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RESUMEN

El clorpirifés es el segundo pesticida mas detectado en productos alimentarios
y en el agua lo que ha motivado una exponencial preocupacion 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
deteccion temprana, pero esta presenta varios desafios asociados a la
movilidad del plaguicida, factores naturales como la biodegradacion, la
fotodegradacion y la hidrélisis quimica disminuyen su persistencia y
ecotoxicidad en el medio ambiente y los desafios asociados a su deteccién
analitica como los procedimientos de muestreos en terrenos, contenedores
para tomas de muestras, almacenamientos adecuados, pretratamientos de la
muestra, mayores volimenes de solvente y costos asociados a personal en
terreno y de analisis de residuos basados en cromatografia de gases y
cromatografia liquida. Para superar los inconvenientes de los métodos
tradicionales, se ha trabajado en el desarrollo de nanobiosensores, que
permitirian la deteccion de contaminantes en terreno, favoreciendo el
seguimiento de la descarga de contaminantes al medioambiente. Pero,
clorpirifés se degrada en el medio ambiente, por lo que determinar si los
nanobiosensores desarrollados para clorpirifés son capaces de detectarlos
productos de degradacion de CP, es relevante para establecer las reales
capacidades de deteccion de estos dispositivos.

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

Palabras clave: nanoaptasensor, contaminacion hidrica, Clorpirifés.



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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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Dentro de las numerosas sustancias organicas gque Se conocen como
contaminantes del agua. Los agroquimicos toxicos como los plaguicidas son
una fuente importante de contaminacion tanto para aguas subterraneas como
superficiales, si bien, los plaguicidas juegan un papel positivo para la
economia de un pais, su uso generalizado ha deteriorado la biodiversidad y
en consecuencia impactos negativos en la calidad de los ecosistemas hidricos
(Liu et al., 2010; Voérésmarty 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
retencion, transporte, disipacion, degradacion y sus interacciones en el medio
ambiente, asi también por las propiedades fisicoquimicas, solubilidad en
agua, presion de vapor, coeficiente de particion suelo-agua (Koc), vida media,
coeficiente octanol-agua (Kow) que simula el caracter hidrofobo de una
sustancia que permite las estimaciones de concentracion 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 podria provocar la contaminacion del agua y productos

alimenticios.

Para el control y manejo apropiado de plaguicidas, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU),
especializado en gestionar medidas de prevencion a nivel mundial, y la Union
Europea (UE), han adoptado algunas politicas para permitir el manejo de
plaguicidas y establecen niveles maximos de residuos (LMR) en productos
agricolas, 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 Organicos Persistentes (COPs). ii) El

Convenio de Roéterdam sobre el procedimiento de aprobacion a ciertos



plaguicidas y otros productos quimicos 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 eliminacion. El clorpirifés al ser un plaguicida se regula su uso, transporte
y concentracion en matrices ambientales, asi 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 organico persistente (COPs). La permanencia en el medio
ambiente se atribuye a sus caracteristicas fisicoquimicas y a la disminucion

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

La presencia de Clorpirifés en el medio ambiente es particularmente peligrosa
por su toxicidad y riesgo que representa para el medio ambiente y la salud
humana, porque principalmente actiua interfiriendo la colinesterasa, enzima
esencial para el buen funcionamiento del sistema nervioso en organismos y
sistema nervioso de humanos (Liu et al., 2019), asi mismo, su presencia
incluye sus productos de conversidn y sus metabolitos en alimentos, en

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

El escenario global de contaminacién por Clorpirifés en diferentes territorios
del mundo se fundamenta en numerosos estudios de la calidad del agua,
suelos y aire, por ejemplo, en Estados Unidos, India, Espafia, China y Chile
que han reportaron concentraciones excedidas de residuos de Clorpirifés
mayores a las acordadas por la agencia de proteccion ambiental (EPA). Se
han detectado concentraciones del orden de 3,7 pug L en cuerpos de agua,
del mismo modo se han reportado residuos de Clorpirifés en suelos en el
rango de 499 mg/kg y 295 mg/kg, en un estudio de Pozo et al., 2016 sefiala
concentraciones en la atmoésfera de Chile del orden de ~14.600 pg/m3,
ademas Meftaul et al., 2019 sefala que ha sido reportado Clorpirifés en leche

materna.

En la actualidad los métodos de identificacion y cuantificacién de pesticidas
se basan en la cromatografia liquida (HPLC), cromatografia de gases y

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Estos



meétodos permiten la deteccion precisa del CP, sin embargo, estos métodos
convencionales para monitorear plaguicidas requieren pasos de extraccion y
cleanup que requieren un considerable tiempo de analisis, personal altamente
capacitados, equipos costosos y no son convenientes para analisis in situ (Xu
et al., 2018).En los ultimos aflos se han desarrollado nuevos métodos
analiticos para deteccion de compuestos érganos fosforados (POC), como el
avance de biosensores para plaguicidas (Li et al., 2015). En general, las
técnicas mas utilizadas para el analisis de Clorpirifés se dividen en tres
categorias de analisis quimico, bioensayos, tecnologia de sensores y
tecnologias de biosensores (incluye el termino nanoaptasensores), la
tecnologia del biosensor se considera una alternativa al problema sefialado
en parrafo anterior (Liu et al., 2019).

Entre los diferentes tipos de biosensores destacan los aptasensores, el cual
esta constituido de un receptor biolégico denominado aptdmeros que son
secuencias de ADN o ARN de cadena sencilla que adoptan estructuras
tridimensionales Unicas que les permite reconocer un analito especifico con
gran afinidad (Liu et al., 2019).

Los NAS colorimétricos proporcionan enfoques analiticos alternativos para la
deteccién de residuos de pesticidas, ademas son faciles de fabricar y la sefial
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 nanoparticulas (6pticas y electrénicas),
especificamente relacionado con el Plasmén de Resonancia Superficial ya
gue exhibe sus propiedades Opticas , en la regién visible (300-800 nm) del
espectro electromagnético cuando estan se dispersan en comparacion
cuando estan agregadas , en consecuencia el cambio en el color de las
nanoparticulas puede monitorearse facilmente a simple vista y confirmar
mediante espectroscopia UV-vis (Zun et al., 2017; Liu et al., 2018;Zhu et al.,
2022).

La clasificacién de los nanomateriales de acuerdo con su origen agrupa a las
nanoparticulas de oro (AuNPs) dentro de categoria de nanomateriales de

ingenieria mas utilizados en investigacion cientifica para dispositivos



industriales, médicos monitoreo ambiental y aplicaciones de alta tecnologia,
porque representan una clase Unica de sustancias que a tamafo nano
presenta caracteristicas fisicoquimicas Unicas caracteristicas mejoradas
eficiencia catalitica, conductividad entre otras particularidades, asi también
evaluar el impacto en el medio ambiente de los nanomateriales (Zhang et
al.,2021; EPA, 2007).

La persistencia y degradacion del Clorpirifés en las diferentes matrices
ambientales esté influenciada por parametros fisicos, quimicos y biologicos
gue contribuyen a la degradacion de clorpirifés en el medio ambiente, siendo
los procesos clave la hidrdlisis, la oxidacion y degradacion fotolitica. Los
metabolitos toxicolégicamente mas 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 (acido Fosforotioato) y Clorpirifés oxon (EPA, 2012).
Asi mismo, el monitoreo y la determinacion de contaminantes ambientales es
un paso crucial en la gestion de riesgos para la salud humana y el medio
ambiente (Mahmoudpour et al., 2019). Por lo tanto, en el presente trabajo de
tesis, se optd por un pesticida representativo y de amplio uso en la agricultura
en Chile y a nivel mundial como objeto de investigacion con el propdsito
evaluar el comportamiento de un nanoaptasensor para Clorpirifés utilizando
como transductor nanoparticulas de oro (AuNPS) sintetizadas con la finalidad
de detectar la presencia de Clorpirifés y metabolitos en muestras de aguas
reales y estimar la especificidad y selectividad del aptdmero para Clorpirifés
y sus metabolitos en modelos experimentales de laboratorio y muestras de
agua reales utilizando un nanoaptasensor. Asi también caracterizar la
situacion del escenario ambiental actual y la trazabilidad ambiental del

pesticida Clorpirifos.

Parte de este trabajo de tesis de magister fue enviado a la “revista entre
ciencia e Ingenieria” de la Universidad Catdlica de Pereira, Colombia. El
articulo de revision bajo una mirada critica sobre los avances en deteccion
para Clorpirifés basado en biosensores. A la fecha de presentacion de esta
tesis de postgrado se encuentra aceptado y publicado review bajo el titulo
“Influencia de la degradacion del clorpirifés en la deteccién analitica utilizando

biosensores: revision del estado actual y aspectos futuros”.



CAPITULO 2

ESTADO DEL ARTE

Contaminacién por Clorpirifos

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 Clorpirifés es ampliamente utilizado y detectado en zonas

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

El Clorpirifés ingresa al medio ambiente en forma directa a través de su
aplicacion, se ha utilizado comercialmente desde la década de 1960 y se
clasifica como POC de amplio espectro, de formula molecular
CoH11CIsNO3PS, de baja solubilidad en agua y sus productos de degradacion
0 metabolitos toxicolégicamente 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 Clorpirifés oxén. Das y Adhya, 2015 sefiala que los productos de
transformaciéon del CP son extremadamente peligrosos en comparacién con

el compuesto original (Fig.1).

La utilizacibn de clorpirifés ha causado la contaminacion de varios
ecosistemas como el suelo, sedimentos, agua, aire, alimentos, asi también, la

interrupcion de los ciclos biogeoquimicos (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 Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Union Europea (UE), han adoptado politicas para el manejo
de pesticidas / plaguicidas y se han definido los niveles maximos de residuos
(LMR) en productos agricolas, alimentos y cuerpos de agua (Uniyal et al.,
2018) (Tabla 1).



La deteccion es uno de los enfoques clave para el manejo de la contaminacion
por plaguicidas, que requiere el desarrollo de nuevos métodos para la

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

Tabla 1.Descripcidon general de las regulaciones ambientales para Clorpirifos.

Matriz Indicador Ente regulador
Aguas
ambientales: 0,1 ppb, y 0,5 ppb i
Continentalesy | (MAC) EU, 2015-2018
artificiales
Para el Directiva 98/83/EC sobre la calidad del
consumo 30 ppb (ADI) agua destinada a consumo humano.
humano 0,1 ppb (MAC) OMS 2018
Agua dulce

0.083- 0.041 ppb USEPA 1987

Agua salada (CCA)

Productos de
consumo:

it 1500 ppb (LMR
Frutas Citricos ppb (LMR) Reglamento (UE) 2018/686

Frutas 10 ppb (LMR)

Leche de Vaca 20 ppb (LMR)

Algas y
organismos 10 ppb (LMR) Reglamento (UE) 2018/686
procariotas

MAC: concentracion maxima permitida

LMC: Limite maximo de residuos

ADI: consumo diariamente aceptable

CCA: Criterio calidad del agua

USEPA: Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
OMS: organizacion mundial de la salud

EU: Union Europea

Degradacion del Clorpirifés

Tanto los procesos bidticos como los abioticos contribuyen a la degradacion
de clorpirifés, sin embargo, uno de los procesos clave es la hidrdlisis
enzimatica y susceptibilidad a la fotodegradacion por la luz solar (Liu et al.,

2019). El coeficiente de adsorcién es un indicador de disponibilidad para la



accion 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 lixiviacion o escurrimiento. Entre otras
condiciones ambientales que regulan la degradacion de los plaguicidas se
destacan las propiedades de la matriz, factores climaticos, caracteristicas
fisicoquimicas del CP, contenido de materia organica y potencial rédox que
condicionan su disponibilidad en el medio ambientes. Sin embargo, en
ambientes interiores domeésticos, el clorpirifés puede permanecer durante
varios meses debido a la relativa falta de luz solar, agua y microorganismos
del suelo que contribuyen a su degradacién (Hang et al., 2005; Zhang et al.,
2016; Dar et al., 2019).
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Figura 1. Ruta propuesta para la degradacidon aerébica y anaerébica para Clorpirifés.
Se muestra los productos de degradacion bajo condiciones aerObicas y anaerébicas
modificado de Dar et al., 2019.



