

específicos (Zhu et al., 2017;Ni et al., 2017; Röthlisberger et al., 2018). 
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La funcionalización de AuNPs con oligonucleótidos tiolado, implica que la 

ubicación de un grupo tiol que se encuentra en la terminación de un 

oligonucleótido permite su anclaje en la superficie de la AuNPs a través de un 

enlace covalente (Au-S), esta estrategia que involucra la funcionalización 

química post-SELEX de los aptámeros para biosensores se centra en 

métodos que comprende la unión covalente o adición de grupos tiol o amino 

en 3' o 5' para el acoplamiento con las nanopartículas de oro, puntos 

cuánticos, óxido de grafeno, etc.(Wang et al., 2011; Matsunaga et al., 2015; 

Nellore et al., 2015; Röthlisberger et al., 2018). 

Para Clorpirifós se han reportado 3 aptámeros seleccionado por una biblioteca 

ssDNA inmovilizado por enriquecimiento (SELEX), a saber, por los autores Liu 

et al., 2020, Xu et al., 2018, Lei et al., 2012, Jiao et al., 2017. Lie (2022) 

desarrollo un aptasensor colorimétrico basado en AuNPs para detección de 

clorpirifós y Jiao (2017) señala un aptasensor electroquímico 

nanoestructurado para la detección altamente sensible de clorpirifós para 

muestras reales enriquecidas con el analito de estudio y que corresponde 

estructuralmente al aptámero seleccionado en este trabajo (Fig.5) con 

modificación en su extremo (–SH). 

 

 

Figura 5 Aptámero específico para Clorpirifós. Se muestra el aptasensor seleccionado 

desde bibliografía reportado por Jiao (2017 y Lie 2022).  
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Aptasensor colorimétrico 

Los aptasensores colorimétricos tienen como objetivo detectar un analito 

basado en la absorbancia de la luz a una longitud de onda específica 

generada de reacciones que se miden por medio de un instrumento óptico o 

visualización del color a simple vista. Una detección colorimétrica basada en 

aptámero depende de la absorción y desorción del aptámero de las 

nanopartículas de oro (AuNPs) en ausencia y presencia del objetivo 

respectivamente, en la Fig.6 se describe un esquema de un aptasensor 

compuesto por nanopartículas de oro y aptámero para clorpirifós en presencia 

y ausencia del plaguicida. Los aptámeros se absorben en la superficie de las 

AuNPs, en cambio en presencia del objetivo los aptámeros formar complejos 

con el analito o los analitos objetivos, en presencia de un agente revelador 

(NaCl) de agregación y desagregación que neutraliza la carga negativa de la 

superficie de las nanopartículas de oro causando la agregación (Citartan et 

al., 2019). Los métodos colorimétricos se han aplicado ampliamente para la 

detección de contaminantes como los plaguicidas en los alimentos y el medio 

ambiente debido a sus excelentes cualidades físicas y químicas, incluida la 

preparación simple, de bajo costo y de los resultados a simple vista (Liu et al., 

2022). 

   

Figura 6 Representación de un aptasensor colorimétrico para la detección de 

Clorpirifós. Se describe el proceso de agregación de las nanopartículas de oro en presencia 

y ausencia de Clorpirifós. Reportado por Lei (2012). 
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Los factores para considerar para desarrollar aptasensores colorimétricos 

basados en nanopartículas son los cambios conformacionales, las 

propiedades de dislocación de los aptámeros unido al pesticida, la actividad 

de estabilización de los aptámeros hacia las NPs y por último el cambio de 

color de NPs (Phopin et al., 2020). 

En ausencia de pesticidas, los aptámeros actúan como un estabilizador para 

evitar la agregación de AuNPs por el mecanismo electroestérico. Su 

naturaleza monocatenaria hace que los aptámeros se comporten en una 

estructura de espiral aleatoria, lo que permite que sus nucleobases exhibidas 

interactúen y se unan a la superficie de las AuNPs. El ADN monocatenario 

(ssDNA) presenta mayor potencial para adherirse a AuNPs que el ADN de 

doble cadena (Bala et al., 2017; Phopin et al., 2020). 

Concluyentemente, la combinación e interacción de nanopartículas de Oro 

(AuNPs) con aptámeros y el control de los factores a considerar en su 

desarrollo permite diseñar las condiciones analíticas para un aptasensor 

colorimétrico específico. 

Es conveniente señalar que en Chile la contaminación por plaguicidas es una 

problemática actual de gran importancia por sus efectos en salud pública, 

además señalar que los métodos analíticos existentes son insuficientes y 

costosos para analizar estos compuestos en terreno. En este contexto, es 

ambicionado encontrar alternativas analíticas y tecnológicas que permita 

descentralizar el análisis de plaguicidas en el país y el nanoaptasensor 

basado en AuNPs es una opción potencialmente válida. 

 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

 

 

Hipótesis 

Es posible que el nanoaptasensor sea capaz de discriminar entre clorpirifós y 

su metabolito clorpirifós oxón en muestras de aguas medio ambientales. 
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Objetivo General  

Determinar la capacidad de diferenciación de un Nanoaptasensor basado en 

nanopartículas de Oro y aptámero específico para Clorpirifós entre el pesticida 

Clorpirifós (CP) y su metabolito oxón (CPO). 

Objetivos específicos 

Sintetizar y caracterizar Nanoaptasensor (NAS) para la detección de 

Clorpirifós. 

Establecer los parámetros analíticos del (NAS) para Clorpirifós en matrices 

acuosas.  

Comparar límites de detección y cuantificación del Nanoaptasensor para 

Clorpirifós y clorpirifós oxón con el método tradicional de cromatografía líquida 

(HPLC). 
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CAPITULO 3  

 

 

MATERIALES Y METODOLOGÍAS 

 El presente capítulo detalla la evaluación de la degradación de Clorpirifós en 

agua expuesta a luz solar a través de HPLC-DAD, la síntesis y caracterización 

de las AuNPs, la determinación de la concentración de las AuNPs, 

funcionalización de nanopartículas de oro, los parámetros de funcionalización 

para el NAS, a diferentes valores de pH, concentraciones de Clorpirifós, 

concentración de reactivo revelador, evaluación del reconocimiento del CP por 

el aptámero. 

1. Evaluación de la degradación de Clorpirifós en agua. 

Tabla 3. Reactivos, equipos y software para la evaluación de la degradación 

de Clorpirifós en agua. 

 

Para evaluar la degradación del clorpirifós en agua, se prepara una solución 

de concentración de 800 ppb (partes por billón) del plaguicida bajo campana 

de extracción, se utiliza agua nanopura como disolvente y se expuso por 21 

días a temperatura ambiente en dependencias del laboratorio en viales 

cerrados para evitar perdida por fugacidad. Posterior al tiempo de exposición 

se llevaron los viales al departamento de cromatografía de la Facultad de 

reactivos Equipos software 

- Estándar de Clorpirifós 

- Agua nanopura (18MΩ) 

- Agua nanopura libre de nucleasas 

-papel indicador pH 

- Acetonitrilo 

- Metanol 

 

 

 

-Agitador Vortex, modelo MX-

S-  

  LABRECH-  

- Espectrofotómetro para 

  microplacas UV-Visible 

  Epoch. (BIOTEK Instruments) 

HPLC Agilent modelo 1100 

series detector DAD-FLD 

columna C18 

 

-Microsoft ® Excel 2010 

- GraphPad Prism ® 8.1 
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Ciencias de la Universidad Católica de la Santísima Concepción para su 

análisis por HPLC-DAD marca Agilent modelo 1100. Se empleo la 

metodología de identificación y detección utilizada en experiencias analíticas 

anteriores. Las Condiciones de trabajo fueron las siguientes: se acondicionó 

una columna Zorbax eclipse plus C18 4.5 x 150 mm x 5 µm marca Agilent, 

como fase estacionaria y como fase móvil se estableció la relación metanol: 

agua 85:15 v/v, a 1ml/min, se inyecto 20 µL de la solución de CP y detector 

DAD a una longitud de onda de 230 nm según espectro y tiempo de retención 

del estándar de clorpirifós de >98,8 % de pureza marca Sigma-Aldrich (Sankar 

et al., 2020). 

