o UNIVERSIDAD NACIONAL DE EDUCACION A DISTANCIA
B \ASTER UNIVERSITARIO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA QUIMICA

TRABAJO DE FIN DE MASTER
MODULO DE QUIMICA ANALITICA

BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA
DETERMINACION DE PESTICIDAS EN AGUAS

Autor/a: Silvia Royano Martinez

Tutor/a: Juan Carlos Bravo Yagie

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA
Junio de 2020



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

INDICE GENERAL

INDICE DE ABREVIATURAS .....ootieteeeteteee et es et sas st sss s s s sesassassenas ii
INDICE DE TABLAS ..ottt sttt st ss st s sessssae s aesassanes iv
INDICE DE FIGURAS ......ooeeeeeee ettt et sa st ss s s ssnasssssssasssssssasssssssnsansanas v
1. INTRODUGCCION.....ooiiiieeiceeeeeeee ettt s sas st ss st assssssssssssassasssassansnes 1
2. OBUJETIVOS ...ttt sttt b e sttt s e bt et s b et et et e st e st ebesaestenbe e 3
3. PESTICIDAS ...ttt st st b e bttt se bt et e e b e st et et et e st eneebesbenbentens 4
3.1. Pesticidas OrganoClOrados ...........coererierieieinieesiesesrestetetee ettt eae e nes 5
3.2. Pesticidas organofofOrados...........coeceeieiiceciiceeeceee et 6
T T 07 14 o =1 1 =1 (0 1TSS 8

G 3 © ] 10 13PTSRt 9
3.5.  Presencia de pestiCidas €N AQUAS ........cccccueerireriirierenieieieeeeseste e saens 10
4. BIOSENSORES........oooi ettt sttt st st st a e e ae e b e s tesbe st e se st eseeseeseesessensanes 12
4.1. Clasificacion de DIOSENSOIES .......ccccecivievieieieieeeese et sesnens 13
4.1.1. En funcion del sistema de reCoNOCIMIENTO .......cccovverveieieieieerese e 14
4.1.2. En funcion del sistema de tranSAUCCION ...........cccevvevieieieieinieesesieeeee e 15

4.2. BioSeNSOres eleCtrOqUIMICOS......c.ccovieeiiiieeiesiecee ettt st e s te et sreenae e eanas 16
4.2.1. BiosSensores amperOMELriCOS .....cccieieiireeiieiteeieste e erte e ere st eeste e besteeseesbesaeenes 16
4.2.2. BiosSensores PoteNCIOMELIICOS.......cucviiuiiieiieiteeiecteeieete ettt e s te e e besaeenes 17
4.2.3.  Biosensores CONAUCHIMETIICOS ......couuireirieirieirieirieesieteie et 19
4.3. Técnicas de inmovilizacion del sistema de reconocimiento biolégico..............c......... 19
4.4, TIPOS A€ CIECIIOUOS .....eeetieteetecteeec ettt et te et et e s be et e sbeese e besreensesreeanas 22
5. BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA DETERMINACION DE PESTICIDAS
EIN AGUAS ...ttt sttt ettt ettt st e st et et e st e st e st e st e s e e be e b e ste s e st e st eneeneeneeseeaeseeean 26
5.1. BIOSENSOreS CAAlItICOS ....cvecueiiiciiciitieee ettt st st e et s te et e s beeaesteennens 27
5.2. BioSensores de afinidad..........ccooeeiiiiieieieceecece ettt et st st s be e steennens 36
6. CONCLUSIONES. .......ccot ittt sttt s beste st e stense s e e eneeseesessensan 47
7. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt s e se b e ste s b e stese e eneeseeseeaeseensan 48
i

Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

INDICE DE ABREVIATURAS

2.4-D — Acido 2,4- diclorofenoxiacético

3DG — Estructura 3D de grafito

AChE- Enzima Acetilcolinesterasa

AgNW — Nanofibras de plata

AuUNP — Nanopatrticulas de oro

Au-SPE - Electrodo serigrafiado de oro

BChE — Enzima Butirilcolinesterasa

BDD - Electrodo de diamante dopado con boro
CBNP — Nanoparticulas de negro de carbén

ChOx — Enzima Colina Oxidasa

CNT — Nanotubos de carbono (Carbon Nanotubes)
CS - Quitosano

EIS — Espectroscopia de Impedancia Electroquimica
ESI - Electrodo selectivo de iones

FAO - Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
GC — Cromatografia de gases

GCE - Electrodo de carbono vitreo

GO — Oxido de grafeno

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficacia

HRP — Peroxidasa de rabano

IDE — Electrodo interdigitado

ITO — Cristal de 6xido de titanio e indio

IUPAC - Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
LC - Cromatografia Liquida