Efectos del Clorpirifés sobre la salud y medio ambiente

Las vias de exposicion a pesticidas en las personas incluyen la ingestion,
inhalacion y exposicibn cutanea. La ingesta de alimentos y agua
contaminadas es la via principal de exposicion a plaguicidas y genera efectos
sistematicos, asi también puede ser transferido a través de la cadena
alimentaria y descrito como potencialmente cancerigeno 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 clorpirifdcs en aguas
subterraneas que son la fuente mas importante de suministro de agua potable
en numerosos paises incluido Chile (Islam et al., 2019) (Tabla 2). Se han
reportado al menos 143 pesticidas incluido el Clorpirifés y 21 productos de
transformaciones en agua subterraneas (Islam et al., 2019) que ha derivado
en la contaminacion de aguas subterrdneas a nivel mundial (Zhang et al.,
2019).

La presencia de Clorpirifés en matrices ambientales representa una amenaza
para la salud de las personas, puesto que afecta la reproduccién masculina
(Zhang et al., 2020), un neurotéxico (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

realizacion de analisis in situ y en tiempo real.



Tabla 2 Revision bibliografica de algunas concentraciones detectadas de

Clorpirifés en distintas matrices ambientales bioticas y abidticas.

CG-MS: Cromatografia de gases - Espectrémetro de masas
CG-ECD: cromatografia de gases con detector de captura de electrones

Matriz Concentraciones detectadas Técnica de deteccion Referencias
Aire 0,02-146 ppb CG-MS Pozo et al.,2016
Aire 146,24 ppb CG-MS Cortes et al.,2020
Sedimentos 6,33-560 ppb LC-MS-MS Masia et al.,2015
Lodos 0.45-703 ppb
Suelos 20.7-65.308 ppb
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 - 1,4-0,2 ppb-d* (GC-HRMS Bigot et al.,2016
atmosfera
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
Maiz 0-12.400 ppb GC-MS Marchis et al.,2012
Agua de rio ~0.2 ppb CG-MS Climent et al.,2019
Aire urbano 0,03-0,58 ppb CG-MS Estellano etal.,2015
Tuberia 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 6 x 108 ppb Espectroscopia de Koukouvinos et al.,2017
vino reflectancia
Agua de lluvia 0,0005 ppb CG-MS Kurt-Karakus et

al.,2017

Lago 0,043 ppb

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

La medicion cuantitativa de clorpirifés en muestras de alimentos, agua, aire y
suelo resultantes del monitoreo ambiental permite estimar de forma indirecta
los posibles niveles de contaminacion lo que involucra garantizar una buena
trazabilidad de la problemética 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, lan L. Pepper, Charles P. Gerba, (Third Edition).

El uso de plaguicidas conduce a una contaminacion difusa en las matrices
ambientales, es decir, afecta los cuerpos de agua desde fuentes como
escorrentias de areas agricolas que drenan hacia las aguas subterraneas,
rios, o hacia el mar. Los residuos del plaguicida original y los productos de
degradacion 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 agricolay en

consecuencia su destino final en el medio ambiente.

o]

Plaguicida

e Jo

Productos de consumo
{ Personas ] [ Agricultura ]

Exposicion directa

Figura 2 Destino ambiental del plaguicida Clorpirifés en el medio ambiente. Se presenta
una movilidad en las interfases suelo- agua-aire para clorpirifés y como consecuencia una

exposicién directa e indirecta por las personas.

¢,Que son los biosensores?

De acuerdo con la definicion de la Unidn Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), “Un biosensor es un dispositivo receptor-transductor
integrado, capaz de proporcionar informacion analitica cuantitativa o
semicuantitativa que utiliza un elemento de reconocimiento bioldgico” (Fig.3).
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La relacion entre el elemento biolégico y transductor permite el estudio
cuantitativo de la interaccion entre analito de interés que puede ser molécula
0 un grupo de familia quimica que tenga una afinidad de unién especifica al
elemento de reconocimiento biolégico, es decir, un biosensor es un dispositivo
analitico usa las reacciones bioquimicas para detectar compuestos quimicos
mediante sefiales eléctricas, térmicas, piezoeléctricas u opticas. (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 quimicas y
dentro de los elementos de reconocimiento biolégico ampliamente descritos
se encuentran los &cidos nucleicos, proteinas, enzimas, anticuerpos y
aptameros (Wang et al., 2014; Duhan et al., 2017).
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Figura 3 Esquema basico de los componentes de un Biosensor. Composicién elemento
de reconocimiento biolégico, un transductor y un sistema electrénico. (lon et al.,2013).

Biosensores para la deteccion de Clorpirifés

Para la de deteccion de Clorpirifés se han descritos ampliamente biosensores
basados en enzimas y anticuerpos. (Huang et al.,2013) en los ultimos afios se
observa un aumento en el desarrollar de biosensores basados en aptameros
principalmente para evaluaciones de calidad alimentaria y progresos para la

deteccién de residuos de clorpirifés 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 compafia
RENEKABIO que utiliza el método de inhibicién de la enzima colinesterasa,
kit de deteccion de plaguicidas de la compafia ANP Health que utiliza el
mismo método de inhibicién y por ultimo el kit NIDS ACE Il de la compafiia
Charm Sciences Inc. permite realizar un barrido de residuos plaguicidas

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

Los biosensores se clasifican segun dos principios, el primero, principio de
transduccion, como biosensores Opticos incluye plasmon de resonancia y fibra
Optica, biosensores electroquimicos incluye amperométrico, de impedancia y
biosensores piezoeléctricos que incluye los biosensores de microbalanza de
cristal de cuarzo. El segundo principio de clasificacion es de acuerdo con el
elemento de reconocimiento biolégico como los Inmunosensores,
aptasensores, genosensores y biosensores enzimaticos, cuando se utilizan
anticuerpos, aptameros, acidos nucleicos y enzimas, respectivamente. En
particular los elementos de reconocimiento biolégico mas estudiados para
Clorpirifés (Fig.4) son las enzimas>, anticuerpos,> acido nucleico>, aptameros
> células enteras en este orden de publicaciones cientificas (Justino et al.,
2017). En la Fig. 4 se describe biosensores microbioldgicos, biosensores
basados en acido desoxirribonucleico, inmunosensores basados en
anticuerpos , biosensores enzimaticos y los descritos los ultimos afios los

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

En el area ambiental, la mayoria de biosensores se identifican como
inmunosensores y biosensores enzimaticos, pero recientemente se ha
incrementado el desarrollo de aptasensores, debido a las caracteristicas
propicias de los aptdmeros como la habilidad de ser modificados, presentar
estabilidad térmica, y la posibilidad de disefiar sus estructura, para detectar
objetivos con diferentes grupos funcionales para el monitoreo de
contaminantes organicos potencialmente toxicos (Justino et al.,2015; Lang et
al.,2016; Hassani et al.,2017; Jiao et al., 2017).
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Biosensor Analyte (OP) Biomolecule Mechanism
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Figura 4 Principales Biosensores y materiales biolégicos para la deteccion de
compuestos organofosforados- Clorpirifds. Se muestra los principales bioelementos de

reconocimiento biolégico descritos para clorpirifés. fuente: (Kaur - Prabhakar 2017).

Los principales atributos de los biosensores es su alta estabilidad,
especificidad para analitos toxicos, microcontaminantes, deteccidén rapida,
precision y reproducibilidad. Las principales ventajas es la posibilidad de
monitoreo in situ, de medir contaminantes en matrices ambientales con una
minima cantidad de volumenes de muestras, dar solucién a la carga analitica
y reducir los pretratamientos analiticos de las técnicas clasicas de deteccion
es importante sefalar que las moléculas de reconocimiento bioldgico juegan
un papel fundamental en el avance de biosensores (Bucur et al., 2018; Liu et
al., 2019; Wu et al., 2020).

Nanotecnologia

La terminologia “nano” abarca las técnicas de manipulacion de la materia a
escala atdbmica y molecular a tamafio de particula inferior a 100 nanémetros
(nm) y tiene con la finalidad potenciar las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas, en un marco cientifico interdisciplinario para desarrollar y manejar
los materiales a tamafio nanoescala con potenciales aplicaciones en la
industria, medicina, agricultura, medio ambiente y area militar (Ali Ma et al.,
2014).
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La nanotecnologia es una rama prioritaria en paises como China, y se
encuentra en la agenda de la Organizacion de Estados Americanos (OEA), la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE)
orientado, a politicas publicas, a saber, tratamiento de purificacion de agua
potable, medicina y energia en América Latina. En paises, como Chile hay
capitales dirigidos explicitamente a la nanotecnologia con alianza con
empresas privadas que generan start-ups y competitiva con otras disciplinas
cientificas (Foladori et al., 2013).

Nanomateriales

Los nanomateriales se han utilizado ampliamente para la construccién de
biosensores por sus excelentes propiedades fisicas y quimicas como la
electrénica, 6ptica, mecénica y térmicas. La propiedad que entrega la relacion
volumen/superficie, conductividad electrénica, excelentes propiedades
magnéticas y fisicoquimicas (Wang et al.,2010), los nanomateriales se pueden
asociar en distintas clasificaciones, pero una de las mas importantes es
atendiendo a su forma de sintesis, como la estrategia Top-Down que consiste
en la elaboracién de nanomateriales a partir de materiales de mayor escala
gue se va reduciendo hasta alcanzar la escala nanométrica y la estrategia
Bottom-Up que consiste en la construcciéon de estructuras (Mahmoud et al.,
2019).

Por lo general, los nanomateriales ampliamente descritos corresponden a los,
nanotubos (CNT), grafeno, puntos cuénticos (QD), polimeros conductores
(CP) y nanoparticulas metélicas (MNPSs). Estos cinco tipos de hanomateriales
son muy utilizados debido a sus caracteristicas como gran similitud para la
bioconjugacién, alta conductividad eléctrica, atractivas propiedades,
electrodpticas y fisicoquimicas. La particularidad implica que, al reducir el
tamafo de los materiales a escala nanomeétrica, aumenta la superficie de
contacto, lo que favorece las interaccion de los atomos y moléculas, facilitando
las fuerzas de atraccion y repulsidbn que provocan efectos superficiales,
electronicos y cuanticos, resaltan los comportamientos épticos, eléctricos y
magneéticos lo que involucra que con una pequefia cantidad de nanomaterial

se puede modificar y mejorar significativamente las propiedades de los
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materiales y ser mas reactivos quimicamente. (Acevedo et al.,2015; Li et al.,
2018).