2. Síntesis y Caracterización AuNPs 

Tabla 4 Reactivos, equipos y software para síntesis y caracterización de 

nanopartículas de oro (AuNPs). 

 

reactivos Equipos software 

- HAuCl4x3H2O 

-C6H5Na3O7 x 2H2O  

-C6H5Na3O7 x 2H2O 

-NaOH 

-Agua nanopura (18MΩ) 

- Papel indicador de pH 

Resina Sephadex G-25 

- Fosfato de sodio dibásico 

-(Na2HPO4) 

- Bifosfato de sodio (NaH2PO4) 

- Ditiotreitol (DDT) 

- Solución de Clorpirifós 

- Agua nanopura (18MΩ) 

- Agua nanopura libre de nucleasas 

- NaCl 

- Citrato de sodio tribásico 

  dihidratado (C6H5Na3O7x2H2O) 

- Borato (Na2B4O7x10H2O) 

-Aptámero comercial (Integrated 

DNA Technologies, USA) 

-Buffer Fosfato 

-PBS 7,4 

-Termo bloque (Select 

BioProducts 

- Refrigerador (Electrolux, 

  ERDG195YSKW) 

- Centrifuga (HERMLE 7400K) 

- Termobloque (Select 

   BioProducts) 

-Termociclador EPPENDORF 

- Microcentrífuga (Hettich, 

  mikro 200r) 

-Agitador Vortex, modelo MX-

S-  

  LABRECH-  

-Agitador orbital (Barnstead 

  Max Qmini 4000) 

- Vortex Shaker (Benchmark 

  Benchmixer) 

- Espectrofotómetro para 

  microplacas UV-Visible 

  Epoch. (BIOTEK Instruments) 

-Balanza analítica MRC-ASB- 

220-C2-V2 

-Microsoft ® Excel 2010 

- Mendeley ® 

- Gene5 ® 

- GraphPad Prism ® 8.1 
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 La síntesis de las AuNPs fue realizada por el método de reducción por 

citrato (Turkevich / Frens), a partir de una solución acuosa 1 mM de HAuCl4 

de color amarillo característico y solución de Na3C6H5O7 de concentración 

38,8 mM, se preparó en proporción v/v 10:1 respectivamente siguiendo el 

procedimiento habitual validado en el Laboratorio de Nanobiotecnología. 

Posteriormente las soluciones de síntesis de AuNPs fueron calentadas a 95°C 

por 30 min y la solución se ajustó a pH 8 utilizando NaOH (Hidróxido de sodio) 

se guarda a 4°C en ausencia de luz hasta su utilización. Los AuNPs 

sintetizados se caracterizaron usando un espectrofotómetro UV-Vis para 

evidenciar la existencia de la banda de resonancia de plasmón superficial 

(SPR) (Lei et al., 2012; Mbambo et al., 2019; Gutiérrez et al., 2020). 

La caracterización de las AuNPs se realizó a la longitud de onda entre los 400-

800 nm (UV-Vis), se mide la absorbancia de la solución coloidal y se identificó 

la banda de resonancia de plasmón superficial (SPR) característica de la 

síntesis de las nanopartículas de tamaño 20 nm y se estableció la 

concentración de las AuNPs. Parámetros importantes para la correcta 

funcionalización del nanoaptasensor. 

Determinación de la concentración de AuNPs 
 

El procesamiento de datos para el cálculo de concentración se basó en la 

ecuación de Lambert- Beer y coeficiente de extinción molar (Ɛ) 2,01×108 de 

las AuNPs (Liu et al.,2007) Identificada la absorbancia máxima a los 520 nm, 

el cálculo de la concentración de las AuNPs se obtiene utilizando la expresión 

matemática de la ley de Lambert-Beer. 

Abs. 520 = C x Ɛ x d (ecuación 1) 

Donde: 

-Centrifuga microtubos marca   

BOECO GERMANY-M-24 

-Campana extractora de gases     

LABTECH (FUME HOOD) 

-pH metro modelo HI9321pH 

 (HANNA instruments) 
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Abs.520 = Corresponde a la absorbancia máxima de las AuNPs obtenida del 

equipo. 

C= corresponde a la concentración de las AuNPs. 

Ɛ = coeficiente de extinción molar 2,01×108. 

d= Longitud del paso óptico que contiene la muestra, donde se utilizó 150 µL 

corresponde de paso óptico 0,45 cm. 

Una vez introducidos los valores en la (Ecuación 1) se obtuvo una 

concentración de AuNPs. 

3. Funcionalización de AuNPs 

Para la funcionalización de las nanopartículas de Oro (AuNPs) se utilizó un 

aptámero comercial específico para clorpirifós.  

(5´CCTGCCACGCTCCGCAAGCTTAGGGTTACGCCTGCAGCGATTCTTGA

TCGCGCTGCTGGTAAGCTTGGTTGGCACCCGCATCGT3´modificado-SH) 

(Jao et al., 2017) Adquirido en IDT (Integrated DNA Technologies, USA). Se 

reconstituyó utilizando agua nanopura libre de nucleasas, y se preparó a una 

concentración de trabajo de 100μM.  

Luego de la reconstitución del aptámero, se realizó la reducción del grupo 

disulfuro a tiol de estructura general R-S-S-R' a -SH por medio de una columna 

cromatográfica utilizando como fase estacionaria resina Sephadex G-25 de 

tamaño de partícula entre los 20-80 micrones. 

Procedimiento de reducción del grupo disulfuro a tiol (Hill & Mirkin, 2006): 

a) Se prepara un volumen de 100 µL de solución de Ditiotreitol (DTT) 0,1 

M en buffer de clivaje (Na2HPO4 y NaH2PO4) a pH 8,0.  

b) En un tubo tipo eppendorf de volumen 1,5 mL se adicionó, 50µL 

aptámero tiolado, adquirido en IDT a la forma de disulfuro.  

c) Se agregó 60µl de solución de Ditiotreitol 0,1 M a la cantidad de 

aptámero, en una relación de 5 nmol de aptámero por 100 μL de buffer 

de clivaje. 
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d) Se mezcló y dejó en un lugar seguro en el laboratorio para facilitar la 

reacción sin agitación durante 2 a 3 horas en oscuridad a temperatura 

ambiente. 

Procedimiento de purificación de los aptámeros a través de cromatografía de 

columna: 

a) Acondicionamiento de la columna que contiene la resina G-25 con 30 

ml de agua nanopura libre de nucleasas que se utiliza como eluyente.  

b) Se eluye la columna que contiene la resina Sephadex G-25, 2-3 veces 

para eliminar posibles impurezas. 

c) Se eluye hasta que el menisco casi toque la superficie de la resina 

(0,5µL) y se cierra la llave de paso y descartar el volumen inicial eluído. 

d) Se agrega la mezcla aptámero-DTT a la columna utilizando pipetas 

Pasteur (vidrio). 

e) Se eluye la mezcla hasta que ingrese a través de la columna. 

f) Se utiliza un volumen de elución de 26 ml de agua nanopura libre de 

nucleasas de forma gradual y pausada para evitar generación de 

burbujas. 

g) Finalmente, se eluye el volumen que pasa a través de la columna 

dejando caer gota a gota hasta recibir un volumen de 500 μL, en tubos 

eppendorf previamente enumerados en orden creciente. 

 

4. Determinación de parámetros analíticos para el aptasensor 

específico para la detección cuantitativa de clorpirifós. 

Tabla 5 Reactivos, equipos y software para la determinación de parámetros 

analíticos para el aptasensor específico de detección cuantitativa del 

clorpirifós. 