LOD - Limite de deteccion

MS — Espectrometria de masas

Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

MWCNT - Nanotubos de carbono de pared multiple
c-MWCNT - Nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados con grupos carboxilo
OMS - Organizacion Mundial de la Salud

ONU - Organizacioén de las Naciones Unidas

OPH - Enzima Organofésforo Oxidasa

PB — Azul de Prusia

PGE — Electrodo de barra de grafito

PNP — p-nitrofenol

PtNW — Nanofibras de platino

PVC — Cloruro de polivinilo

PW — Blanco de Prusia

rGO — Oxido de grafeno reducido

SPCE - Electrodo serigrafiado de carbono

SPE - Electrodo serigrafiado

SWCNT — Nanotubos de carbono de pared simple

Tyr — Enzima Tirosinasa.

Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales aplicaciones de los pesticidas.

Tabla 2. Ejemplos de pesticidas organoclorados.

Tabla 3. Ejemplos de pesticidas organofosforados.

Tabla 4. Ejemplos de carbamatos.

Tabla 5. Ejemplos de pesticidas heterociclicos y neonicotinoides.

Tabla 6. Ventajas del empleo de biosensores frente a técnicas cromatograficas.
Tabla 7. Tipo de electrodos encontrados en la bibliografia.

Tabla 8. Resumen de los distintos biosensores electroquimicos aplicados a diferentes

muestras de agua para la deteccién de pesticidas.

Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Consumo de pesticidas por continentes en 2017.

Figura 2. Evolucion de las investigaciones en el campo de biosensores para la

determinacion de pesticidas en muestras de agua.
Figura 3. Uso de los diferentes tipos de pesticidas en funcién de su aplicacion.

Figura 4. Estructura quimica de (a) acido ortofosforico, (b) &cido tiofosforico y (c) pesticida

organofosforado.
Figura 5. Ciclo de los plaguicidas en el medio acuatico.
Figura 6. Esquema de un sensor quimico.

Figura 7. Clasificaciéon de biosensores en funcién del mecanismo de reconocimiento y del

sistema de transduccion.

Figura 8. Esquema de los distintos tipos de biosensores en funcién del sistema de

reconocimiento. (i) Biosensores cataliticos y (ii) de afinidad.

Figura 9. Esquema de un sistema de tres electrodos. 1: electrodo de trabajo, 2: electrodo

auxiliar, 3: electrodo de referencia.

Figura 10. Esquema de un sistema de dos electrodos. 1: electrodo de trabajo, 2: electrodo

de referencia.
Figura 11. Esquema del funcionamiento de un ESI.
Figura 12. Diferentes inmovilizaciones de las biomoléculas sobre la superficie del electrodo.

Figura 13. Inmovilizacion fisica: (A) adsorcidn por fuerzas intramoleculares y (B) por fuerzas

electrostaticas.
Figura 14. Inmovilizacion fisica mediante atrapamiento.

Figura 15. Inmovilizaciéon quimica mediante enlace covalente.

Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

Figura 16. Inmovilizacidon quimica mediante entrecruzamiento (crosslinking).
Figura 17. Esquema de un electrodo convencional tipo barra.

Figura 18. (1ZQ) SPE comerciales. (DCHA) Esquema de la disposiciéon de los electrodos en

un SPE.
Figura 19. Proceso de fabricacion de un SPE.
Figura 20. Esquema de un electrodo interdigitado (IDE).

Figura 21. Esquema general del proceso de fabricacion de un biosensor electroquimico.

vi
Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

1. INTRODUCCION

El agua es uno de los bienes mas importantes de nuestro planeta. Debemos cuidarla, pero
la realidad es que la actividad humana esta incrementando la concentracién de diversos
contaminantes, poniendo en peligro su calidad y la salud de los ecosistemas. Uno de los
grupos de contaminantes mas analizados y mas controlados, debido al ndmero de
intoxicaciones que provocan en todo el planeta, son los pesticidas. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), cada afio se intoxican dos millones de personas por estas
sustancias (Lucas-Vifuela, 2001).

Pese a su elevada toxicidad, las sustancias quimicas son producidas y utilizadas en grandes
cantidades. Los pesticidas en particular, son empleados sobre grandes superficies en
diferentes terrenos como el espacio urbano o industrial. No obstante, su principal aplicacion
se centra en la agricultura, donde se emplean para luchar contra plagas de organismos que
pueden acabar con las cosechas. Estas cosechas son esenciales en la alimentacién por lo
gue es necesario garantizar su éxito. La Division de Poblacion de las Naciones Unidas
pronostica que en 2050 la poblacién mundial habra crecido en méas de un 20% (ONU, 2019).
Cubrir las necesidades de una poblacién cada vez mas numerosa, genera en la industria
agricola la necesidad de introducir mecanismos y tecnologias que permitan garantizar la

productividad y calidad de las cosechas.