Como transductores de sefiales analiticas se han utilizado diversos tipos de
nanomateriales como el oro (Au), plata (Ag), silice (Si), paladio (Pd),
nanotubos de carbono y grafeno (Chawla et al., 2018). Estas nanoestructuras
poseen propiedades quimicas y épticas Unicas, tales como autoensamblaje,
biocompatibilidad, resonancia del plasmon superficial (SPR), dispersién de luz
de resonancia (RLS) (Kumar et al.,2017). Estas propiedades Unicas permiten
una deteccion rapida de una variedad de compuestos y pequefios iones,
biomoléculas y microorganismos (Wu et al., 2017). Entre los nanomateriales,
las nanoparticulas de oro (AuNPSs) y las nanoparticulas de plata (AgNPs) se
encuentran entre las mas utilizadas para ensayos de deteccion colorimétrica
debido a su preparacion simple y modificacion de superficie, asi como
resonancia de plasmon superficial (Kelly et al., 2003; Liu et al., 2019; Phopin
et al., 2020). Se ha fijado considerable la atencién en los nanomateriales como
las AuNPs gue hace posible desarrollar formatos simples de bioensayos
colorimétrico (Su et al., 2003; saha et al., 2012; Kant, 2019).

Nanomateriales metalicos

Los nanomateriales metélicos son una clase de materiales funcionales con
caracteristicas Unicas propiedades fisicas y quimicas, que estan
estrechamente relacionadas con su tamafio, composicion, forma, estructura 'y

sus aplicaciones (Sozer y Kokini, 2009).

Las nanoparticulas metdlicas tienen un creciente avance en el desarrollo y
aplicaciones de biosensores en los ultimos afios. Debido a sus caracteristicas
particulares como gran area de superficie, alta transferencia de masa,
propiedades fisicoquimicas Unicas, biocompatibilidad y facil produccion
(Akbarzadeh et al., 2012; Reddy et al., 2012). Igualmente muestran
propiedades paramagnéticas por debajo de 50 nm tamario y el desemperio de
sus propiedades son excepcionales a tamafo entre los 10-20 nm (Netto et al.,
2013). En comparacibn con otras estrategias de biodeteccion los

nanomateriales metalicos tiene virtudes que incluyen sensibilidad mejorada,
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limite de deteccidn mas bajo, y analisis mas rapidos (Justino et al., 2013; Land
et al., 2017).

Ademas, los nanomateriales metélicos, especialmente las nanoparticulas de
oro (AuNPs), poseen un fendmeno caracteristico denominado resonancia de
plasmon superficial (SPR), en la que una oscilacidon 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
alteracion en el tamafo, la forma o la geometria de las particulas altera el
confinamiento especifico de los electrones que se refleja en el maximo de
absorcién y color de la solucién coloidal, en consecuencia una variable
importante para el uso de detecciones analiticas en tiempo real (Kelly et al.,
2003; Mayer et al., 2011:Saha et al., 2012; Unser et al., 2015;Propin et al.,
2020).

Nanoparticulas de Oro

Las AuNPs esféricas poseen propiedades Uutiles como las propiedades
optoelectronicas relacionadas con el tamafio, exhiben una gama de colores
(marrdén, naranja, rojo y morado) en solucion acuosa a medida que el tamafio
del ndcleo aumenta de 1 a 100 nm. Las nanoparticulas de oro (AuNPSs)
exhiben muchas capacidades predominantes, tales como alta
biocompatibilidad, estabilidad quimica, fuerte absorcion 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 extincién en la region visible. Estas propiedades han permitido
el amplio uso de AuNPs en biosensores Opticos y electroquimicos, ademas de
la combinacion de tecnologia de nanomateriales y elemento de
reconocimiento biolégico como los aptameros han abierto una nueva
alternativa para el monitoreo de pesticidas y determinacion cuantitativa
(Verdian et al., 2018).

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) presentan caracteristicas adsorcion,
elevada estabilidad quimica, estabilidad, que les permite funcionalizarse para
pruebas selectivas. Debido a su tamafio nanométrico, la funcionalizacién se

puede llevar a cabo a nivel casi molecular, lo que los hace adecuados para la
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deteccidn ultrasensible como principio de deteccion colorimétrico debido a su
resonancia de plasmon de superficie, y para la transmision de una respuesta
bioguimica (Saha et al.,, 2012; Wangoo et al., 2014). Otros aspectos
destacados incluyen forma Unica, y baja toxicidad (Yan et al., 2014).

Las AuNPs presentan una tendencia a agregarse o colisionar entre ellas, esta
oscilacion inherente de los coloides crea la necesidad de buscar técnicas
analiticas estabilizadoras para la superficie de las AUNPs como aminas, tioles,
etc., que implicita la propia funcionalizacion de la nanoparticula. La
estabilizacion puede ser electrostatica, estérica o electroestérico, que significa
la utilizacién de pequefias moléculas cargadas que cubren la superficie de la
NPs, generando una estabilizacion electrostatica y, por lo tanto, las
repulsiones originadas por las cargas de igual signos conservan a las
particulas separadas. La estabilizacidn mas comun 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 dispersion
para proporcionar a las NPs una fuerte repulsion electrostatica contra la
atraccion de van der Waals (saha et al., 2012; Chen et al., 2013; Contreras et
al., 2018).

Las AuNPs de tamafio 20 nm exhibe un color rojo-rosado que puede cambiar
a azul-parpura luego de la aglomeracion. EI cambio de color se puede
cuantificar mediante la medicion de la absorbancia ya que las AuNPs en
dispersion absorben luz en una longitud de onda en el rango de los 400 y 550
nm, con un pico maximo en una longitud de onda de ~520 nm, que puede
disminuir y cambiar en un rango de 600 a 700 nm con un pico caracteristico
en ~650 nm después de la aglomeracion. Por lo tanto, la relacién de absorcion
A650/A520 de las NPs se utiliza como indicador del grado de agregacion de
AuNPs. (Yousefi et al., 2019; Phopin et al., 2020).

El cambio de color de rojo a azul-purpura de las nanoparticulas de oro se
producen por la excitacion de los electrones libres en la superficie de NPs,
estas fuerzas intermoleculares (dipolos) que absorben en la region del
espectro UV-Vis alrededor de los 520 nm se visualiza de coloracién rojo, y

cuando se deslocalizan la resonancia del plasmon 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 absorcion y dispersion se desplacen debido a la formacién de agregados
(Maier, 2007;Amendola et al., 2017).

El estado de agregacion (aumento de su tamafio) de las nanoparticulas de oro
tiene un efecto sobre sus propiedades 6pticas que se observa cuando el pico
de la longitud de onda se desplaza hacia el rojo (~700 nm) por el incremento
en el diametro de las nanoparticulas, este efecto se utiliza para ensayos de
deteccion de residuos de contaminantes en matrices ambientales (Zhang et
al.,2010; Yeshchenko et al., 2012). A saber, se han desarrollado biosensores
electroquimicos 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 electroquimico para detectar
clorpirifés (Lin et al., 2021), Otras investigaciones han informado sintesis
(AuNPs) de diferentes tamafios que se manipulan como sustrato (SERS) para
la determinacion 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 Clorpirifos. Ademas, de
sensores colorimétricos (AuNPs) basados en el color de cambio, para la
deteccién de diversos contaminantes, incluido, clorpirifés (Liu et al., 2018; Liu
et al., 2020).

Importanciay aplicaciones de los aptameros

Los aptameros son oligonucledétidos cortos monocatenarios (ARN o ADN) de
20 a 100 nucleodtidos de longitud desarrollados a través del método de
evolucion sistematica de ligandos mediante el método de enriquecimiento
exponencial (SELEX) vy tiene la particularidad que puede unirse
selectivamente a sus objetivos con alta afinidad (Réthlisberger et al., 2018; Liu
et al., 2019). Los aptameros como elemento de reconocimiento biolégico
tienen varias ventajas sobre los anticuerpos, tales como alta especificidad,
bajo peso molecular, una amplia gama de objetivos, excelente estabilidad
quimica, facil sintesis y modificacion (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 deteccidon de residuos de plaguicidas.

Los aptdmeros podrian reconocer una amplia gama de contaminantes
alimentarios y ambientales, como iones de metales pesados, plaguicidas,
compuestos organicos persistentes (COPs), antibidticos, medicamentos,
células, toxinas y microcontaminantes emergentes como los PFOs (&cido
perfluorooctanosulfonico), debido a su estructura tridimensional Unica. La
seleccién in vitro de aptameros es relativamente econdémica y su seleccion
puede llevarse a cabo en unas pocas semanas, entre los otros beneficios de
los aptdmeros son la simplicidad y una amplia variedad de modificaciones
quimicas, que facilitan su aplicacién para la mediciébn de compuestos de
interés en matrices complejas unida a un elemento transductor. (Sadeghi et
al., 2018). Por tanto, las aplicaciones de aptameros siguen creciendo en los
diversos campos cientificos de la biodeteccion, diagndstico, terapias médicas,
seguridad alimentaria y seguimiento medioambiental (Wu et al., 2015; Zhang
et al., 2016; Li et al., 2016).

Los aptameros, como cualquier oligonucleétido natural, son propensos a
degradacion por nucleasas, y a la temperatura, pardmetros que pueden tener
un impacto negativo en la eficiencia de union aptameros-analitos (Matsunaga
et al., 2015).

Modificaciones quimicas de los aptameros

Una vez que se ha identificado las secuencias de aptameros, a través del
método SELEX se pueden incorporar modificaciones para disminuir las
deficiencias de los aptameros, esto se realiza por medio de modificaciones en
posiciones internas y/o en los extremos 3 'y 5' de oligonucleétidos, la
alteracion quimica de aptameros disminuye las deficiencias por degradacion
de nucleasas, la estabilidad térmica, union fuera del objetivo y otros problemas
de especificidad de aptameros, asi como mejorar la unidon a objetivos mas
especificos (Zhu et al., 2017;Ni et al., 2017; Réthlisberger et al., 2018).
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La funcionalizacion de AuNPs con oligonucleétidos tiolado, implica que la
ubicacion de un grupo tiol que se encuentra en la terminacion de un
oligonucledtido permite su anclaje en la superficie de la AUNPs a través de un
enlace covalente (Au-S), esta estrategia que involucra la funcionalizacion
quimica post-SELEX de los aptameros para biosensores se centra en
métodos que comprende la unidn covalente o adicion de grupos tiol 0 amino
en 3' 0 5 para el acoplamiento con las nanoparticulas de oro, puntos
cuanticos, oxido de grafeno, etc.(Wang et al., 2011; Matsunaga et al., 2015;
Nellore et al., 2015; Réthlisberger et al., 2018).

Para Clorpirifés se han reportado 3 aptameros 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 detecciéon de
clorpirifés 'y Jiao (2017) sefiala un aptasensor electroquimico
nanoestructurado para la deteccion altamente sensible de clorpirifés para
muestras reales enriquecidas con el analito de estudio y que corresponde
estructuralmente al aptdmero seleccionado en este trabajo (Fig.5) con

modificacion en su extremo (—SH).