 

Reactivos Equipos software 

-AuNPs funcionalizadas con          

aptámero 

- estándar de Clorpirifós 

- Refrigerador (Electrolux, 

  ERDG195YSKW) 

- Termobloque (Select 

-Microsoft ® Excel 2010 

- Gene5 ® 

- GraphPad Prism ® 8.1 
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Como parámetros bioanaliticos se determinaron la proporción molar AuNPs-

Aptámeros (NAS), la concentración del revelador y el pH de la reacción, para 

determinar los parámetros óptimos de trabajo y condiciones de la señal 

colorimétrica producida por el NAS en la detección del plaguicida clorpirifós. 

Soluciones utilizadas para el funcionamiento del NAS. Los NAS se prepararon 

a pH final 6,5;7,1;7,4 utilizando una solución Buffer de fosfato (PBS) a una 

concentración de 0,1M. 

Para cada ensayo de detección de clorpirifós, se utilizaron microplacas de 96 

pocillos y el siguiente procedimiento:  

• Agregar 200 µL de solución estándar de clorpirifós a distintas 

concentraciones ( 0 a 200 ppb). 

• Agregar 100 µL de los distintos NAS (1:10 o 1:20), activados 

previamente por incubación a 80°C por 10 minutos y posterior 

enfriamiento a temperatura ambiente (RT). 

• Incubación a 80°C por 10 min y posterior enfriamiento a RT por 20 

minutos. 

- Agua nanopura (18MΩ) 

- Agua nanopura libre de nucleasas 

- NaCl 1 M;1,5 M; 2 M;3 M 

--PBS 7,4 

-papel indicador de pH 

-Acetonitrilo 

-Nanoaptasensor 1:10 

-Nanoaptasensor 1:20 

- NaCl 1M,1,5 M,2 M,3M 

-Sodio Citrato 2-Hidrato 

-(Na3C6H5O7x2H2O) 

 -(NaOH) 

-Ácido clorhídrico 

-Ácido cloroaúrico (HAuCl4) 

-Ditiotreitol (DTT) 

-Fosfato de disódio (Na2HPO4) 

-Bifosfato de sodio (NaH2PO4) 

-Cloruro de potasio (KCl) 

-Fosfato monopotásico (KH2PO4) 

 

   BioProducts) 

-Agitador Vortex, modelo MX-

S-  

  LABRECH-  

-Agitador orbital (Barnstead 

  Max Qmini 4000) 

- Vortex Shaker (Benchmark 

  Benchmixer) 

- Espectrofotómetro para 

  microplacas UV-Visible 

  Epoch. (BIOTEK Instruments) 

 

-programa TEK3 
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• Se agregaron 60 µl de solución de NaCl a distintas concentraciones, 

dependiendo del análisis, como agente revelador a cada pocillo y se 

dejó incubando por 30 minutos a RT.   

Finalmente, el seguimiento del proceso de agregación se realiza mediante 

mediciones de espectros de absorbancia utilizando espectrofotómetro para 

microplacas (EPOCH), siguiendo la agregación como la proporción entre los 

picos entre 520 nm y 620 nm (A620/A520). 

5. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos por espectrofotometría UV/Vis se muestran con el error 

estándar ± promedio de los ensayos independientes. La significancia 

estadística se establece en el intervalo de confianza del 95% mediante y test 

de Mann-Whitney para datos no paramétricos y comparación de los grupos 

GraphPad Prism 8.1. 
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Capítulo 4 

 

 

RESULTADOS 

La persistencia de clorpirifós en el medio ambiente depende de la eficiencia 

de los procesos de degradación naturales como biodegradación, 

fotodegradación e hidrólisis, (Cevoski et al., 2008; Zhang et al., 2016: Hong et 

al., 2017). El objetivo de estudio es la detección de CP en matrices acuosas. 

Se realiza inicialmente un ensayo analítico para evaluar el tiempo de vida 

media de clorpirifós en agua como variable a considerar para una detección 

efectiva del plaguicida en muestras medio ambientales de aguas superficiales. 

Para ello utilizo las técnicas clásicas de detección analítica. 

1. Evaluación de la degradación del Clorpirifós en agua bajo 

condiciones experimentales de laboratorio. 

Un estudio realizado por Hossain et al, mostró que CP en agua destilada 

expuesta a la luz solar se degrada y disminuye su concentración en un 57.5% 

al cabo de 12 días (Hossain et al., 2013). Para seguir esta degradación,  

solución de 800 ppb de clorpirifós en agua nanopura fue expuesta por un 

período de 21 días a luz solar natural. La solución fue caracterizada utilizando 

Cromatografía Líquida con detector de Diodo y el cambio de concentración 

fue seguido por HPLC con detector UV. En la figura 7 se muestra el patrón 

típico de absorbancia espectral para una solución de clorpirifós, se visualizan 

3 máximos de absorción que indica la influencia del doble enlace conjugado 

incluido en la estructura de clorpirifós absorbió luz a 208 nm, 230 nm y 290 

nm (Makino et al., 2009). 
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Figura 7. Espectro de absorbancia de clorpirifós. Se muestra el espectro de absorbancia 

de Clorpirifós obtenidos por HPLC/DAD. Se observan los 3 picos de absorbancia a 208 nm, 

230 nm y 290 nm típicos de Clorpirifós (Makino et al., 2009; Muñoz et al.,2014). Se muestra 

el resultado de una medición (n=1). 

Para evaluar la degradación del Clorpirifós disuelto en agua, se preparó 800 

ppb de CP y se midió la absorbancia espectral UV para identificar sus 

características ópticas, de acuerdo con los valores informados por Makino et 

al., 2009. Se realizó una lectura a través de HPLC/DAD, se muestra en la 

figura 8 el seguimiento de la señal de absorbancia para 800 ppb clorpirifós 

muestra un tiempo de retención del método de 5,390 min. Estos resultados 

expresan la identificación del plaguicida disuelto en agua por HPLC-DAD. 
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Figura 8.Cromatograma de absorción para Clorpirifós. Se muestra el cromatograma 

obtenido por HPLC con detector de Diodo, para una solución de 800 ppb de clorpirifós en 

agua. Se observa la aparición de señal de clorpirifós a un tiempo de retención 5,390 min con 

un área bajo la curva de 9,965. Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

 

Con el objetivo de realizar un seguimiento de la capacidad de degradación 

para CP disuelto en agua luego del tiempo de exposición de 21 días a 

temperatura ambiente, completamente cerrado expuesto a la radiación solar 

se realizó la lectura a través de HPLC/DAD. Para el Cromatograma de 

absorción para Clorpirifós incubados 21 días (Figura 9) se observó la 

desaparición de la señal asociada a clorpirifós, lo que sugiere la degradación 

de clorpirifós, tal como fue publicado anteriormente (Hossain et al., 2013). 
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Figura 9. Cromatograma de absorción para Clorpirifós incubados 21 días. Se muestra el 

cromatograma obtenido por HPLC con detector de Diodo, para solución de 800 ppb de 

clorpirifós en agua (Figura 8) incubada durante 21 días a temperatura ambiente y sin 

protección de la luz solar. Se observa la desaparición de la señal asociada a clorpirifós 

mostrada anteriormente (Figura 8). Se muestra el resultado de una medición (n=1)   

 

Sintetizar y caracterizar Nanoaptasensor (NAS) para la detección de 

Clorpirifós 

1. Síntesis de AuNPs 

Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de Turkevich. El espectro 

obtenido muestra el máximo de absorción a una longitud de onda de 520 nm 

característico de nanopartículas de oro de entre 15 y 20 nm (Turkevich et 

al.,1951; Zhao et al., 2013; Contreras et al., 2018). La determinación de la 

concentración de AuNPs se basa en la ley de Beer-Lambert, utilizando un 

coeficiente de extinción (ε) de 2,01 × 108 M−1 cm−1, corresponde C AuNPs = 
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20,001 nM determinada mediante espectroscopia UV-Vis (Maye et al.,2003; 

Contreras et al.,2018). 
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Figura 10. Espectro de absorción de solución de AuNPs. Se muestra la banda de 

resonancia de plasmón superficial de las AuNPs asociadas al pico de absorbancia 

característicos NPs a los 520 nm que corresponde al diámetro de nanopartículas de tamaño 

20nm. Se muestra el resultado de una medición (n=3). 