Se estima que el uso de pesticidas a nivel mundial oscila entre 3 y 4 millones de toneladas
al afio, de las cuales aproximadamente 360.000 corresponden a Europa (Domenect, 2004;
Bucur et al., 2018). Sin embargo, Asia consume la mitad del total de pesticidas fabricados a

nivel mundial.

Oceania / Africa
1.7 % \ 1.9%

Europa s América
11.6% 7 3239

Asia
52.5%

Figura 1. Consumo de pesticidas por continentes en 2017. Fuente: FAOSTAT.
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El uso masivo de estos compuestos eleva peligrosamente su concentracion, no solo en el
suelo y los alimentos cosechados, sino también en el agua, tanto superficial como

subterranea, con el consiguiente efecto toxico que puede generar en los seres Vvivos.

Estas sustancias que tienen diferentes tiempos de vida en su forma original, pueden derivar
en metabolitos cuya toxicidad sea mayor o sean menos degradables, aumentando su
permanencia en el medio. Por tanto, si queremos conocer el estado y la calidad del agua en
todo momento, y asi poder evitar futuros problemas de bioacumulacion, es importante el

monitoreo continuo de contaminantes, en especial de pesticidas.

La forma mas habitual de analizar la presencia de pesticidas en agua, se basa en el empleo
de técnicas cromatograficas como LC-MS (Muckoya et al., 2020), HPLC-UV (Silva et al.,
2013) 0 GC-MS (Feo et al.,, 2010), previa extraccién del analito con métodos como la
extraccion liquido-liquido (Muckoya et al., 2020), extraccion en fase sélida (Tankiewicz et al.,
2010) o técnicas mas sofisticadas como la extraccién asistida con ultrasonidos (Feo et al.,
2010). Sin embargo, el coste y el tiempo que hay que invertir en este tipo de
determinaciones han hecho que numerosos cientificos desarrollen nuevas tecnologias y
mejoren las ya existentes. En este ambito, el desarrollo y empleo de biosensores se ha

multiplicado en los ultimos afos.

Pese a ser ampliamente aplicados en el campo de la medicina, el desarrollo de biosensores
electroquimicos aplicados a la determinacion de pesticidas en agua viene aumentando
desde los ultimos 20 afios (Figura 2). Principalmente biosensores de tipo enzimético, han
conseguido un gran interés en el andlisis de la toxicidad de diversas sustancias y en la
monitorizacion ambiental (Sinha et al., 2010). Sin embargo, para conseguir detectar estas
sustancias presentes en tan bajas concentraciones, es necesario el empleo de tecnologia
suficientemente sensible, por lo que hay que prestar atencion a las caracteristicas analiticas

que ofrecen estos dispositivos.

A lo largo del presente trabajo se tratara de documentar y evidenciar la capacidad de los
biosensores electroquimicos en el analisis de pesticidas en muestras de agua para estudiar

su aplicacién en la monitorizacién ambiental.
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Figura 2. Evolucidén de las investigaciones en el campo de biosensores para la determinacién

de pesticidas en muestras de agua. Fuente: ScienceDirect.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es hacer una revisién de los dltimos avances en el
campo de los biosensores electroquimicos aplicados a la determinacion de pesticidas en

muestras de aguas.

Para lograr el objetivo principal, se establecen los siguientes objetivos especificos todos

ellos referidos al analisis de pesticidas en aguas:

- Realizar un estudio comparativo de los diferentes materiales biol6gicos utilizados
como sistema de reconocimiento en biosensores electroguimicos.

- Realizar un estudio comparativo de los diferentes tipos de deteccién electroquimica,
evaluando sus ventajas en funcion de la sensibilidad que presentan.

- Realizar un estudio comparativo de los diferentes materiales utilizados en la
modificacion de electrodos, evaluando las mejoras que ofrecen a las caracteristicas
analiticas del dispositivo.

- Realizar un estudio comparativo de los principales métodos de inmovilizacion
utilizados en la modificacion de la superficie de los electrodos, evaluando sus

ventajas en cuanto la estabilidad del biosensor.
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3. PESTICIDAS

La FAO define los pesticidas como cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, repeler
o combatir plagas o especies no deseadas de plantas o animales que causen perjuicio en su
produccién (Lucas-Vifiuela, 2001), es decir, son sustancias que se utilizan con el objetivo
de controlar las plagas que afectan al crecimiento de cosechas. Sin embargo, aunque su
aplicacion principal es la proteccion de cultivos, también son sustancias empleadas para
eliminar microorganismos de diferentes medios y superficies como textiles, piscinas e

incluso la conservacién del papel (Tankiewicz et al., 2010).