Figura 5 Aptdmero especifico para Clorpirifés. Se muestra el aptasensor seleccionado
desde bibliografia 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 especifica
generada de reacciones que se miden por medio de un instrumento Optico o
visualizacion del color a simple vista. Una deteccion colorimétrica basada en
aptamero depende de la absorcion y desorcidon del aptamero de las
nanoparticulas de oro (AuNPs) en ausencia y presencia del objetivo
respectivamente, en la Fig.6 se describe un esquema de un aptasensor
compuesto por nanoparticulas de oro y aptdmero para clorpirifés en presencia
y ausencia del plaguicida. Los aptameros se absorben en la superficie de las
AuNPs, en cambio en presencia del objetivo los aptdmeros formar complejos
con el analito o los analitos objetivos, en presencia de un agente revelador
(NaCl) de agregacion y desagregacion que neutraliza la carga negativa de la
superficie de las nanoparticulas de oro causando la agregacion (Citartan et
al., 2019). Los métodos colorimétricos se han aplicado ampliamente para la
deteccién de contaminantes como los plaguicidas en los alimentos y el medio
ambiente debido a sus excelentes cualidades fisicas y quimicas, incluida la
preparacién simple, de bajo costo y de los resultados a simple vista (Liu et al.,
2022).

\/ \

% O + ® NaCl O & 0
/
_~ Aptamer ~ chlorpyrifos (Chl) ® AuNPs

Figura 6 Representacién de un aptasensor colorimétrico para la deteccion de
Clorpirifés. Se describe el proceso de agregacién de las nanoparticulas de oro en presencia
y ausencia de Clorpirifés. Reportado por Lei (2012).
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Los factores para considerar para desarrollar aptasensores colorimétricos
basados en nanoparticulas son los cambios conformacionales, las
propiedades de dislocacion de los aptameros unido al pesticida, la actividad
de estabilizacion de los aptameros hacia las NPs y por ultimo el cambio de
color de NPs (Phopin et al., 2020).

En ausencia de pesticidas, los aptdmeros actian como un estabilizador para
evitar la agregacion de AuNPs por el mecanismo electroestérico. Su
naturaleza monocatenaria hace que los aptameros se comporten en una
estructura de espiral aleatoria, lo que permite que sus nucleobases exhibidas
interactlen 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 combinacion e interaccion de nanoparticulas de Oro
(AuNPs) con aptdmeros y el control de los factores a considerar en su
desarrollo permite disefiar las condiciones analiticas para un aptasensor

colorimétrico especifico.

Es conveniente sefialar que en Chile la contaminacién por plaguicidas es una
problematica actual de gran importancia por sus efectos en salud publica,
ademas sefalar que los métodos analiticos existentes son insuficientes y
costosos para analizar estos compuestos en terreno. En este contexto, es
ambicionado encontrar alternativas analiticas y tecnoldgicas que permita
descentralizar el analisis de plaguicidas en el pais y el nanoaptasensor

basado en AuNPs es una opcion potencialmente valida.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

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

su metabolito clorpirifés oxén en muestras de aguas medio ambientales.
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Objetivo General

Determinar la capacidad de diferenciacion de un Nanoaptasensor basado en
nanoparticulas de Oroy aptamero especifico para Clorpirifds entre el pesticida

Clorpirifés (CP) y su metabolito oxén (CPO).

Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar Nanoaptasensor (NAS) para la deteccion de
Clorpirifés.

Establecer los parametros analiticos del (NAS) para Clorpirifos en matrices

acuosas.

Comparar limites de deteccion y cuantificacion del Nanoaptasensor para
Clorpirifés y clorpirifés oxon con el método tradicional de cromatografia liquida
(HPLC).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOLOGIAS

El presente capitulo detalla la evaluacion de la degradacion de Clorpirifos en
agua expuesta a luz solar a través de HPLC-DAD, la sintesis y caracterizacion
de las AuNPs, la determinacion de la concentracion de las AuNPs,
funcionalizacion de nanoparticulas de oro, los parametros de funcionalizacién
para el NAS, a diferentes valores de pH, concentraciones de Clorpirifés,
concentracion de reactivo revelador, evaluacion del reconocimiento del CP por

el aptamero.

1. Evaluacion de la degradacion de Clorpirifés en agua.

Tabla 3. Reactivos, equipos y software para la evaluacion de la degradacién

de Clorpirifés en agua.

reactivos Equipos software
- Estandar de Clorpirifoés -Agitador Vortex, modelo MX- . -Microsoft ® Excel 2010
- Agua nanopura (18MQ) S- - GraphPad Prism ® 8.1
- Agua nanopura libre de nucleasas . LABRECH-
-papel indicador pH - Espectrofotébmetro para
- Acetonitrilo microplacas UV-Visible
- Metanol Epoch. (BIOTEK Instruments)

HPLC Agilent modelo 1100
series detector DAD-FLD

columna C18

Para evaluar la degradacion del clorpirifos en agua, se prepara una solucion
de concentracion de 800 ppb (partes por billon) del plaguicida bajo campana
de extraccion, se utiliza agua nanopura como disolvente y se expuso por 21
dias a temperatura ambiente en dependencias del laboratorio en viales
cerrados para evitar perdida por fugacidad. Posterior al tiempo de exposicion

se llevaron los viales al departamento de cromatografia de la Facultad de
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Ciencias de la Universidad Catélica de la Santisima Concepcion para su
analisis por HPLC-DAD marca Agilent modelo 1100. Se empleo la
metodologia de identificacion y deteccion utilizada en experiencias analiticas
anteriores. Las Condiciones de trabajo fueron las siguientes: se acondicioné
una columna Zorbax eclipse plus C18 4.5 x 150 mm x 5 pm marca Agilent,
como fase estacionaria y como fase movil se establecio la relacion metanol:
agua 85:15 v/v, a 1ml/min, se inyecto 20 uL de la solucion de CP y detector
DAD a una longitud de onda de 230 nm segun espectro y tiempo de retencion
del estandar de clorpirifés de >98,8 % de pureza marca Sigma-Aldrich (Sankar
et al., 2020).

2. Sintesis y Caracterizacion AuNPs

Tabla 4 Reactivos, equipos y software para sintesis y caracterizacion de

nanoparticulas de oro (AuUNPS).

reactivos Equipos software

- HAUCI4x3H20 -Termo bloque (Select -Microsoft ® Excel 2010
-CeéHsNa307 x 2H20 BioProducts - Mendeley ®
-CsHsNazO7 x 2H20 - Refrigerador (Electrolux, - Gene5®
-NaOH ERDG195YSKW) - GraphPad Prism ® 8.1
-Agua nanopura (18MQ) - Centrifuga (HERMLE 7400K)
- Papel indicador de pH - Termobloque (Select
Resina Sephadex G-25 BioProducts)
- Fosfato de sodio dibasico -Termociclador EPPENDORF
-(NazHPO.) - Microcentrifuga (Hettich,
- Bifosfato de sodio (NaH2PO4) mikro 200r)
- Ditiotreitol (DDT) -Agitador Vortex, modelo MX-
- Solucién de Clorpirifos S-
- Agua nanopura (18MQ) LABRECH-
- Agua nanopura libre de nucleasas | -Agitador orbital (Barnstead
- NaCl Max Qmini 4000)
- Citrato de sodio tribasico - Vortex Shaker (Benchmark

dihidratado (CsHsNazO7x2H20) Benchmixer)
- Borato (Na2B407x10H20) - Espectrofotémetro para
-Aptdmero comercial (Integrated | microplacas UV-Visible

DNA Technologies, USA) Epoch. (BIOTEK Instruments)
-Buffer Fosfato

-Balanza analitica MRC-ASB-
220-C2-V2

-PBS 7,4
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e ——————
-Centrifuga microtubos marca

BOECO GERMANY-M-24
-Campana extractora de gases
LABTECH (FUME HOOD)

-pH metro modelo HI9321pH
(HANNA instruments)

La sintesis de las AuNPs fue realizada por el método de reduccion por
citrato (Turkevich / Frens), a partir de una solucion acuosa 1 mM de HAuCls
de color amarillo caracteristico y solucion de NasCeHsO7 de concentracion
38,8 mM, se prepar6 en proporcion v/iv 10:1 respectivamente siguiendo el
procedimiento habitual validado en el Laboratorio de Nanobiotecnologia.
Posteriormente las soluciones de sintesis de AUNPs fueron calentadas a 95°C
por 30 min y la solucion se ajust6 a pH 8 utilizando NaOH (Hidroxido de sodio)
se guarda a 4°C en ausencia de luz hasta su utilizacion. Los AuNPs
sintetizados se caracterizaron usando un espectrofotometro UV-Vis para
evidenciar la existencia de la banda de resonancia de plasmoén superficial
(SPR) (Lei et al., 2012; Mbambo et al., 2019; Gutiérrez et al., 2020).

La caracterizacion de las AuNPs se realiz6 a la longitud de onda entre los 400-
800 nm (UV-Vis), se mide la absorbancia de la solucién coloidal y se identificd
la banda de resonancia de plasmon superficial (SPR) caracteristica de la
sintesis de las nanoparticulas de tamafio 20 nm y se establecidé la
concentracion de las AuNPs. Parametros importantes para la correcta

funcionalizacion del nanoaptasensor.

Determinacién de la concentracion de AuNPs

El procesamiento de datos para el calculo de concentracién se basé en la
ecuacion de Lambert- Beer y coeficiente de extincion molar (€) 2,01x108 de
las AuNPs (Liu et al.,2007) ldentificada la absorbancia maxima a los 520 nm,
el célculo de la concentracion de las AuNPs se obtiene utilizando la expresién

matematica de la ley de Lambert-Beer.
Abs. 520 = C x € x d (ecuacion 1)

Donde:
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Abs.s20 = Corresponde a la absorbancia maxima de las AuNPs obtenida del

equipo.
C= corresponde a la concentracién de las AuNPs.
€ = coeficiente de extincién molar 2,01x108.

d= Longitud del paso Optico que contiene la muestra, donde se utilizé 150 uL

corresponde de paso o6ptico 0,45 cm.

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

concentracion de AuNPs.

3. Funcionalizacion de AuNPs

Para la funcionalizacién de las nanoparticulas de Oro (AuUNPSs) se utilizé un
aptamero comercial especifico para clorpirifés.
(5"CCTGCCACGCTCCGCAAGCTTAGGGTTACGCCTGCAGCGATTCTTGA
TCGCGCTGCTGGTAAGCTTGGTTGGCACCCGCATCGT3 modificado-SH)

(Jao et al., 2017) Adquirido en IDT (Integrated DNA Technologies, USA). Se
reconstituyé utilizando agua nanopura libre de nucleasas, y se prepard a una

concentracion de trabajo de 100uM.

Luego de la reconstitucion del aptamero, se realizé la reduccion del grupo
disulfuro a tiol de estructura general R-S-S-R' a -SH por medio de una columna
cromatografica utilizando como fase estacionaria resina Sephadex G-25 de

tamafo de particula entre los 20-80 micrones.
Procedimiento de reduccién del grupo disulfuro a tiol (Hill & Mirkin, 2006):

a) Se prepara un volumen de 100 pL de solucién de Ditiotreitol (DTT) 0,1
M en buffer de clivaje (NazHPO4 y NaH2PO4) a pH 8,0.

b) En un tubo tipo eppendorf de volumen 1,5 mL se adiciond, 50uL
aptamero tiolado, adquirido en IDT a la forma de disulfuro.

c) Se agregl 60ul de solucion de Ditiotreitol 0,1 M a la cantidad de
aptamero, en una relacion de 5 nmol de aptamero por 100 uL de buffer

de clivaje.
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d) Se mezclo y dej6é en un lugar seguro en el laboratorio para facilitar la
reaccion sin agitacion durante 2 a 3 horas en oscuridad a temperatura

ambiente.