Posteriormente, la síntesis de los NASs se realizó la determinación de los 

parámetros analíticos de las AuNPs sintetizadas. 

Determinación de parámetros analíticos de funcionalización de AuNPs. 

 

1. Determinación de biosensores de diferente proporcionalidad 

nmolar de AuNPs/ aptámero para la detección de clorpirifós 

Se prepara inicialmente dos aptasensores con distinta proporción nmolar de 

aptámero y nanopartículas identificados como aptasensor 1:10 y aptasensor 

1:20. De acuerdo con condiciones experimentales previamente validadas en 

el laboratorio nanobiotecnología.  
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Figura 11. Espectro de Absorbancia de soluciones de AuNPs funcionalizadas con 2 

proporciones de aptámeros. Se muestra el espectro de distintas soluciones de AuNPs 

unidas a 2 diferentes proporciones de aptámeros, donde se destaca que las proporciones 

nmolar AuNPs/aptámero de clorpirifós mantienen el pico de 520 nm característicos de AuNPs. 

Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

 

En la Figura 11 para las dos proporciones de aptámero el ensayo sugiere una 

funcionalización positiva de las AuNPs obtenida a través de 

espectrofotometría para el rango de longitud de onda entre 400-800 nm, se 

advierten ligeras variaciones en la absorbancia máxima, sin embargo, se 

mantiene el pico de absorbancia máximo a 520 nm para los 2 aptasensores. 

Se observa que el aptasensor 1:10 (color azul) y el aptasensor 1:20 (color 

Verde) mantiene misma longitud de onda que las AuNPs sin funcionalizar, 

pero difieren en la intensidad de la señal. También se muestra en el gráfico 

que el aptasensor 1:10 se solapa con las AuNPs sin funcionalizar y no se 

observa una desviación en la banda SPR entre ellos.  

En la Figura 12, se observó que la presencia de clorpirifós no afectaría la 

agregación de NAS 1:10, incluso a concentraciones de 200 ppb (6,7 veces 

sobre el LMR). Al analizar la agregación de NAS en presencia de sólo el 

revelador 1M (Figura 12 B), tampoco es posible observar variación en el 

espectro asociado a la agregación A620/A520 (Contreras et al., 2018; Díaz-

García et al., 2022). Esto sugeriría la necesidad de utilizar una mayor 

concentración de NaCl, para propiciar el proceso de agregación de los NAS 

1:10.  
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Figura 12. Determinación de Clorpirifós utilizando NAS 1:10. NAS 1:10 fueron incubados 

con distintas concentraciones de clorpirifós utilizando como agente revelador NaCl 1M. (A) 

Espectros de absorción de NAS 1:10. (B) Comparación de las relaciones de absorción A620 

/A520 ante la variación de concentraciones de Clorpirifós. Se muestra el resultado de una 

medición (n=1). 
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Figura 13  Determinación de agregación de NAS 1:10. NAS 1:10 fue incubado en presencia 

y ausencia de 1M de NaCl por 30 min. Recuadro interno muestra la proporción A620/A520 de 

para el NAS en ausencia y presencia de NaCl. Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

En la Figura 13 se observó que el espectro de absorbancia se mantiene a los 

520 nm en presencia y ausencia de sal, solo difieren en la intensidad por 

aumento de la carga iónica. En el cuadro interno la relación A620/A520 para el 

NAS 1:10 en presencia de 1M de NaCl incubado por 30 min. indicaría que la 

relación de los picos característicos para las AuNPs no presenta un cambio 

entre los tratamientos con sal y sin sal (0,34 y 0,37) respectivamente, la 

concentración de NaCl utilizada corresponde a la propuesta por Mehrdel et 

al., 2017; Contreras et al., 2018.  

Análogamente, se muestra en la Figura 14 los espectros de absorción de NAS 

1:20 en presencia de distintas concentraciones de Clorpirifós. Se observó la 

agregación inducida por NaCl a una concentración de 1 M para el  NAS 1:20, 

en presencia de 200, 100 ppb de clorpirifós no cambia su señal de agregación 

en comparación al cero (0 ppb). Esto sugeriría que esta proporción no sería 

reactiva a la presencia de clorpirifós comparada con las concentraciones entre 

0,78 a 50 ppb. Sin embargo, el comportamiento no parece ser dependiente de 
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la concentración, por este motivo es importante avanzar en determinar los 

parámetros para mejorar el proceso de detección.  

 

Figura 14. Determinación de Clorpirifós utilizando NAS 1:20. NAS 1:20 fueron incubados 

con distintas concentraciones de clorpirifós utilizando como agente revelador NaCl 1M. (A) 

Espectros de absorción de NAS 1:20. (B) Comparación de las relaciones de absorción A620 

/A520 ante la variación de concentraciones de Clorpirifós. Se muestra el resultado de una 

medición (n=1). 

Figura 15. Determinación de agregación de NAS 1:20. NAS 1:20 fue incubado en presencia 

y ausencia de 1M de NaCl por 30 min. Recuadro interno muestra la proporción A620/520 de 

ambas mediciones. Se muestra el resultado de una medición (n=1).  
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En la Figura 15 se observó que la presencia de clorpirifós afecta la agregación 

de NAS 1:20, Esto indicaría que una concentración de 1 M NaCl, es capaz de 

provocar la agregación de las AuNPs. En el recuadro interno de evaluación 

de la relación A620/A520 para el NAS en presencia de NaCl y para el NAS en 

ausencia de NaCl, se evidencia un cambio de tamaño, una forma diferente, 

un ancho y pico del plasmon de resonancia superficial a los 620 nm. Las 

condiciones experimentales de NaCl se basan en las reportadas por 

Contreras et al., 2018 y Diaz-García et al., 2022 para monitorear el proceso 

de agregación. 

Basado en estos resultados, se propone explorar como la concentración del 

revelador, puede afectar el proceso de reconocimiento.  

2. Determinación de los parámetros de funcionamiento del 

aptasensor: NaCl  

Para determinar los parámetros de funcionamiento de los nanoaptasensor 

1:10 y 1:20 fueron expuestos a distintos de concentración NaCl. A partir de 

los resultados preliminares de funcionalización se establece la concentración 

óptima de trabajo. Se observó que, a mayor concentración de sal, mayor es 

la agregación y los cambios en la banda de absorbancia característica de 

AuNPs.  
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Figura 16. Determinación de efecto de la concentración del revelador en la capacidad 

de detección de NAS 1:10. Se muestra los espectros de absorbancia del NAS 1:10 para 

diferentes concentraciones de sal y concentraciones de clorpirifós en el rango de los 0 ppb-

200 ppb. Se muestra el seguimiento óptico inducido por la adición de concentraciones Molares 

de NaCl. Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

En la Figura 16 se evaluó la reactividad del NAS 1:10 en presencia de 

Clorpirifós entre los 0 ppb – 200 ppb. Se midió el cambio del pico del plasmón 

de resonancia para 4 concentraciones molares de NaCl. Al adicionar 1 M de 

NaCl no se evidencia el proceso de agregación, en cambio al añadir 1,5 M, 2 

M y 3 M de NaCl a la solución (NAS+CP) se observó un cambio óptico a 

longitudes de ondas más largas (~ 650 nm) por el aumento de la fuerza iónica 

en el medio. Los resultados indican que el NAS 1:10 es sensible a la presencia 

de clorpirifós a diferentes a concentraciones, pero a condiciones mayores a 

1M de NaCl.  
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Figura 17. Representación de la relación A620/A520 de las NAS 1:10. Se muestra la 

relación A620/A520 para la identificación y evaluación del comportamiento óptico con respecto 

a las concentraciones de clorpirifós.  Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