Tabla 1. Principales aplicaciones de los pesticidas (Tankiewicz et al., 2010).

e Eliminar plagas de insectos para mejorar el crecimiento de plantas.

e Destruir malas hierbas

e Incrementar y regular la poblacién de animales o plantas

e Proteger textiles de microorganismos

e Prevenir el crecimiento de algas en piscinas

e Prevenir hongos en productos de papel

Para clasificar los pesticidas se puede atender a su aplicacién u objetivo. De esta manera se
obtienen grupos, como son los herbicidas, insecticidas, fungicidas, rodenticidas, etc., en
funcion de su aplicacién contra malas hierbas, plagas de insectos, plagas fungicas o de

roedores, respectivamente (Xiang et al, 2020).

También se pueden clasificar en funcién de su estructura quimica. Para conocer sus
propiedades fisicoquimicas y su comportamiento en el medio, parece mas conveniente esta
clasificacion. De esta manera se pueden diferenciar varias familias: organoclorados,

organofosforados, carbamatos, pesticidas heterociclicos o neonicotinoides entre otros.
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Otros
6%

Fungicidas
18% \

Herbicidas
47%

Insecticidas
29%

Figura 3. Uso de los diferentes tipos de pesticidas en funcion de su aplicacion (Sharma et al.,
2019).

3.1. Pesticidas organoclorados

Son sustancias sintéticas cuya estructura quimica corresponde principalmente a
hidrocarburos arométicos con atomos de cloro. Fueron los primeros pesticidas usados

contra plagas de insectos por su efectividad atacando a su sistema nervioso.

Estas sustancias son muy estables y resisten a la degradacién por factores como la luz o el
calor. Ademés, son liposolubles, lo que facilita la acumulacion en los seres vivos
(bioacumulacion) y la consiguiente magnificacion en la cadena alimentaria. Estas
caracteristicas fisicoquimicas, hacen de los pesticidas organoclorados sustancias muy

persistentes en el medio y altamente toxicas.

Las intoxicaciones agudas por pesticidas organoclorados pueden presentar sintomatologia
como nauseas, vomitos, diarrea, confusién, somnolencia o convulsiones entre otros (Ferrer,
A., 2003). Mientras que por intoxicaciones crénicas se pueden desarrollar diferentes clases
de tumores, como el de higado, o sufrir distintas afecciones neuronales, como puede ser la

enfermedad de Parkinson u otras demencias.

Su elevada estabilidad, su facil acumulaciéon y su poder téxico hacen de esta clase los
pesticidas mas nocivos para la salud de los ecosistemas. Por ello algunos de los pesticidas
organoclorados fueron incluidos en el Convenio de Estocolmo (2004) con el fin de eliminar o

restringir su uso. La prohibicién de estas sustancias en muchos paises hizo que fueran
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sustituidas por otros pesticidas menos toxicos como los organofosforados o carbamatos que

se expondran a continuacion.

Tabla 2. Ejemplos de pesticidas organoclorados.

Nombre Férmula Nombre Férmula
Cl cl cl
*

DDT ol cl cl
(dicloro difeni Aldrin*** J cl
tricloroetano) © O 4 .

cl cl
cl
clJ_Cl
Metoxicloro** Endosulfan*

w I T
3 0 0 3

Cl Cl §

Cl . cl cl
. . cl Hexaclorociclo-
Dieldrin***
hexano*
Cl Cl
Cl
O ol |

(* : prohibido ** : en vigilancia, *** : en desuso (UTZ, 2015))

3.2. Pesticidas organofoforados

Son sustancias sintéticas derivadas del acido ortofosférico (o tiofosférico). Su estructura
guimica basica es un éster fosférico y consta de un atomo de fésforo, unido a un grupo
saliente (X), a un atomo de oxigeno (o azufre) y a dos radicales alquilo (R1 y R2).

] i 0
R-., R-. P..

HO '\ |5|JH HO™ E}I_?H X7 VR,
a b C

Figura 4. Estructura quimica de (a) a&cido ortofosférico, (b) acido tiofosforico y (c) pesticida

organofosforado.
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Al igual que los organoclorados, su accion principal es ejercida como insecticida. La principal
diferencia con los pesticidas organoclorados, es su poca estabilidad a pH béasico. Esto hace
més sencilla su degradacion y reduce su persistencia en el medio ambiente. Sin embargo,
también son liposolubles por lo que se pueden bioacumular en diferentes tejidos y al ser
volétiles pueden ser absorbidos mas facilmente.

Sus efectos en los organismos vivos pueden ser similares a los de otras familias de
pesticidas (irritacion, dolencias respiratorias y digestivas, etc), pero su actividad se centra en
la posibilidad de inhibicion de enzimas como las colinesterasas. Estas enzimas son
esenciales en el buen funcionamiento del sistema nervioso, y al verse alterado por la
presencia de pesticidas organofosforados puede producir problemas cerebrales y paralisis
muscular, llevando al organismo a la muerte. La inhibicion de estas enzimas es la base para
el empleo de estos pesticidas como insecticidas. Un ejemplo muy estudiado es la inhibicién

de la acetilcolinesterasa (AChE) por parte de estos pesticidas organofosforados.