Procedimiento de purificacion de los aptameros a través de cromatografia 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
(0,5uL) y se cierra la llave de paso y descartar el volumen inicial eluido.

d) Se agrega la mezcla aptamero-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 elucién de 26 ml de agua nanopura libre de
nucleasas de forma gradual y pausada para evitar generacion 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 L, en tubos

eppendorf previamente enumerados en orden creciente.

4. Determinacién de parametros analiticos para el aptasensor

especifico para la deteccion cuantitativa de clorpirifés.

Tabla 5 Reactivos, equipos y software para la determinacion de parametros

analiticos para el aptasensor especifico de deteccién cuantitativa del

clorpirifés.

Reactivos Equipos software
-AuNPs funcionalizadas con - Refrigerador (Electrolux, -Microsoft ® Excel 2010
aptamero ERDG195YSKW) -Gene5®
- estandar de Clorpirifés - Termobloque (Select - GraphPad Prism ® 8.1
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-
- Agua nanopura (18MQ) BioProducts) -programa TEK3

- Agua nanopura libre de nucleasas | -Agitador Vortex, modelo MX-

-NaCl1M;1,5M;2M;3 M S-

--PBS 7,4 LABRECH-

-papel indicador de pH -Agitador orbital (Barnstead
-Acetonitrilo Max Qmini 4000)

-Nanoaptasensor 1:10 - Vortex Shaker (Benchmark

-Nanoaptasensor 1:20 Benchmixer)

- NaCl 1M,1,5 M,2 M,3M - Espectrofotémetro para
-Sodio Citrato 2-Hidrato microplacas UV-Visible
-(NaszCeHsO7x2H20) Epoch. (BIOTEK Instruments)
-(NaOH)

-Acido clorhidrico

-Acido cloroadrico (HAUCI4)
-Ditiotreitol (DTT)

-Fosfato de disédio (NazHPOa)
-Bifosfato de sodio (NaH2PQOa4)
-Cloruro de potasio (KCI)
-Fosfato monopotasico (KH2POa)

Como parametros bioanaliticos se determinaron la proporcion molar AuNPs-
Aptameros (NAS), la concentracion del revelador y el pH de la reaccion, para
determinar los pardmetros Optimos de trabajo y condiciones de la sefial

colorimétrica producida por el NAS en la deteccién del plaguicida clorpirifos.

Soluciones utilizadas para el funcionamiento del NAS. Los NAS se prepararon
a pH final 6,5;7,1;7,4 utilizando una solucion Buffer de fosfato (PBS) a una

concentraciéon de 0,1M.

Para cada ensayo de deteccion de clorpirifds, se utilizaron microplacas de 96

pocillos y el siguiente procedimiento:

e Agregar 200 pL de solucion estandar de clorpirifés a distintas
concentraciones ( 0 a 200 ppb).

e Agregar 100 pL de los distintos NAS (1:10 o 1:20), activados
previamente por incubacion a 80°C por 10 minutos y posterior
enfriamiento a temperatura ambiente (RT).

e Incubacion a 80°C por 10 min y posterior enfriamiento a RT por 20

minutos.
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e Se agregaron 60 pl de solucion de NaCl a distintas concentraciones,
dependiendo del analisis, como agente revelador a cada pocillo y se

dejé incubando por 30 minutos a RT.

Finalmente, el seguimiento del proceso de agregacion se realiza mediante
mediciones de espectros de absorbancia utilizando espectrofotdmetro para
microplacas (EPOCH), siguiendo la agregacion como la proporcion entre los
picos entre 520 nmy 620 nm (A620/A520).

5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos por espectrofotometria UV/Vis se muestran con el error
estdndar + promedio de los ensayos independientes. La significancia
estadistica se establece en el intervalo de confianza del 95% mediante y test
de Mann-Whitney para datos no paramétricos y comparacion de los grupos
GraphPad Prism 8.1.
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Capitulo 4

RESULTADOS

La persistencia de clorpirifos en el medio ambiente depende de la eficiencia
de los procesos de degradacion naturales como biodegradacion,
fotodegradacion e hidrélisis, (Cevoski et al., 2008; Zhang et al., 2016: Hong et
al., 2017). El objetivo de estudio es la deteccion de CP en matrices acuosas.
Se realiza inicialmente un ensayo analitico para evaluar el tiempo de vida
media de clorpirifés en agua como variable a considerar para una deteccion
efectiva del plaguicida en muestras medio ambientales de aguas superficiales.

Para ello utilizo las técnicas clasicas de deteccion analitica.

1. Evaluacién de la degradacion del Clorpirifés en agua bajo

condiciones experimentales de laboratorio.

Un estudio realizado por Hossain et al, mostré6 que CP en agua destilada
expuesta a la luz solar se degrada y disminuye su concentracion en un 57.5%
al cabo de 12 dias (Hossain et al., 2013). Para seguir esta degradacion,
solucién de 800 ppb de clorpirifés en agua nanopura fue expuesta por un
periodo de 21 dias a luz solar natural. La solucion fue caracterizada utilizando
Cromatografia Liquida con detector de Diodo y el cambio de concentracién
fue seguido por HPLC con detector UV. En la figura 7 se muestra el patrén
tipico de absorbancia espectral para una solucién de clorpirifds, se visualizan
3 maximos de absorcién que indica la influencia del doble enlace conjugado
incluido en la estructura de clorpirifés absorbié luz a 208 nm, 230 nm y 290
nm (Makino et al., 2009).
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Figura 7. Espectro de absorbancia de clorpirifés. Se muestra el espectro de absorbancia
de Clorpirifés obtenidos por HPLC/DAD. Se observan los 3 picos de absorbancia a 208 nm,
230 nm y 290 nm tipicos de Clorpirifés (Makino et al., 2009; Mufioz et al.,2014). Se muestra
el resultado de una medicién (n=1).

Para evaluar la degradacion del Clorpirifés disuelto en agua, se preparé 800
ppb de CP y se midié la absorbancia espectral UV para identificar sus
caracteristicas opticas, de acuerdo con los valores informados por Makino et
al., 2009. Se realizo una lectura a traves de HPLC/DAD, se muestra en la
figura 8 el seguimiento de la sefial de absorbancia para 800 ppb clorpirifos
muestra un tiempo de retencion del método de 5,390 min. Estos resultados

expresan la identificacion del plaguicida disuelto en agua por HPLC-DAD.
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Figura 8.Cromatograma de absorcién para Clorpirifés. Se muestra el cromatograma
obtenido por HPLC con detector de Diodo, para una soluciéon de 800 ppb de clorpirifés en
agua. Se observa la aparicion de sefial de clorpirifés a un tiempo de retencién 5,390 min con

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

Con el objetivo de realizar un seguimiento de la capacidad de degradacion
para CP disuelto en agua luego del tiempo de exposicibn de 21 dias a
temperatura ambiente, completamente cerrado expuesto a la radiacién solar
se realizo la lectura a través de HPLC/DAD. Para el Cromatograma de
absorcion para Clorpirifés incubados 21 dias (Figura 9) se observo la
desaparicion de la sefial asociada a clorpirifés, lo que sugiere la degradacién

de clorpirifés, tal como fue publicado anteriormente (Hossain et al., 2013).
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Figura 9. Cromatograma de absorcién para Clorpirifds incubados 21 dias. Se muestra el
cromatograma obtenido por HPLC con detector de Diodo, para solucion de 800 ppb de
clorpirifés en agua (Figura 8) incubada durante 21 dias a temperatura ambiente y sin
proteccion de la luz solar. Se observa la desaparicion de la sefal asociada a clorpirifés

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

Sintetizar y caracterizar Nanoaptasensor (NAS) para la deteccion de
Clorpirifés

1. Sintesis de AuNPs

Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de Turkevich. El espectro
obtenido muestra el maximo de absorcion a una longitud de onda de 520 nm
caracteristico de nanoparticulas de oro de entre 15 y 20 nm (Turkevich et
al.,1951; Zhao et al., 2013; Contreras et al., 2018). La determinacion de la
concentracion de AuNPs se basa en la ley de Beer-Lambert, utilizando un

coeficiente de extincion (g) de 2,01 x 108 M~ cm™, corresponde C aunps =
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20,001 nM determinada mediante espectroscopia UV-Vis (Maye et al.,2003;
Contreras et al.,2018).

0.7=
0.6-
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0.3= 520 nm
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0.1+
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Figura 10. Espectro de absorcion de solucion de AuNPs. Se muestra la banda de
resonancia de plasmoén superficial de las AuNPs asociadas al pico de absorbancia
caracteristicos NPs a los 520 nm que corresponde al didmetro de nanoparticulas de tamafio

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

Posteriormente, la sintesis de los NASs se realiz6 la determinacién de los

pardmetros analiticos de las AUNPs sintetizadas.

Determinacion de parametros analiticos de funcionalizacion de AuNPs.

1. Determinacion de biosensores de diferente proporcionalidad

nmolar de AuNPs/ aptamero para la deteccién de clorpirifés

Se prepara inicialmente dos aptasensores con distinta proporcion nmolar de
aptamero y nanoparticulas identificados como aptasensor 1:10 y aptasensor
1:20. De acuerdo con condiciones experimentales previamente validadas en

el laboratorio nanobiotecnologia.
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Figura 11. Espectro de Absorbancia de soluciones de AuNPs funcionalizadas con 2
proporciones de aptdmeros. Se muestra el espectro de distintas soluciones de AuNPs
unidas a 2 diferentes proporciones de aptdmeros, donde se destaca que las proporciones
nmolar AuNPs/aptamero de clorpirifés mantienen el pico de 520 nm caracteristicos de AUNPS.

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

En la Figura 11 para las dos proporciones de aptamero el ensayo sugiere una
funcionalizacion positiva de las AuNPs obtenida a través de
espectrofotometria para el rango de longitud de onda entre 400-800 nm, se
advierten ligeras variaciones en la absorbancia méxima, sin embargo, se
mantiene el pico de absorbancia maximo 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 sefial. También se muestra en el grafico
que el aptasensor 1:10 se solapa con las AuNPs sin funcionalizar y no se

observa una desviacion en la banda SPR entre ellos.

En la Figura 12, se observd que la presencia de clorpirifés no afectaria la
agregacion de NAS 1:10, incluso a concentraciones de 200 ppb (6,7 veces
sobre el LMR). Al analizar la agregacion de NAS en presencia de sélo el
revelador 1M (Figura 12 B), tampoco es posible observar variacion en el
espectro asociado a la agregacion Ae20/As20 (Contreras et al., 2018; Diaz-
Garcia et al., 2022). Esto sugeriria la necesidad de utilizar una mayor
concentracion de NacCl, para propiciar el proceso de agregacion de los NAS
1:10.
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Figura 12. Determinacion de Clorpirifds utilizando NAS 1:10. NAS 1:10 fueron incubados
con distintas concentraciones de clorpirifds utilizando como agente revelador NaCl 1M. (A)
Espectros de absorcion de NAS 1:10. (B) Comparacion de las relaciones de absorcién Aszo
IAs20 ante la variacion de concentraciones de Clorpirifés. Se muestra el resultado de una

medicion (n=1).
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Figura 13 Determinacion de agregacion de NAS 1:10. NAS 1:10 fue incubado en presencia
y ausencia de 1M de NaCl por 30 min. Recuadro interno muestra la proporcion Aszo/As2o de

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

En la Figura 13 se observo 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 i6nica. En el cuadro interno la relacion Aszo/Aszo para el
NAS 1:10 en presencia de 1M de NaCl incubado por 30 min. indicaria que la
relacion de los picos caracteristicos para las AUNPs no presenta un cambio
entre los tratamientos con sal y sin sal (0,34 y 0,37) respectivamente, la
concentracion de NacCl utilizada corresponde a la propuesta por Mehrdel et
al., 2017; Contreras et al., 2018.