En la Figura 17 se analizaron las relaciones A620/A520 para el NAS 1:10 para 

cuatro concentraciones molares de NaCl, los valores de cada medición en 

presencia de CP se calcularon restando el valor del NAS en ausencia de 

Clorpirifós (0 ppb) y se expresa utilizando razón Fold 620/520 (clorpirifós/ control),   

los resultados sugieren que el NAS 1:10 no es sensible a la presencia de 

clorpirifós en el rango entre 0,78-200 ppb, más aún no es posible discriminar 

un estado de agregación para el NAS en presencia y ausencia de Clorpirifós.  
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Figura 18. Determinación de efecto de la concentración del NaCl en la capacidad de 

detección de NAS 1:20. Se muestra los espectros de absorbancia del NAS 1:20 para 

diferentes concentraciones de sal y concentraciones de clorpirifós en el rango de los 0 ppb-

200 ppb. Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

Se muestra en la Figura 18 el ensayo que evaluó la reactividad del NAS 1:20 

en presencia de clorpirifós para concentraciones entre 0 ppb – 200 ppb. Se 

advierte que para concentraciones molares 1 M; 1,5 M; 2 M y 3 M de NaCl se 

observa cambios en el plasmón de resonancia superficial a medida que 

aumenta la concentración de clorpirifós. Los resultados sugieren que el NAS 

1:20 es sensible a concentraciones de 0,78-200 ppb de clorpirifós, además es  

posible identificar estados de agregación entre 0 - 50 ppb de clorpirifós 

después de agregar la solución salina, en cambio tras la adición de 2 M y 3 M 

de NaCl el NAS presenta reactividad para clorpirifós sin evidenciar una señal 

diferenciable con respecto a las concentraciones crecientes de Clorpirifós, sin 

embargo para los ensayos de adición 1,5 M de NaCl se observó la mejor 

condiciones analíticas de reactividad del NAS ante la presencia de clorpirifós. 
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Figura 19. Determinación de la relación A620/A520 de las NAS 1:20. Se muestra la 

relación A620/A520 para la identificación y evaluación del comportamiento óptico con respecto 

a las concentraciones de clorpirifós. Se muestra el resultado de una medición (n=1). 

En la Figura 19 se observó el comportamiento del NAS 1:20 a través del 

seguimiento de la relación A620/A520 con respecto a la concentración 

detectable para clorpirifós entre los 0,78-200 ppb por el aumento de la fuerza 

iónica, se indican los valores de cada medición en presencia de CP calculadas 

restando el valor de las mediciones en ausencia de Clorpirifós expresado 

como Fold 620/520(clorpirifós/ control), los resultados sugieren la sensibilidad NAS 

1:20 a la presencia de clorpirifós evidenciado por el proceso de agregación 

con respecto al cero y una tendencia con respecto a la concentración, sin 

embargo para concentraciones mayores a 50 ppb el NAS evitaría la 

agregación en condiciones de 1 M de sal, para la condición experimental a 1,5 

M de NaCl, el NAS mostró un sensibilidad a la presencia de clorpirifós dentro 

del rango entre los 0,78- 200 ppb con respecto al NAS en ausencia de 

clorpirifós. Para los ensayos de adición de solución salina a 2 y 3 M de NaCl 

el NAS presenta reactividad, pero no selectiva en presencia y ausencia de 

clorpirifós. 
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Basado en los resultados obtenidos se continúa utilizando como revelador 

solución de NaCl a concentración 1,5 M. Posteriormente, se procedió a 

evaluar el efecto del pH en la capacidad de detección de NAS 1:20 (Jiao et 

al., 2017; Ehzari et al., 2022). 

3. Determinación de los parámetros de funcionamiento del 

aptasensor: pH 

Se evaluó los parámetros químicos para el correcto funcionamiento del 

nanoaptasensor (NAS) para clorpirifós para el rango entre los 6,5 a 7,4 de pH 

como parámetro de funcionamiento. 

 

Figura 20. Efecto del pH en la detección de clorpirifós por el NAS 1:20. Se muestra los 

espectros de absorción obtenidos para la detección de clorpirifós utilizando NAS 1:20 a pH 

7,4 (A), 7,1(C) y 6,5 (E) junto con el procesamiento de datos por la relación A620/A520 (B, D y 

F, respectivamente), para el seguimiento de la agregación de los NAS. Se muestra el 

resultado de una medición (n=1).  
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Para determinar los parámetros de funcionamiento del NAS 1:20. Se realizo 

la detección de clorpirifós, variando el pH final de la mezcla de reacción, tal 

como se expresa en la sección materiales y métodos (Jiao et al., 2017)  

Los resultados de funcionamiento del NAS a pH 7,4 no se observó una 

relación entre los cambios ópticos y las diferentes concentraciones de 

utilizadas de clorpirifós (Figura 20 A y B). Con respecto a la condición de pH 

7,1 tampoco se observó una relación entre los cambios ópticos y las diferentes 

concentraciones de clorpirifós disuelto (Figura 20 C y D). Finalmente, los 

resultados muestran un cambio de agregación de las AuNPs inducida por 

NaCl en presencia de Clorpirifós (Figura 20 E y F), observándose un aumento 

en la señal (A620/A520) de 1,6 veces con respecto al control. 

En base a los resultados obtenidos se plantea continuar con los parámetros 

bioanaliticos para la detección de clorpirifós, NAS 1:20, a un pH final de 6.5 y 

solución reveladora de NaCl 1,5 M.      

 

Evaluación del reconocimiento de clorpirifós por el aptámero 

 

Utilizando los parámetros establecidos para el funcionamiento de NAS1:20, 

se realizó la detección de clorpirifós, buscando determinar si existe diferencias 

estadísticas asociadas a la detección de clorpirifós. 
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Figura 21. Detección colorimétrica de Clorpirifós en agua basada en la relación 

A620/A520. Se observa relación de absorción de las AuNPs funcionalizadas. Los resultados 

se promedian a partir de tres experimentos independientes (n = 3). Los datos se analizaron 

mediante una prueba U de Mann-Whitney no paramétrica. Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos y los controles. * = p < 0,05. 

En la figura 21 se observa la detección colorimétrica para clorpirifós disuelto 

en agua a pH 6,5 y 1,5 M de NaCl a partir de la relación de absorción A620/A520. 

Los datos se analizaron mediante una prueba no paramétrica de Mann-

Whitney U. entre los grupos (concentraciones de clorpirifós). Los resultados 

sugieren que el NAS es reactivo a clorpirifós y que tiene la capacidad de 

detectar al plaguicida a partir una concentración de 20 ppb, es decir, una 

detección menor a la ingesta diaria permisible (30 ppb) de clorpirifós en agua.  
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Capítulo 5 

 

 

DISCUSIÓN 

Actualmente se han desarrollado biosensores para detectar contaminantes 

desde matrices medioambientales, se presentan como una prometedora 

herramienta para el seguimiento de la descarga de contaminantes en terreno. 

Pero, se desconoce si la degradación natural de dichos compuestos afectaría 

el correcto reconocimiento por parte de los biosensores, influyendo en su uso 

como herramienta de trazabilidad (Torres et al., 2021). 

Clorpirifós es un plaguicida utilizado ampliamente en la agricultura, con 

efectos tóxicos y cuya descarga al medio ambiente es importante monitorear 

para ejercer acciones conducentes a la regulación de su uso. Pero, los 

factores ambientales favorecen la degradación de CP y disipación en el medio 

ambiente, dificultando su trazabilidad y detección real en las diversas matrices 

(Torres et al., 2021). Como ejemplo, Hossain y colaboradores (2013) indicaron 

que el porcentaje de fotodegradación para CP en agua destilada fue de 33,5% 

al cabo de 10 días expuesto a luz natural (Hossain et al., 2013). 