A pesar de su mayor biodegradabilidad y su menor persistencia en el medio, los pesticidas
organofosforados siguen siendo altamente téxicos para los animales (especialmente
vertebrados) y por ello requieren una especial atencion en su manipulacién. Algunos de

estos pesticidas también tienen prohibido su uso a nivel mundial.

Tabla 3. Ejemplos de pesticidas organofosforados.

Nombre Formula Nombre Formula
o, S O~
Paration* 1] Malation** N7 S
oho™ g s
b o o7 >
@]
Metilparation N? : | A CIS\\ O._ _CH
0O 3
o \©\ S Clorpirifos** o N o’P\/ ~
* P O_\
04 0L CHs
|
HsC CH
3 3 @] 0
lazinon N~ N S CH ITosato
| I 3 HO | 7 OH
H~C / O/Fi\o HO
3 CH
O—"_-""3

(* = prohibido ** = en vigilancia, ***en desuso (UTZ, 2015))
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3.3. Carbamatos

Son sustancias sintéticas derivadas de los 4cidos N-metil o dimetilcarbdmico (Blanco et al.,
2013). Al igual que los organofosforados, son empleados como insecticidas por su
capacidad de inhibir la actividad enzimética de la acetilcolinesterasa (AChE). Sin embargo,
esta unién es menos estable que la equivalente con pesticidas organofosforados, llegando a
producir una inhibiciébn reversible de la enzima (Ferrer, 2003). Por este motivo, los
carbamatos son actualmente, junto con los pesticidas organofosforados, las sustancias mas

empleadas en la lucha contra las plagas de insectos.

Son sustancias con propiedades oxido-reductoras (Blanco et al., 2013), que se degradan a
pH alcalinos y con aumento de la temperatura. Su baja estabilidad y nula bioacumulacion,
hacen de los carbamatos una alternativa al uso de organoclorados y organofosforados, a

pesar de su todavia elevada toxicidad.

La reversibilidad de la inhibiciébn enzimética hace que las intoxicaciones por carbamatos

sean de duracion limitada, aunque con sintomatologia similar a los casos anteriores.

Algunos carbamatos son empleados también como fungicidas y herbicidas.

Tabla 4. Ejemplos de carbamatos.

Nombre Férmula Nombre Formula
0
J’L /CH3
0 07N
. % e . kkk H.C CH
Aldicarb \NJLO/N\\\XS/ Pirimicarb 3 | \)N\ 3
H H,C N §’0H3
H,C
0
o)
Metiocarb* Carbaril* H
HSC CH3 OO
SCH,

(* : prohibido **: en vigilancia, *** : en desuso (UTZ, 2015))
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3.4. Otros

Compuestos heterociclicos. Pueden ser compuestos ciclicos de 5 o 6 atomos que
presentan heterodtomos. En el caso de presentar a&tomos de nitrdgeno, se obtienen
pesticidas derivados de la piridina, diazinas y triazinas utilizados principalmente como

herbicidas.
Algunos ejemplos muy conocidos son el Paraquat (derivado de la piridina) o la Atrazina
(triazina).

Neonicotinoides. Son pesticidas con poder insecticida que atacan al sistema nervioso de
los insectos, siendo menos agresivos frente a aves y mamiferos. Sin embargo, se ha

demostrado que estos pesticidas son nocivos para las abejas.
Algunos ejemplos de pesticidas neonicotinoides son el Imidacloprid y el Acetamiprid.

Piretroides. Las piretrinas son insecticidas de origen natural poco estables en el medio
ambiente. Sus derivados (piretroides) son insecticidas sintéticos con mejor estabilidad pero
poco bioacumulables y ademas poco téxicos para los mamiferos. Son neurotoxicos pero no

inhiben la actividad de las colinesterasas, alteran los canales de sodio en las neuronas.

Tabla 5. Ejemplos de pesticidas heterociclicos y neonicotinoides.

Nombre Férmula Nombre Formula

@/ BRNC) .
Paraquat* H3C—N\ y \ /N—CHg Atrazina* )\ )N|\ N
o
CIe H N N/\

ci®
H
NG -NH py
Amitrol** HN \7/ 2 | imidacloprid* N SN
\— | L
—N P
Cl N
CH, N
Z
Acetamiprid* AN N/I\\N/C
I
| 7 CH3

Cl N
(* : prohibido **: en vigilancia, *** : en desuso (UTZ, 2015))
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3.5. Presencia de pesticidas en aguas

Aunque el 70% del planeta esta cubierto por agua, Unicamente el 3 % es agua dulce. Esta
recibe grandes cantidades de contaminantes, entre ellos los pesticidas, alcanzando los
niveles mas altos de contaminacién de las aguas por estas sustancias en primavera
(Tankiewicz et al., 2010).