Analogamente, se muestra en la Figura 14 los espectros de absorcion de NAS
1:20 en presencia de distintas concentraciones de Clorpirifés. Se observé la
agregacion inducida por NaCl a una concentracion de 1 M para el NAS 1:20,
en presencia de 200, 100 ppb de clorpirifés no cambia su sefal de agregacion
en comparacion al cero (0 ppb). Esto sugeriria que esta proporcién no seria
reactiva a la presencia de clorpirifés comparada con las concentraciones entre

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

pardmetros para mejorar el proceso de deteccion.
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Figura 14. Determinacion de Clorpirifés utilizando NAS 1:20. NAS 1:20 fueron incubados
con distintas concentraciones de clorpirifds utilizando como agente revelador NaCl 1M. (A)
Espectros de absorcion de NAS 1:20. (B) Comparacion de las relaciones de absorcion Asz2o
/As20 ante la variacion de concentraciones de Clorpirifés. Se muestra el resultado de una

medicion (n=1).
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Figura 15. Determinacion de agregacion de NAS 1:20. NAS 1:20 fue incubado en presencia
y ausencia de 1M de NaCl por 30 min. Recuadro interno muestra la proporcién A620/520 de

ambas mediciones. Se muestra el resultado de una medicion (n=1).
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En la Figura 15 se observé que la presencia de clorpirifos afecta la agregacion
de NAS 1:20, Esto indicaria que una concentracion de 1 M NaCl, es capaz de
provocar la agregacion de las AuNPs. En el recuadro interno de evaluacion
de la relacion As20/As20 para el NAS en presencia de NaCl y para el NAS en
ausencia de NaCl, se evidencia un cambio de tamafo, 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-Garcia et al., 2022 para monitorear el proceso

de agregacion.

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

revelador, puede afectar el proceso de reconocimiento.

2. Determinacion de los parametros de funcionamiento del

aptasensor: NaCl

Para determinar los pardmetros de funcionamiento de los nanoaptasensor
1:10 y 1:20 fueron expuestos a distintos de concentracion NaCl. A partir de
los resultados preliminares de funcionalizacion se establece la concentracion
Optima de trabajo. Se observé que, a mayor concentracion de sal, mayor es
la agregacion y los cambios en la banda de absorbancia caracteristica de
AuNPs.
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Figura 16. Determinacion de efecto de la concentracion del revelador en la capacidad
de deteccion de NAS 1:10. Se muestra los espectros de absorbancia del NAS 1:10 para
diferentes concentraciones de sal y concentraciones de clorpirifés en el rango de los 0 ppb-
200 ppb. Se muestra el seguimiento 6ptico inducido por la adicién de concentraciones Molares

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

En la Figura 16 se evalud la reactividad del NAS 1:10 en presencia de
Clorpirifés entre los 0 ppb — 200 ppb. Se midié el cambio del pico del plasmén
de resonancia para 4 concentraciones molares de NaCl. Al adicionar 1 M de
NaCl no se evidencia el proceso de agregacion, en cambio al afadir 1,5 M, 2
My 3 M de NaCl a la solucién (NAS+CP) se observd un cambio éptico a
longitudes de ondas mas largas (~ 650 nm) por el aumento de la fuerza iénica
en el medio. Los resultados indican que el NAS 1:10 es sensible a la presencia
de clorpirifés a diferentes a concentraciones, pero a condiciones mayores a
1M de NaCl.
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Figura 17. Representacion de la relacion A620/A520 de las NAS 1:10. Se muestra la
relacion As20/As20 para la identificacién y evaluacion del comportamiento Gptico con respecto

a las concentraciones de clorpirifés. Se muestra el resultado de una medicion (n=1).

En la Figura 17 se analizaron las relaciones As20/As20 para el NAS 1:10 para
cuatro concentraciones molares de NaCl, los valores de cada medicién en
presencia de CP se calcularon restando el valor del NAS en ausencia de
Clorpirifés (0 ppb) y se expresa utilizando razéon Fold 620/520 (clorpiritss/ control),
los resultados sugieren que el NAS 1:10 no es sensible a la presencia de
clorpirifés en el rango entre 0,78-200 ppb, mas alun no es posible discriminar

un estado de agregacion para el NAS en presencia y ausencia de Clorpirifés.
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Figura 18. Determinacién de efecto de la concentracion del NaCl en la capacidad de
detecciéon de NAS 1:20. Se muestra los espectros de absorbancia del NAS 1:20 para
diferentes concentraciones de sal y concentraciones de clorpirifés en el rango de los 0 ppb-

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

Se muestra en la Figura 18 el ensayo que evalué la reactividad del NAS 1:20
en presencia de clorpirifés para concentraciones entre 0 ppb — 200 ppb. Se
advierte que para concentraciones molares 1 M; 1,5 M; 2 My 3 M de NaCl se
observa cambios en el plasmén de resonancia superficial a medida que
aumenta la concentraciéon de clorpirifés. Los resultados sugieren que el NAS
1:20 es sensible a concentraciones de 0,78-200 ppb de clorpirifés, ademas es
posible identificar estados de agregacion entre 0 - 50 ppb de clorpirifés
después de agregar la solucién salina, en cambio tras la adicionde 2 My 3 M
de NaCl el NAS presenta reactividad para clorpirifés sin evidenciar una sefial
diferenciable con respecto a las concentraciones crecientes de Clorpirifds, sin
embargo para los ensayos de adicién 1,5 M de NaCl se observé la mejor

condiciones analiticas de reactividad del NAS ante la presencia de clorpirifos.
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Figura 19. Determinacion de la relaciéon A620/A520 de las NAS 1:20. Se muestra la
relacion As20/As20 para la identificacién y evaluacion del comportamiento Gptico con respecto

a las concentraciones de clorpirifés. Se muestra el resultado de una medicion (n=1).

En la Figura 19 se observo el comportamiento del NAS 1:20 a través del
seguimiento de la relacion Ae20/As20 con respecto a la concentracion
detectable para clorpirifés entre los 0,78-200 ppb por el aumento de la fuerza
iGnica, se indican los valores de cada medicion en presencia de CP calculadas
restando el valor de las mediciones en ausencia de Clorpirifos expresado
como Fold 620/520ciorpirifés/ control), 10S resultados sugieren la sensibilidad NAS
1:20 a la presencia de clorpirifés evidenciado por el proceso de agregacion
con respecto al cero y una tendencia con respecto a la concentracién, sin
embargo para concentraciones mayores a 50 ppb el NAS evitaria la
agregacion en condiciones de 1 M de sal, para la condicion experimental a 1,5
M de NaCl, el NAS mostré un sensibilidad a la presencia de clorpirifés dentro
del rango entre los 0,78- 200 ppb con respecto al NAS en ausencia de
clorpirifés. Para los ensayos de adicién de solucién salinaa 2y 3 M de NaCl
el NAS presenta reactividad, pero no selectiva en presencia y ausencia de

clorpirifés.
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Basado en los resultados obtenidos se continda utilizando como revelador
solucion de NaCl a concentracion 1,5 M. Posteriormente, se procedié a
evaluar el efecto del pH en la capacidad de deteccion de NAS 1:20 (Jiao et
al., 2017; Ehzari et al., 2022).

3. Determinacion de los parametros de funcionamiento del

aptasensor: pH

Se evalud los pardmetros quimicos para el correcto funcionamiento del
nanoaptasensor (NAS) para clorpirifds para el rango entre los 6,5 a 7,4 de pH

como parametro de funcionamiento.
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Figura 20. Efecto del pH en la deteccidn de clorpirifés por el NAS 1:20. Se muestra los
espectros de absorcién obtenidos para la deteccién de clorpirifés utilizando NAS 1:20 a pH
7,4 (A), 7,1(C) y 6,5 (E) junto con el procesamiento de datos por la relacion Ae2o/As2o (B, D'y
F, respectivamente), para el seguimiento de la agregacion de los NAS. Se muestra el

resultado de una medicién (n=1).
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Para determinar los parametros de funcionamiento del NAS 1:20. Se realizo
la deteccion de clorpirifés, variando el pH final de la mezcla de reaccion, tal

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

Los resultados de funcionamiento del NAS a pH 7,4 no se observé una
relacion entre los cambios Opticos y las diferentes concentraciones de
utilizadas de clorpirifés (Figura 20 A y B). Con respecto a la condicién de pH
7,1 tampoco se observé una relacion entre los cambios 6pticos y las diferentes
concentraciones de clorpirifés disuelto (Figura 20 C y D). Finalmente, los
resultados muestran un cambio de agregacion de las AuNPs inducida por
NaCl en presencia de Clorpirifés (Figura 20 E y F), observandose un aumento
en la sefial (As20/As20) de 1,6 veces con respecto al control.

En base a los resultados obtenidos se plantea continuar con los parametros
bioanaliticos para la deteccién de clorpirifés, NAS 1:20, a un pH final de 6.5y
solucién reveladora de NaCl 1,5 M.

Evaluacion del reconocimiento de clorpirifés por el aptamero

Utilizando los pardmetros establecidos para el funcionamiento de NAS1:20,
se realiz0 la deteccion de clorpirifés, buscando determinar si existe diferencias

estadisticas asociadas a la deteccion de clorpirifés.
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Figura 21. Deteccién colorimétrica de Clorpirifés en agua basada en la relacion
A620/A520. Se observa relacién de absorcién 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

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

En la figura 21 se observa la deteccion colorimétrica para clorpirifds disuelto
enaguaapH6,5y1,5M de NaCl a partir de la relacién de absorcién Aesz0/Aszo.
Los datos se analizaron mediante una prueba no paramétrica de Mann-
Whitney U. entre los grupos (concentraciones de clorpirifés). Los resultados
sugieren que el NAS es reactivo a clorpirifés y que tiene la capacidad de
detectar al plaguicida a partir una concentracion de 20 ppb, es decir, una

deteccidon menor a la ingesta diaria permisible (30 ppb) de clorpirifés en agua.
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Capitulo 5

DISCUSION

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 degradacion natural de dichos compuestos afectaria
el correcto reconocimiento por parte de los biosensores, influyendo en su uso

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

Clorpirifés es un plaguicida utilizado ampliamente en la agricultura, con
efectos tdxicos y cuya descarga al medio ambiente es importante monitorear
para ejercer acciones conducentes a la regulacion de su uso. Pero, los
factores ambientales favorecen la degradacion de CP y disipacion en el medio
ambiente, dificultando su trazabilidad y deteccién real en las diversas matrices
(Torres etal., 2021). Como ejemplo, Hossain y colaboradores (2013) indicaron
gue el porcentaje de fotodegradacion para CP en agua destilada fue de 33,5%

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

Por estos motivos este trabajo aborda de forma tedrica si la degradacion de
este compuesto interfiere en su deteccion utilizando nanobiosensores para
clorpirifés. Seguido de un estudio analitico para determinar los mejores
parametros de funcionamiento de un nanoaptasensor compuesto de AuNPs y
aptamero para detectar clorpirifés en agua y en futuras colaboraciones de
investigacion comparar su capacidad de deteccion utilizando clorpirifés y

clorpirifés oxon.