Por estos motivos este trabajo aborda de forma teórica si la degradación de 

este compuesto interfiere en su detección utilizando nanobiosensores para 

clorpirifós. Seguido de un estudio analítico para determinar los mejores 

parámetros de funcionamiento de un nanoaptasensor compuesto de AuNPs y 

aptámero para detectar clorpirifós en agua y en futuras colaboraciones de 

investigación comparar su capacidad de detección utilizando clorpirifós y 

clorpirifós oxón. 

Se encuentran descritos biosensores para clorpirifós basados en distintos 

elementos biológico para el reconocimiento (Tabla 6)(Torres et al., 2021).  

 

 

 



49 
 

Tabla 6 Revisión de elementos de reconocimiento biológico para Clorpirifós 

Elemento de 

reconocimiento 

Composición del 

biosensor 

Mecanismo de 

detección 

Rango lineal Límite de 

Detección 

Ref. 

Enzimas AgNPs Amperometría 1.0 × 10-13 - 

1× 10 -8 M  

1,8 x 10-5 ppb  [91] 

Enzimas MOF / enzima AChE 

/AuNPs oro. 

voltamperometría 

amperometría  

10 - 100 ng 

/ L. 

0,0060 ppb [92] 

Enzimas óxido de grafeno 

óxido reducido 

Circonio 

 

Amperometría 0.1‒103 pM  

1.0‒105 nM 

3,.5 x 10 -5 

ppb  

[93] 

Enzimas óxido grafeno 

Reducido 

 

Fotoelectroquímica 1.0‒1000 µg 

L-1 

 1,.0‒1000 ppb [91] 

 Enzimas Grafeno puntos 

cuánticos CuFe2O4 

/magnético 

nanocristales de 

racimos 

 

Fotoelectroquímica 1.0‒103 µg 

L-1 

0,3 ppb [94] 

Enzimas Nanotubo de 

carbono de paredes 

múltiples 

(MWCNTs) 

Voltametría 0.001- 50 

µg L-1 

1,0 ppb [95] 

 Enzimas NPs Óxido de zinc  

 

Voltametría 0.1‒103 pM 1,752 x 10-5 

ppb 

[96] 

Enzimas PB-modificado/SPE 

Co-ftalocianina y 

electrodos 

serigrafiados 

modificados con 

azul de Prusia (SPE) 

Clorpirifos-metil 

oxon* 

Amperometría 0.5–2 ppb 0,5 ppb [97] 

Enzimas Electrodos de 

grafito* 

 

Amperometría - 0,1 ppb [98] 

Enzimas Sensor basado en 

material 

compuesto de 

nanoestructura de 

carbono-quitosano 

Voltametría 10−10 - 10−7 

M 

0,0554 ppb [99] 

Enzimas  Nanopartículas 

Platino 

 

Amperometría 0.25-10 µg 

L-1 

0,2 ppb [100] 

Enzimas El biosensor de 

papel está 

incrustado con 

lipasa y palmitato 

de p-nitrofenol 

(PNPP) 

Aplicación móvil 

Androide y 

análisis basado en 

PoC 

0.1–1.0 mg 

L−1. 

65 ppb [101] 

Anticuerpos BSA/anticlorpirifós 

/AuNPs/PANI/ 

MWCNTs/ CHIT/ 

GCE 

Voltametría 0.1 - 1.05 ng 

mL-1 

0.046 ppb [102] 
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Anticuerpos  biosensor 

fluorescente 

inmunocromatográ

fico (NPs) 

Fluorescencia 1 - 50 ppb 1.0 ppb [7] 

Anticuerpos  MWCNTs tionina 

quitosano DPV 

Voltametría 0.1-10-5 ppb 0.046 ppb [102] 

Anticuerpos BSA-

Ag/Pt/SiO2/HRP-Ab 

Amperometría 0.4-20 ng 

mL-1 

22.6 ppb [84] 

Anticuerpos QDs/ (cFLISA) Fluorescencia 15.2–205.5 

ng mL−1 

8,4 ppb  [103] 

anticuerpos FET de grafeno Potencial eléctrico 1,8 fM - 100 

pM 

6,3 x 10-7 ppb [104] 

ADN dsCT/DNA/ePPy/PV

S/ITO 

Voltametría 0.0016-

0.025 ppm 

1,6 ppb [105] 

ADN dsCT/DNA 

atrapamiento 

PANI/PVS/ITO 

Voltametría - 0,5 ppb [106] 

Reemplazo de 

Ligandos 

CdTe/ QDs. Fluorescencia 0.1 nM - 10 

µM 

∼0,035 [107] 

- PATP / AuNPs 

 

voltametría - 115,69 ppb [108] 

Aptámeros Ag-NanoZyme Espectroscopia 35-210 ppm 11300 ppb [109] 

aptámeros (QDs-AuNSs)  Fluorescencia - 0,73 ppb [110] 

Aptámeros 

 

 

Fc@MWCNTs/OMC

/GCE 

Voltametría 0.1-105 ng 

mL-1 

0,033 ppb  

[28] 

Aptámeros 

 

Nanocompuesto 

CuO/ NFs-SWCNTs. 

Voltametría 0.1 a 150 ng 

mL-1 

0,07 ppb  

[ 88] 

Células  chpA/ ChpR/ 

Escherichia coli 

(FGE)/ 

Fluorescencia 25 - 500 

nM  

- [111] 

 

Los elementos de reconocimiento biológico para Clorpirifós revisados 

corresponde a las enzimas, anticuerpos, ácido nucleico, aptámeros y células 

enteras. Siendo los aptámeros los que presentarían importantes ventajas con 

respecto a los otros. (Tabla 7), por ejemplo, son más estables, presentan una 

mayor especificidad, una mayor vida útil y resistencia a la desnaturación. 
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Tabla 7. Comparación de técnicas para la detección de clorpirifós en matrices 
ambientales 

Aptámeros Enzimas Células Anticuerpos Ref. 

Vida útil 
prolongada. 
Fácil  
modificación para 
mejorar su 
funcionalidad. 
Mayor estabilidad 
en comparación 
con los elementos 
biológicos. 
Síntesis rápida en 
comparación con 
los anticuerpos. 
Específico para 
cada analito. 

Vida útil limitada. 
Respuesta rápida 
y variedad de 
enzimas. 
Sensibilidad 
frente a 
condiciones 
fisiológicas 
Estabilidad 
limitada por 
parámetros 
fisicoquímicos. 
Selectivo para 
una familia de 
compuestos. 
Disponibilidad 
comercial. 

Vida útil 
limitada. 
Elevada 
actividad. 
Respuesta 
lenta en 
comparación 
con las 
enzimas. 
Baja 
sensibilidad. 
Específico 
para una clase 
de compuesto. 

Alta constante de 
unión anticuerpo-
analito. 
Vida útil limitada 
Sensibilidad y 
selectividad 
elevada. 
Dificultad para 
operar en medios 
acuosos. 
En ocasiones 
requiere marcaje. 
Producción in vivo 
y se desnaturalizan 

[79] 
[80] 
[81] 
[34] 
[82] 

 

De los nanobiosensores descritos para CP se destaca el estudio publicado 

este año por Liu (Liu et al., 2022), el cual desarrollo un nanoaptasensor 

colorimétrico el cual permite detectar clorpirifós en agua potable con un límite 

de detección ~5 ppb. El mecanismo de detección se basa en recubrir las 

AuNPs con aptámeros específicos para CP mediante interacciones 

electroestáticas. De esta manera, en presencia de CP los aptámeros son 

secuestrados de la superficie de la AuNPs dejando desprotegida a las NPs 

favoreciendo la agregación de estas en presencia de NaCl. Permitiendo así 

seguir la concentración de CP a través la agregación diferenciada de las 

AuNPs como señal de su presencia de CP (Liu et al., 2022).  