La principal fuente de pesticidas en el medio ambiente es la agricultura por la aplicacion de
estas sustancias en los cultivos. Sin embargo, en cuanto a la presencia de pesticidas en el
medio acuatico, son diferentes caminos lo que pueden incrementar su concentracién, como
puede ser la filtracion, vertidos industriales y urbanos, incluso a través de la atmdésfera por
transporte en suspension de gotas producidas por pulverizaciones. Todo ello contribuye a la

pérdida de calidad del agua en rios, lagos, aguas subterraneas y aguas de consumo.

Cuando entran en un medio acuatico pueden depositarse en sélidos y permanecer grandes
periodos de tiempo. Ademas, algunos procesos de biotransformacién pueden hacer que su
estructura cambie, aumentando su toxicidad. Al ser liposolubles, muchos pueden
acumularse en los tejidos de los animales acuéticos y pasar a la cadena alimentaria. De esta
manera el ser humano esta expuesto a los pesticidas por tres vias: exposicién directa por
aplicacion en los campos, ingesta por el agua de consumo e ingesta a través de alimentos
contaminados, ya sean productos cultivados o procedentes de aguas contaminadas.

Los niveles de concentracion a los que se pueden encontrar los pesticidas en el medio
acuatico son bajos, lo que dificulta la deteccién. Sin embargo, adn en concentraciones bajas
su persistencia y acumulacion conlleva procesos negativos, que degradan la calidad del
agua y la salubridad del ecosistema completo. Por ello, el control de la calidad del agua

dulce es uno de los principales objetivos de los estudios ecoldgicos.

Por lo tanto, pese a las ventajas que presentan de cara a la produccién de alimentos, los
pesticidas son sustancias quimicas muy toxicas, que se distribuyen por el medio ambiente
con mucha facilidad. Su movilidad y persistencia junto con otras caracteristicas, es

determinante para autorizar su comercializacion y su uso.
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Figura 5. Ciclo de los plaguicidas en el medio acuatico.
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4. BIOSENSORES

De manera genérica un sensor se define como un dispositivo que detecta un cambio y emite
una sefial o respuesta. En quimica, podriamos utilizar la siguiente definicion de sensor: un
instrumento miniaturizado capaz de detectar un cambio quimico, fisico o biolégico en el
medio y traducirlo en una sefal medible y analiticamente Util, que aporte informacion
cuantitativa o cualitativa sobre la muestra (Diez-Sanchez, 2016). Un sensor quimico consta
de dos partes fundamentales: el receptor o sistema de reconocimiento y un transductor.
Mientras que el receptor es el encargado de interactuar con el analito para provocar dicho
cambio, el transductor capta la alteracion y genera una sefal, la cual envia a un sistema que
procese los datos (Hernandez-Vargas et al., 2018). Esta sefial debera ser correlacionada
con la concentracion de analito (Bonetto, 2013). La parte del receptor es la que dota de
selectividad al instrumento y la parte del transductor la que le aporta la sensibilidad (Moreno-
Guzman, 2013). Si el sistema de reconocimiento lo compone una molécula u organismo
biolégico, se denominan biosensores. Segun la IUPAC un biosensor es un dispositivo que
utiliza reacciones bioguimicas especificas mediadas por enzimas, inmunosistemas, tejidos,
organulos o células enteras para detectar compuestos quimicos, generalmente por sefiales

eléctricas, térmicas u 6pticas (IUPAC, 2014).

e AN

Analito Receptor Transductor Sistema tratamiento de datos

Figura 6. Esquema de un sensor quimico. Imagen adaptada de Calvo-Pérez, 2014.

Una de las caracteristicas fundamentales de un biosensor es la capacidad de realizar
analisis en tiempo real. Uno de los problemas que tiene el andlisis con instrumentaciéon
tradicional, es la necesidad de emplear recursos tales como tiempo y dinero. La
determinacion de cualquier analito por métodos cromatograficos, por ejemplo, conlleva
invertir tiempo en procesos como la toma de muestra, el traslado al laboratorio, la
preparacion de la muestra, la puesta a punto de la instrumentacion y el tiempo de analisis

gque sea necesario en cada caso. A esto hay que sumarle el gasto en reactivos y equipos
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necesarios en el tratamiento de muestra, la costosa instrumentacion y la necesidad de
disponer de personal cualificado para el manejo de la misma. Sin embargo, el objetivo de un
biosensor es ser capaz de determinar un analito in situ y hacer medidas continuas sin

necesidad de muestrear ni pretratar la muestra.