Se encuentran descritos biosensores para clorpirifds basados en distintos

elementos biolégico para el reconocimiento (Tabla 6)(Torres et al., 2021).
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Tabla 6 Revision de elementos de reconocimiento biologico para Clorpirifés

Elemento de Composicion del Mecanismo de Rango lineal Limite de Ref.
reconocimiento biosensor deteccidn Deteccion
Enzimas AgNPs Amperometria 1.0x1013- | 1,8x10% ppb [91]
1x103M

Enzimas MOF / enzima AChE | voltamperometria | 10- 100 ng 0,0060 ppb [92]
/AuNPs oro. amperometria /L.

Enzimas oxido de grafeno Amperometria 0.1-103pM | 3,5x10° [93]
oxido reducido 1.0-10°nM ppb
Circonio

Enzimas oxido grafeno Fotoelectroquimica | 1.0-1000 pg |1,.0-1000 ppb [91]
Reducido L1

Enzimas Grafeno puntos Fotoelectroquimica | 1.0-103 pg 0,3 ppb [94]
cudnticos CuFe;04 Lt
/magnético
nanocristales de
racimos

Enzimas Nanotubo de Voltametria 0.001- 50 1,0 ppb [95]
carbono de paredes pg L1
multiples
(MWCNTSs)

Enzimas NPs Oxido de zinc Voltametria 0.1-103pM | 1,752 x 103 [96]

ppb

Enzimas PB-modificado/SPE | Amperometria 0.5-2 ppb 0,5 ppb [97]
Co-ftalocianina 'y
electrodos
serigrafiados
modificados con
azul de Prusia (SPE)
Clorpirifos-metil
oxon*

Enzimas Electrodos de Amperometria - 0,1 ppb [98]
grafito*

Enzimas Sensor basado en Voltametria 1020-107 0,0554 ppb [99]
material M
compuesto de
nanoestructura de
carbono-quitosano

Enzimas Nanoparticulas Amperometria 0.25-10 pg 0,2 ppb [100]
Platino Lt

Enzimas El biosensor de Aplicacién movil 0.1-1.0 mg 65 ppb [101]
papel estd Androide y Lt
incrustado con analisis basado en
lipasa y palmitato PoC
de p-nitrofenol
(PNPP)

Anticuerpos BSA/anticlorpirifés Voltametria 0.1-1.0°ng | 0.046 ppb [102]
/AuUNPs/PANI/ mL1
MWCNTs/ CHIT/
GCE
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Anticuerpos biosensor Fluorescencia 1-50 ppb 1.0 ppb [7]
fluorescente
inmunocromatogra
fico (NPs)
Anticuerpos MWCNTs tionina Voltametria 0.1-10>ppb | 0.046 ppb [102]
quitosano DPV
Anticuerpos BSA- Amperometria 0.4-20 ng 22.6 ppb [84]
Ag/Pt/SiO2/HRP-Ab mL1
Anticuerpos QDs/ (cFLISA) Fluorescencia 15.2-205.5 8,4 ppb [103]
ng mL1
anticuerpos FET de grafeno Potencial eléctrico | 1,8 fM-100 | 6,3 x 107 ppb [104]
pM
ADN dsCT/DNA/ePPy/PV | Voltametria 0.0016- 1,6 ppb [105]
S/ITO 0.025 ppm
ADN dsCT/DNA Voltametria - 0,5 ppb [106]
atrapamiento
PANI/PVS/ITO
Reemplazo de CdTe/ QDs. Fluorescencia 0.1nM-10 ~0,035 [107]
Ligandos uM
- PATP / AuNPs voltametria - 115,69 ppb [108]
Aptameros Ag-NanoZyme Espectroscopia 35-210 ppm | 11300 ppb [109]
aptameros (QDs-AuNSs) Fluorescencia - 0,73 ppb [110]
Aptdmeros FC@MWCNTs/OMC | Voltametria 0.1-10° ng 0,033 ppb
/GCE mL1 [28]
Aptameros Nanocompuesto Voltametria 0.1a150ng | 0,07 ppb
CuO/ NFs-SWCNTSs. mL1 [88]
Células chpA/ ChpR/ Fluorescencia 25 - 500 - [111]
Escherichia coli nM
(FGE)/

Los elementos de reconocimiento bioldgico para Clorpirifés revisados

corresponde a las enzimas, anticuerpos, acido nucleico, aptdmeros y células

enteras. Siendo los aptameros los que presentarian importantes ventajas con

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

mayor especificidad, una mayor vida Gtil y resistencia a la desnaturacion.
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Tabla 7. Comparacion de técnicas para la deteccion de clorpirifés en matrices

ambientales

Aptameros Enzimas Células Anticuerpos Ref.
Vida util Vida util limitada. = Vida util Alta constante de [79]
prolongada. Respuesta rapida limitada. unién anticuerpo- [80]
Facil y variedad de Elevada analito. [81]
modificacion para  enzimas. actividad. Vida util limitada [34]
mejorar su Sensibilidad Respuesta Sensibilidad y [82]
funcionalidad. frente a lenta en selectividad
Mayor estabilidad  condiciones comparacion elevada.
en comparacion fisiologicas con las Dificultad para
con los elementos = Estabilidad enzimas. operar en medios
biolégicos. limitada por Baja acuosos.
Sintesis répida en = parametros sensibilidad. En ocasiones
comparacion con  fisicoquimicos. Especifico requiere marcaje.
los anticuerpos. Selectivo para para una clase Produccion in vivo
Especifico para una familia de de compuesto. vy se desnaturalizan
cada analito. compuestos.

Disponibilidad

comercial.

De los nanobiosensores descritos para CP se destaca el estudio publicado
este afio por Liu (Liu et al., 2022), el cual desarrollo un nanoaptasensor
colorimétrico el cual permite detectar clorpirifés en agua potable con un limite
de deteccién ~5 ppb. El mecanismo de deteccion se basa en recubrir las
AuNPs con aptameros especificos para CP mediante interacciones
electroestéticas. De esta manera, en presencia de CP los aptameros son
secuestrados de la superficie de la AuNPs dejando desprotegida a las NPs
favoreciendo la agregacion de estas en presencia de NaCl. Permitiendo asi
seguir la concentracién de CP a través la agregacion diferenciada de las

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

Si bien este es un mecanismo de deteccién ampliamente utilizado (Hua et al.,
2021), la utilizaciéon de union electroestéatica para la funcionalizacion puede
traer problemas de especificidad, dado a los diversos compuestos con carga

presente en matrices medio ambientales (Diaz-Garcia et al., 2022).

La funcionalizacion del nanoaptasensor propuesto en este trabajo esta
orientado a la union a la AuNPs y el aptamero a través de enlace covalente
que es un atributo analitico importante de estabilidad y que evita la

inespecificidad a causa de interferentes ambientales, organicos e inorganicos.
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Este trabajo de tesis plantea un nanoaptasensor colorimétrico basado en
AuNPs (0,08 nmoles) de tamafio 20 nm y aptamero (1,6 nmoles) especifico
para clorpirifés descrito por Jiao et al., 2017, a diferencia de otras
investigaciones el uso del grupo tiol de ssDNA (aptdmero) unidos
covalentemente a AuNPs (Au - S) proporciona una alta densidad superficial
para prevenir la agregacion inespecifica de las AuNPs ( Diaz- Garcia et al.,
2022), otro cambio importante en comparacién con otros estudios es la
preparacion de las soluciones de clorpirifds disueltas en agua nanopura a pH

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

Pardmetros analiticos de funcionalizacion de AuNPs.

Las condiciones de experimentacion son transcendentales para desarrollar un
aptasensor colorimétrico sensible, como la concentracion de NacCl, el tiempo
de incubacion entre CP y el aptdmero y el tiempo de incubacion de NaCl. A
diferencia de nuestro enfoque trabajos contemporaneos a la realizacién de
esta investigacion, Liu et al., 2022 establece parametros de funcionalizacion
para un aptasensor colorimétrico (AuNPs) para una concentracion de 0,07 M
(70 mmol/L) de NaCl, tiempos de incubacion entre el aptamero y las AUNPs
de 30 minutos y tiempo de incubacion optimo de NaCl de 15 minutos,
adicionalmente evalla la relacion Aeso/As2o e indicando todas las condiciones
se realizaron a temperatura ambiente y la utilizacion de nanoparticulas de

tamano 13 nm.

Los parametros de funcionamiento establecido en este trabajo se basan en
variacion inducidas en el medio por iones necesarios para provocar un cambio
en la fuerza idnica, estableciéndose como concentracion éptima de NaCl 1,5
M para provocar la agregaciéon de las AuNPs y un posterior cambio SPR como
resultado de la deteccion de clorpirifos. 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
comparacion con lo reportado por Liu et al., 2022 en este estudio se utilizé un
tiempo de incubacion luego de agregar NaCl de 30 minutos y un tiempo de
incubacion para AuNPs-aptamero de 10 minutos.
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En términos generales las condiciones Opticas para nanoaptasensor se
estiman sobre su efecto en la estabilidad de las AuNPs funcionalizadas con el
aptamero y se experimentan los factores que pueden interferir en el equilibrio
cinético del NAS para la deteccion del CP como la concentraciones o cargas
presentes en el sistema, disolvente utilizado, temperatura, pH, concentracion
de NaCl, concentraciones de CP que puedan provocar un cambio y una
correcta reactividad y o sensibilidad del NAS para la deteccion de Clorpirifés.
(Jiao et al.,2017; Liu et al., 2022).

Otro de los parametros de funcionamiento es el rol que cumple el pH en el
desarrollo de biosensores, porque las variaciones de pH alteran la afinidad de
unién y las repulsiones electroestéticas, 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 nanoparticulas (Singh et al., 2020).

Para los ensayos funcionalizacion de las AuNPs a pH 6,5 se observé una
disminucién de la intensidad de la banda caracteristica de las AUNPs originado
por la variacién de las condiciones del medio o de la fuerza ibnica y los
cambios SPR expresado como el desplazamiento de la banda de absorcién
de ~520 nm a ~620 nm cuantificable por espectrofotometria (Tyner et al.,
2011; Liu et al., 2013), comprobando un reconocimiento de clorpirifés por el

aptamero.

Entre los diversos biosensores basados en AuNPs, la biodeteccion
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 deteccion in situ, los cambios de colores rojo-azul caracteristico de las
AuNPs presentan un cambio espontaneo y directo del espectro de absorciéon
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 estadisticamente
el efecto y grado de cobertura de los aptameros sobre la superficie de AUNPs
y en consecuencia los sitios reactivos favorables para clorpirifos (Diaz-Garcia
et al., 2022).