Si bien este es un mecanismo de detección ampliamente utilizado (Hua et al., 

2021), la utilización de unión electroestática para la funcionalización puede 

traer problemas de especificidad, dado a los diversos compuestos con carga 

presente en matrices medio ambientales (Díaz-García et al., 2022). 

La funcionalización del nanoaptasensor propuesto en este trabajo está 

orientado a la unión a la AuNPs y el aptámero a través de enlace covalente 

que es un atributo analítico importante de estabilidad y que evita la 

inespecificidad a causa de interferentes ambientales, orgánicos e inorgánicos.  



52 
 

Este trabajo de tesis plantea un nanoaptasensor colorimétrico basado en 

AuNPs (0,08 nmoles) de tamaño 20 nm y aptámero (1,6 nmoles) específico 

para clorpirifós descrito por Jiao et al., 2017, a diferencia de otras 

investigaciones el uso del grupo tiol de ssDNA (aptámero) unidos 

covalentemente a AuNPs (Au - S) proporciona una alta densidad superficial 

para prevenir la agregación inespecífica de las AuNPs ( Díaz- García et al., 

2022), otro cambio importante en comparación con otros estudios es la  

preparación de las soluciones de clorpirifós disueltas en agua nanopura a pH 

6,5 final y una concentración del agente revelador 1,5 M.  

 

Parámetros analíticos de funcionalización de AuNPs. 

Las condiciones de experimentación son transcendentales para desarrollar un 

aptasensor colorimétrico sensible, como la concentración de NaCl, el tiempo 

de incubación entre CP y el aptámero y el tiempo de incubación de NaCl. A 

diferencia de nuestro enfoque trabajos contemporáneos a la realización de 

esta investigación, Liu et al., 2022 establece parámetros de funcionalización 

para un aptasensor colorimétrico (AuNPs) para una concentración de 0,07 M 

(70 mmol/L) de NaCl, tiempos de incubación entre el aptámero y las AuNPs 

de 30 minutos y tiempo de incubación óptimo de NaCl de 15 minutos, 

adicionalmente evalúa la relación A650/A520 e indicando todas las condiciones 

se realizaron a temperatura ambiente y la utilización de nanopartículas de 

tamaño 13 nm. 

 

Los parámetros de funcionamiento establecido en este trabajo se basan en 

variación inducidas en el medio por iones necesarios para provocar un cambio 

en la fuerza iónica, estableciéndose como concentración óptima de NaCl 1,5 

M para provocar la agregación de las AuNPs y un posterior cambio SPR como 

resultado de la detección de clorpirifós. las variaciones inducidas por la sal 

para AuNPs se encuentra ampliamente descritas (Kim et al., 2010;Song et al., 

2012; Zhang et al., 2012; Contreras et al.,2018; Chawla et al., 2018). En 

comparación con lo reportado por Liu et al., 2022 en este estudio se utilizó un 

tiempo de incubación luego de agregar NaCl de 30 minutos y un tiempo de 

incubación para AuNPs-aptámero de 10 minutos. 
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En términos generales las condiciones ópticas para nanoaptasensor se 

estiman sobre su efecto en la estabilidad de las AuNPs funcionalizadas con el 

aptámero y se experimentan los factores que pueden interferir en el equilibrio 

cinético del NAS para la detección del CP como la concentraciones o cargas 

presentes en el sistema, disolvente utilizado, temperatura, pH, concentración 

de NaCl, concentraciones de CP que puedan provocar un cambio y una 

correcta reactividad y o sensibilidad del NAS para la detección de Clorpirifós. 

(Jiao et al.,2017; Liu et al., 2022). 

 

Otro de los parámetros de funcionamiento es el rol que cumple el pH en el 

desarrollo de biosensores, porque las variaciones de pH alteran la afinidad de 

unión y las repulsiones electroestáticas, por tanto, facilitan los cambios en la 

cobertura de las NPs y se puede evaluar a través de la intensidad del pico de 

absorbancia de las nanopartículas (Singh et al., 2020). 

Para los ensayos funcionalización de las AuNPs a pH 6,5 se observó una 

disminución de la intensidad de la banda característica de las AuNPs originado 

por la variación de las condiciones del medio o de la fuerza iónica y los 

cambios SPR expresado como el desplazamiento de la banda de absorción 

de ~520 nm a ~620 nm cuantificable por espectrofotometría (Tyner et al., 

2011; Liu et al., 2013), comprobando un reconocimiento de clorpirifós por el 

aptámero. 

Entre los diversos biosensores basados en AuNPs, la biodetección 

colorimétrica ha captado ampliamente el interés por su simplicidad, bajo costo 

y cambios de color visibles, lo que puede considerarse como una alternativa 

para la detección in situ, los cambios de colores rojo-azul característico de las 

AuNPs presentan un cambio espontáneo y directo del espectro de absorción 

en el rango visible que se puede observar a simple vista al agregar NaCl (Qi 

et al., 2020; Singha et al., 2020). 

 

Se requiere progresar y efectuar nuevos ensayos para los NAS, fundado en 

las diferencias en la reactividad de los NAS para las diferentes condiciones de 
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trabajo y proporciones molares asociadas (n=1) para valorar estadísticamente 

el efecto y grado de cobertura de los aptámeros sobre la superficie de AuNPs 

y en consecuencia los sitios reactivos favorables para clorpirifós (Díaz-García 

et al., 2022). 

 

Reconocimiento de clorpirifós por el aptámero 

Los elementos de reconocimiento biológico como los aptámeros presentan 

atributos sobresalientes frente a los anticuerpos, células y enzimas para 

clorpirifós en términos de selectividad, reproducibilidad y estabilidad frente a 

factores ambientales para el monitoreo y detección, sin embargo, aún es un 

desafío analítico por explorar la selectividad de los aptámeros para clorpirifós 

frente a sus metabolitos en muestras reales. 

El NAS 1:20  construido bajo las condiciones de pH 6,5 final y NaCl muestra 

que es útil para la detección de clorpirifós a partir de los 20 ppb, pero no 

permite una cuantificación del plaguicida bajo condiciones de laboratorio 

(Figura 21), por tanto el NAS permitiría entregar una respuesta analitica 

rápida, y sencilla de deteccion de contaminantes ambientales como el 

clorpirifós. 

 

Simultanámente a los ensayos  de funcionamiento establecidos se caracterizó 

la vida útil de ambos biosensores (Figura 22 y 23) ,por ejemplo, el NAS 1:20 

a 21 días de su preparación se mantiene estable la longitud de onda máx. 

característica de las AuNPs a los 520 nm lo que significaría la estabilidad de 

las AuNPs, sin embargo, NAS 1:10 a 21 días desde su preparación pierde 

estabilidad química, por tanto permite inferir que a mayor concentración de 

aptámero mayor es la estabilidad de las AuNPs. 
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Capítulo 6 

 

CONCLUSIONES 

Se han descrito alrededor de 20 aptámeros para plaguicidas y los 

inconvenientes para detectar y cuantificar estos compuestos utilizando 

elementos de reconocimiento biológico se basa en que la mayoría de los 

plaguicidas tienen una estructura molecular pequeña, que dificulta su 

detección,  también de diferenciar de otras moléculas de una misma familia 

química y de otros compuestos de naturaleza inorgánica y orgánica, además  

algunos plaguicidas carecen de grupos funcionales para su inmovilización, 

dificultando la capacidad de unión de los aptámeros potenciales, a través del 

método SELEX (Phopin et al., 2020). 

Se han evaluado los factores que repercuten en el proceso de agregación 

inducido por una sal (NaCl) y se ha comprobado que está fuertemente 

influenciado por la fuerza iónica del medio y por la propia concentración 

AuNPs. También se ha reportado que conforme aumenta el tamaño de la 

nanopartícula la estabilidad de la disolución coloidal frente a la agregación 

inducida por sal decrece (Mehrdel et al., 2022). 