Ademas, para poder realizar esas medidas in situ y en continuo, un biosensor debe ser un
instrumento pequefio. Por ello, uno de los aspectos a tener en cuenta en la fabricacion de
biosensores es la posible miniaturizacion del instrumento, consiguiendo ademas reducir el

consumo de reactivos y productos.

Tabla 6. Ventajas del empleo de biosensores frente a técnicas cromatograficas (Bucur et al.,
2018).

Biosensores Cromatografia

o o _ Es necesario muestrear y trasladar la muestra al
Mediciones in situ y en continuo _
laboratorio

L Gasta tiempo en la preparacion de muestra 'y
Deteccion rapida _ o
posterior analisis

_ Es necesario emplear volumenes grandes de
Ahorra gasto en reactivos y volumen _
reactivos. Incrementa los desechos y el gasto
de muestra o
econémico

Facil manejo Necesario personal cualificado

Selectividad (reconocimiento biolégico) | Posibles interferencias

Mayor sensibilidad

4.1. Clasificacion de biosensores

Para clasificar los biosensores se puede atender a i) el mecanismo de reconocimiento vy ii) el

sistema de transduccién empleado.

13
Trabajo Fin de Master




Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

Biocataliticos
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Opticos (Colorimétricos,
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luminiscencia)

Piezoelectricos

Figura 7. Clasificacién de biosensores en funcion del mecanismo de reconocimiento y del

Segun el sistema de
transduccion

sistema de transduccion.

4.1.1. En funcioén del sistema de reconocimiento

Los biosensores cataliticos emplean receptores que actian como catalizador de una
reaccion, donde generalmente la presencia o ausencia del sustrato o producto sera clave en
la produccion de sefial. Los receptores biocataliticos mas ampliamente utilizados por su

actividad catalitica y su alta especificidad son las enzimas.

Por su parte, los biosensores de afinidad se basan en la formacién de un complejo entre el
receptor y el analito (sustrato). La formacion de este complejo puede ser medida gracias a
una reaccion biocatalitica auxiliar (Diez-Sanchez, 2016) o mediante el marcaje de alguna de
las partes que intervienen en la formacion del complejo. Los tipos de complejos que se
forman en los biosensores de afinidad son, por ejemplo, antigeno-anticuerpo, si el receptor

empleado es tipo inmunoldgico.
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Figura 8. Esquema de los distintos tipos de biosensores en funcion del sistema de

reconocimiento. (i) Biosensores cataliticos y (ii) de afinidad.

4.1.2. En funcioén del sistema de transduccion

En funcién del sistema de transduccion podemos distinguir distintos tipos de biosensores,

principalmente:

Biosensores Opticos: los transductores Opticos son dispositivos compactos que mediante
la interaccion luz-materia, consiguen obtener una respuesta como puede ser cambios en la
absorbancia o en la fluorescencia. Constan de una fuente de emision de luz, actuando ésta
como sustrato del material bioldgico inmovilizado. Los sistemas de deteccion Optica estan
basados en espectroscopia de absorcion, fluorescencia, indice de refracciéon, etc (Hassani,
2016). Las ventajas de estos transductores son su velocidad de analisis y la posibilidad de
obtener respuestas sin necesidad de pretratar la muestra, caracteristica esencial de los

biosensores. Sin embargo, son menos econémicos que otros transductores.

Biosensores piezoeléctricos: los transductores piezoeléctricos se basan en la medida de
masa adsorbida sobre el transductor. Utilizan materiales como cristales o ceramicas, los
cuales pueden deformarse al aplicar un campo eléctrico. Si el campo eléctrico oscila, el
material vibra, variando esa vibraciéon en funcién de la masa del material adsorbido. Estos
transductores presentan un elevado nivel de interferencias, por lo que resultan menos

especificos y sensibles que otros transductores.
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Biosensores electroquimicos: los transductores electroquimicos se basan en detectar el
producto de una reaccion quimica (o bioquimica) sobre la superficie de un material
conductor. En este caso, la sefial detectada se traduce en una sefial eléctrica. Son una gran

alternativa por su bajo coste, su simplicidad y su facil miniaturizacion.

Los biosensores méas desarrollados son los biosensores electroquimicos y por eso este
trabajo se centra en el estudio de las diferentes aplicaciones de este tipo de transductores

para la determinacién de pesticidas.

4.2. Biosensores electroquimicos

Los transductores electroquimicos son los mas empleados como sistema de transduccion en
el desarrollo de biosensores. Esto es asi por sus disefios simples, su facil manejo, no ser

especialmente caros y, principalmente, por su facil miniaturizaciéon (Diez-Sanchez, 2016).