Reconocimiento de clorpirifés por el aptamero

Los elementos de reconocimiento biolégico como los aptameros presentan
atributos sobresalientes frente a los anticuerpos, células y enzimas para
clorpirifés en términos de selectividad, reproducibilidad y estabilidad frente a
factores ambientales para el monitoreo y deteccién, sin embargo, aun es un
desafio analitico por explorar la selectividad de los aptdmeros para clorpirifos

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 util para la deteccion de clorpirifés a partir de los 20 ppb, pero no
permite una cuantificacion del plaguicida bajo condiciones de laboratorio
(Figura 21), por tanto el NAS permitiria entregar una respuesta analitica
rapida, y sencilla de deteccion de contaminantes ambientales como el

clorpirifos.

Simultandmente a los ensayos de funcionamiento establecidos se caracteriz
la vida util de ambos biosensores (Figura 22 y 23) ,por ejemplo, el NAS 1:20
a 21 dias de su preparacion se mantiene estable la longitud de onda max.
caracteristica de las AuNPs a los 520 nm lo que significaria la estabilidad de
las AuNPs, sin embargo, NAS 1:10 a 21 dias desde su preparacion pierde
estabilidad quimica, por tanto permite inferir que a mayor concentracion de

aptamero mayor es la estabilidad de las AuNPs.
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Capitulo 6

CONCLUSIONES

Se han descrito alrededor de 20 aptameros para plaguicidas y los
inconvenientes para detectar y cuantificar estos compuestos utilizando
elementos de reconocimiento biolégico se basa en que la mayoria de los
plaguicidas tienen una estructura molecular pequeiia, que dificulta su
deteccidon, también de diferenciar de otras moléculas de una misma familia
quimica y de otros compuestos de naturaleza inorganica y organica, ademas
algunos plaguicidas carecen de grupos funcionales para su inmovilizacion,
dificultando la capacidad de union de los aptameros potenciales, a través del
método SELEX (Phopin et al., 2020).

Se han evaluado los factores que repercuten en el proceso de agregacion
inducido por una sal (NaCl) y se ha comprobado que estd fuertemente
influenciado por la fuerza i6nica del medio y por la propia concentracion
AuNPs. También se ha reportado que conforme aumenta el tamafio de la
nanoparticula la estabilidad de la disolucion coloidal frente a la agregacion
inducida por sal decrece (Mehrdel et al., 2022).

Mediante la funcionalizacion de AUNPs con aptamero para Clorpirifds se logré
detectar, pero no cuantificar el plaguicida lo que significa un avance
importante desde el punto de vista de la deteccién colorimétrica in situ y
también desde el punto de vista analitico, es decir sensible para la deteccion
de CP.

El nanoaptasensor 1:20 es capaz de detectar a Clorpirifés, a rangos de
concentracion mayores a los reportados por el grupo de Liu, Zhang y Jiao, sin
embargo, representa un avance importante para el desarrollo de nuevas
tecnologias mas simples, de bajo costo y de mejor sensibilidad analitica con

respecto a los métodos clasicos de cromatografia.

Los objetivos especificos logrados en este trabajo es la sintesis y
caracterizacion del nanoaptasensor (NAS) para la deteccion de Clorpirifés y
establecer los parametros analiticos del (NAS) para Clorpirifos.
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Los objetivos especificos de reconstitucion de muestras ambientales para
comprobar el funcionamiento del nanoaptasensor en muestras reales y
andlisis comparativos con los métodos de cromatografia no fueron realizados

en esta tesis.

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

metabolitos no fue realiza en este trabajo de tesis.

Hay que sefalar que es importante continuar con este trabajo de investigacion
y verificar el funcionamiento del NAS desde el punto de vista estadistico,
ademas de confirmar si el aptamero tiene la capacidad de diferenciar a

clorpirifés entre sus homologos y metabolitos.

Se fundamenta en la necesidad de medir concentraciones a nivel traza de
moléculas activas o productos de degradacion en matrices complejas y
variables, de importancia en salud publica y analitica desde el punto de vista
de disminuir los tiempos de analisis y pretratamiento, sin embargo, adn 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 atencion esta puesta en
las técnicas de biosensores para la deteccién de CP y otros compuestos en
la generacion de protocolos estandarizados de andlisis y deteccion respecto

a los métodos clasicos.

La complejidad de deteccion de residuos para CP en muestras de aguas de
consumo Yy sus productos de transformacion es una de las limitaciones mas
importante para su identificacion ambiental y un desafio para la deteccion

colorimétrica del contaminante basado en AuNPs.

Finalmente, no todos los biosensores permiten detectar clorpirifés en las
concentraciones que se requiere en matrices acuosas y que permita su

caracterizacion de acuerdo con las normas internacionales vigentes.

RECOMENDACIONES

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

para la solucion coloidal de AuNPs funcionalizadas con aptamero especifico
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para clorpirifés descrito en bibliografia. En base a los resultados obtenidos es
necesario evaluar la relacion aptamero / AUNPs, parametro no estimado en
este trabajo de tesis, y que significa un pardmetro importante para la correcta
funcionalizacion del nanoaptasensor (NAS).

Realizar ensayos para la deteccion de los metabolitos de clorpirifés (TCP) en
agua, porque presenta mayor solubilidad con respecto al CP, y por tanto
representan mayor estabilidad ambiental para su deteccion.

Como el clorpirifés es considerado una sustancia quimica peligrosa sujeto a
regulaciones ambientales y presenta persistencia bajo ciertas condiciones que
favorecen su presencia en el medio ambiente, asi también bajo condiciones
quimicas y biologicas que favorecen su degradacién en un compuesto de gran
interés en la comunidad cientifica su deteccion, cuantificacién, estudio de
movilidad, degradacion en el medio ambiente, efectos adversos en el medio
ambiente y salud humana que se evidencia en los numerosos trabajos de

deteccidn 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 investigacion se estima colaborar y
participar en congresos con los ensayos utilizando el metabolito oxén bajo las
mismas condiciones realizadas para el compuesto precursor, con el fin de
evaluar la capacidad de las AuNPs funcionalizadas con aptdmero CP de

diferenciar entre ambos compuestos.
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1. Anexos

Tabla 8 Tabla. Propiedades fisicoquimicas del clorpirifés

Propiedades fisicas y quimicas del clorpirifés (de Yadav et al., 2016; Dar, et
al., 2019; Red de Accion en Plaguicidas y sus Alternativas de América Latina
(RAP-AL 2012) Adoptado y modificado.

Caracteristicas Valores

Nombre ISO Clorpirifos

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

N° registro CAS 2921-88-2

Formula quimica CoH11CIsNOsPS

Familia quimica Organofosforado

Peso molecular 350.6 g/mol

Presion de vapor 1.8 x 10-5 mm Hg at 25 °C

solubilidad 1.05 mg/l a 20°C
2mg/lla25°C

Coeficientes de particion Log Kow 4.96 - 5.11
Log Koc 3.78

Punto de Fusion 41,5-44 °C

Estabilidad Estable en el aire, No sensible a las radiaciones UV
Estable en soluciones débilmente cidas y neutras
Se hidrolizado por bases fuertes

Metabolitos principales 3,5,6-tricloro-2-piridinol, (TCP)
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3,5,6-tricloro-2-metoxipiridina (TMP)
Acido O-etil-O- (3,5,6-tricloro-2-piridoil) fosforotioico
(fosforotioato)

Clorpirifés oxon

Uso insecticida
Clasificacion toxicolégica Clase Il
Efectos agudos sobre organismos de agua y peces LCso 96 horas pez de agua dulce (Poecilia reticulata): 0.1 — 1,0 mg/I

producto muy toxico para organismos acuaticos

Compuesto de origen sintético

Ensayos realizados para reformar los conceptos de funcionalizacion de las

AuNPs con aptamero especifico para Clorpirifos.

Evaluaciéon de lavida media de los Biosensores

Con el objetivo de continuar con los ensayos de colorimetria para clorpirifos
utilizando los NAS 1:10y 1:20 se utiliza el criterio de estabilidad y/o vida media
de las AuNPs funcionalizadas con el aptdmero para clorpirifés bajo
condiciones de almacenaje, para ello se prepararon concentraciones de
clorpirifés y se mezclaron y fueron analizadas en un espectrofotometro para
Microplacas Epoch™ de BioTek. En la Figura 23y 24 se observa los espectros
de absorbancia para los nanoaptasensores (NAS) 1:10 y nanoaptasensor
(NAS) 1:20 luego de 21 dias almacenamiento desde su preparacion en

refrigerador a 5° C en el laboratorio de nanotecnologia.
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Figura 22. Espectro de absorbancia para el aptasensor 1:10 posterior a 21 dias desde
su preparacién. Se observa el espectro el comportamiento éptico del NAS 1:10 luego de 21
dias desde su preparacion para evaluar condiciones de estabilidad para continuar con los

ensayos de colorimetria en presencia de 20 ppb, 40 ppby 60 ppb. de Clorpirifos.

BS1:20 para 21 dias de almacenamiento

0.25-
= 20 ppb

—— 15ppb
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Figura 23. Espectro de absorbancia para el aptasensor 1:20 posterior a 21 dias desde
su preparacién. Se observa el espectro el comportamiento éptico del NAS 1:20 luego de 21

dias desde su preparacion para evaluar condiciones de estabilidad en presencia de 5 ppb, 15

ppb y 20 ppb. de Clorpirifés
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Resamen— El Clorpiifis (CP) o8 un pesticida amplisssente
uliliesdo, relacionado s diversos daion en saled y dade 2 su
ubicuidsd, su monitores ha adquirido relevancia pars oy aluar ¢l
estado y tasas de descarga sl modisambicnte. Por su parte, los
Tactores ambientales faverecen s degradacian de CF y dinipscion
en el medio ambicote, dificeltande su trazabilidad y deteccion
real en las diversas matrices. En la scouslidsd, o ow &
biosensores proporcions téonicss analiticas premetedoras pars Is
detecciba de diverses compucston de impertancia ambiental, pero
¢ desoomece si la degradacion natursl de dichos compeestos
afectaria o correcte recosecimicnto por parte de los bisscasores,
influyendo en su wsvo comee herramicnts de traeshilidad. E1
ebjctive princpal de esta revision o abeedar los recientes
avances de bisscaores para ls deteccidn de CP, sus desafios en la
deteccibn en mucstras resles asociados 2 I degradaciéa de oste
contamsinsnte v Jos spectos futuros sseciades al moniterco
ambicutsl de este pesticids reacionado con riesges pars ls salod.
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Abstract— Chlsrpyrifes (CF) is a widely used pesticide related
te various health hazards, and for its ubiguity, its meaitoring has
becsme redevsnt b assess the state and rates of emission te the
emvirenment. On the other hand, eavironmental Factors Bavor the
degradation of CP sad disdpation is the eavirenment, making it
difficalt to trace and detect it in the different matrices.
Nowadays, the wse of bioscnsees provides promsising sealytical
techuiques Sor the detection of various enviroassental importasce
compounds. However, it is unknown if the satural degradation of
these compounds weuld affect the corvect receguition by
hiosensors, inflocacing their wse as 2 traceability teol. The msin
objective of this review is 10 addros the recent advances in
biosensors for the detection of CP, its challenges in detecting the
real sample asvocistod with the degradation of this pollutast, and
the futwre aspects abeut with the envireamental monitoring of
this pesticide related 1o health risks.
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