Mediante la funcionalización de AuNPs con aptámero para Clorpirifós se logró 

detectar, pero no cuantificar el plaguicida lo que significa un avance 

importante desde el punto de vista de la detección colorimétrica in situ y 

también desde el punto de vista analítico, es decir sensible para la detección 

de CP. 

El nanoaptasensor 1:20 es capaz de detectar a Clorpirifós, a rangos de 

concentración mayores a los reportados por el grupo de Liu, Zhang y Jiao, sin 

embargo, representa un avance importante para el desarrollo de nuevas 

tecnologías más simples, de bajo costo y de mejor sensibilidad analítica con 

respecto a los métodos clásicos de cromatografía. 

Los objetivos específicos logrados en este trabajo es la síntesis y 

caracterización del nanoaptasensor (NAS) para la detección de Clorpirifós y 

establecer los parámetros analíticos del (NAS) para Clorpirifós. 
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Los objetivos específicos de reconstitución de muestras ambientales para 

comprobar el funcionamiento del nanoaptasensor en muestras reales y 

análisis comparativos con los métodos de cromatografía no fueron realizados 

en esta tesis. 

El objetivo de comparar la sensibilidad de NAS para Clorpirifós y sus 

metabolitos no fue realiza en este trabajo de tesis. 

Hay que señalar que es importante continuar con este trabajo de investigación 

y verificar el funcionamiento del NAS desde el punto de vista estadístico, 

además de confirmar si el aptámero tiene la capacidad de diferenciar a 

clorpirifós entre sus homólogos y metabolitos. 

Se fundamenta en la necesidad de medir concentraciones a nivel traza de 

moléculas activas o productos de degradación en matrices complejas y 

variables, de importancia en salud pública y analítica desde el punto de vista 

de disminuir los tiempos de análisis y pretratamiento, sin embargo, aún es 

inevitable realizar tratamiento previo efectivos en los procedimientos para 

eliminar los interferentes de la matriz. 

Desde el punto de vista del monitoreo ambiental la atención esta puesta en 

las técnicas de biosensores para la detección de CP y otros compuestos en 

la generación de protocolos estandarizados de análisis y detección respecto 

a los métodos clásicos. 

La complejidad de detección de residuos para CP en muestras de aguas de 

consumo y sus productos de transformación es una de las limitaciones más 

importante para su identificación ambiental y un desafío para la detección 

colorimétrica del contaminante basado en AuNPs. 

Finalmente, no todos los biosensores permiten detectar clorpirifós en las 

concentraciones que se requiere en matrices acuosas y que permita su 

caracterización de acuerdo con las normas internacionales vigentes. 

RECOMENDACIONES  

En este trabajo de tesis se evaluaron los parámetros de salinidad y alcalinidad 

para la solución coloidal de AuNPs funcionalizadas con aptámero específico 
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para clorpirifós descrito en bibliografía. En base a los resultados obtenidos es 

necesario evaluar la relación aptámero / AuNPs, parámetro no estimado en 

este trabajo de tesis, y que significa un parámetro importante para la correcta 

funcionalización del nanoaptasensor (NAS).  

Realizar ensayos para la detección de los metabolitos de clorpirifós (TCP) en 

agua, porque presenta mayor solubilidad con respecto al CP, y por tanto 

representan mayor estabilidad ambiental para su detección. 

Como el clorpirifós es considerado una sustancia química peligrosa sujeto a 

regulaciones ambientales y presenta persistencia bajo ciertas condiciones que 

favorecen su presencia en el medio ambiente, así también bajo condiciones 

químicas y biológicas que favorecen su degradación en un compuesto de gran 

interés en la comunidad científica su detección, cuantificación, estudio de 

movilidad, degradación en el medio ambiente, efectos adversos en el medio 

ambiente y salud humana que se evidencia en los numerosos trabajos de 

detección a través de Biosensores y técnicas tradicionales. 

Perspectivas futuras 

El desarrollo de esta tesis fue suspendido por la pandemia mundial de Covid 

19, para responder a la pregunta de investigación se estima colaborar y 

participar en congresos con los ensayos utilizando el metabolito oxón bajo las 

mismas condiciones realizadas para el compuesto precursor, con el fin de 

evaluar la capacidad de las AuNPs funcionalizadas con aptámero CP de 

diferenciar entre ambos compuestos. 
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1. Anexos 

Tabla 8 Tabla. Propiedades fisicoquímicas del clorpirifós 

Propiedades físicas y químicas del clorpirifós (de Yadav et al., 2016; Dar, et 

al., 2019; Red de Acción en Plaguicidas y sus Alternativas de América Latina 

(RAP-AL 2012) Adoptado y modificado. 

 

Características  Valores  

Nombre ISO Clorpirifós 

Nombre IUPAC O, O-dietil O-3, 5,6-tricloropiridina-2-ilo- Fosforotioato  

N° registro CAS 2921-88-2 

Formula química  C9H11Cl3NO3PS 

Familia química Organofosforado 

Peso molecular 350.6 g/mol 

Presión de vapor 1.8 × 10-5 mm Hg at 25 °C 

solubilidad 1.05 mg/l a 20°C 

2 mg/l a 25 ° C  

Coeficientes de partición  Log Kow 4.96 - 5.11 

Log Koc 3.78 

Punto de Fusión  41,5-44 °C 

Estabilidad Estable en el aire, No sensible a las radiaciones UV 

Estable en soluciones débilmente ácidas y neutras  

Se hidrolizado por bases fuertes 

Metabolitos principales 3,5,6-tricloro-2-piridinol, (TCP) 

https://doi.org/10.1016/j.saa.2019.01.036
https://doi.org/10.1016/j.bios.2013.12.020
https://doi.org/10.1016/j.fsi.2019.07.022
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3,5,6-tricloro-2-metoxipiridina (TMP) 

Ácido O-etil-O- (3,5,6-tricloro-2-piridoil) fosforotioico 

(fosforotioato) 

Clorpirifós oxon 

Uso insecticida 

Clasificación toxicológica Clase II 

Efectos agudos sobre organismos de agua y peces LC50 96 horas pez de agua dulce (Poecilia reticulata): 0.1 – 1,0 mg/l 

producto muy tóxico para organismos acuáticos 

Compuesto de origen  sintético 

 

 

Ensayos realizados para reformar los conceptos de funcionalización de las 

AuNPs con aptámero específico para Clorpirifós. 

Evaluación de la vida media de los Biosensores 

Con el objetivo de continuar con los ensayos de colorimetría para clorpirifós 

utilizando los NAS 1:10 y 1:20 se utiliza el criterio de estabilidad y/o vida media 

de las AuNPs funcionalizadas con el aptámero para clorpirifós bajo 

condiciones de almacenaje, para ello se prepararon concentraciones de 

clorpirifós y se mezclaron y fueron analizadas en un espectrofotómetro para 

Microplacas Epoch™ de BioTek. En la Figura 23 y 24 se observa los espectros 

de absorbancia para los nanoaptasensores (NAS) 1:10 y nanoaptasensor 

(NAS) 1:20 luego de 21 días almacenamiento desde su preparación en 

refrigerador a 5° C en el laboratorio de nanotecnología.  
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Figura 22. Espectro de absorbancia para el aptasensor 1:10 posterior a 21 días desde 

su preparación. Se observa el espectro el comportamiento óptico del NAS 1:10 luego de 21 

días desde su preparación para evaluar condiciones de estabilidad para continuar con los 

ensayos de colorimetría en presencia de 20 ppb, 40 ppb y 60 ppb. de Clorpirifós. 
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Figura 23. Espectro de absorbancia para el aptasensor 1:20 posterior a 21 días desde 

su preparación. Se observa el espectro el comportamiento óptico del NAS 1:20 luego de 21 

días desde su preparación para evaluar condiciones de estabilidad en presencia de 5 ppb, 15 

ppb y 20 ppb. de Clorpirifós  
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