El sistema de transduccién de un biosensor electroquimico consta de una serie de
electrodos que en funcién de la informacion que detecten podran actuar como biosensores

amperomeétricos, potenciométricos o conductimétricos.

4.2.1. Biosensores amperométricos
Los biosensores amperométricos miden, a un potencial constante, la intensidad de corriente
producida sobre la superficie del electrodo por una reaccion de oxidacion-reduccién (Bonetto,
2013). La intensidad es directamente proporcional a la cantidad de especie electroacitva y
podra ser relacionada con la concentracion de analito (Uniyal y Sharma, 2018) como se

muestra en la ecucién de Cottrell (Bonetto, 2013):

D
i(t) = nFAC |—
Tt

donde i es la intensidad de corriente, n es el nimero de electrones intercambiados, F la
constante de Faraday, A la superficie del electrodo, C la concentracion de analito, D el

coeficiente de difusion del analito y t el tiempo.

Los biosensores dotados con un sistema de transduccion amperométrico, tienen la ventaja
de ser mas selectivos que otros transductores, ya que el potencial de oxidacién o reduccion

es caracteristico de cada analito (Diez-Sanchez, 2016).
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Los biosensores amperométricos constan de un sistema de tres electrodos: electrodo de
referencia, auxiliar y de trabajo. Se aplica un potencial sobre el electrodo de trabajo, que se
mantendra constante gracias a un electrodo de referencia. El electrodo de trabajo registrara
un cambio de corriente al producirse la reaccion electroquimica, cuya intensidad se medira
gracias a un amperimetro y al electrodo auxiliar que cerrara el circuito permitiendo asi la

transferencia de carga.

Figura 9. Esquema de un sistema de tres
electrodos.

1: electrodo de trabajo
o 2: electrodo auxiliar

3: electrodo de referencia

4.2.2. Biosensores potenciométricos

Los biosensores potenciométricos miden la diferencia de potencial entre dos electrodos
manteniendo la corriente constante. Esta diferencia de potencial es causada por una
reaccion quimica, la cual varia la concentracion de iones presentes en el medio. Diferentes
tipos de reaccién o formacién de complejos, pueden generar especies cargadas que al
aproximarse al electrodo de trabajo generen una diferencia de potencial respecto a un
electrodo de referencia. Dicho de otra manera, la concentracién del analito sobre el

electrodo evoluciona obligando a variar el potencial para mantener el valor de la corriente

constante.
(O
Figura 10. Esquema de un sistema de dos
electrodos.
1: electrodo de trabajo
2: electrodo de referencia
1 2
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Los mas comunes en la deteccion potenciométrica de pesticidas, son los electrodos
selectivos de iones (ESI). Estos electrodos son selectivos Gnicamente para un ion producido
por esa reaccién que se mencionaba anteriormente. Se basan en la diferencia de potencial
que se genera en ambos lados de una membrana permeable. Un ejemplo de electrodo
selectivo de iones es el electrodo de pH.

Interior Exterior

H+
o |H

H |8
e - (WeB——a
i)

H |
5.
2 H

e

Figura 11. Esquema del funcionamiento de un ESI.

En potenciometria se puede relacionar la concentracion de los iones con el voltaje gracias a

la ecuacién de Nernst (Hernandez-Vargas et al., 2018):

_ w0 RT
E=E —LnQ
nF

donde R es la constante de los gases ideales (en Jmol*K™), T es la temperatura (en K), F
es la constante de Faraday, E y E° representan el potencial en equilibrio y en la célula
respectivamente y Q es el cociente entre la concentracién de iones en el anodo y la
concentracion de iones en el catodo. Se puede encontrar expresada de la siguiente manera

cuando la temperatura es de 25°C:

0.0592
E = EO - TLOgQ

Los transductores potenciométricos fueron los transductores mas empleados en los afios 80

y 90 (Cano-Luna, 2008). Sin embargo, la posibilidad de miniaturizacién y mejores resultados
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en cuanto a sensibilidad, hizo que los transductores amperométricos aumentasen sus

aplicaciones en el campo de los biosensores.

4.2.3. Biosensores conductimétricos

Los biosensores conductimétricos miden cambios en la conductividad del medio. Al igual
que en los biosensores potenciométricos, una reaccion quimica o la formacién de diversos
complejos pueden variar la concentracion de iones en el medio, cambiando la movilidad de
los mismos hacia el 4nodo y el catodo. Estos cambios de movilidad i6nica alteran las
propiedades conductoras del medio, alterando también la transferencia de cargas por el

sistema.

Los cambios en la transferencia de cargas sobre la superficie del electrodo se pueden medir
con detectores impedimétricos. Estos detectores miden la impedancia u oposicién que
presenta el dispositivo al transporte de electrones. Generalmente, mediante una corriente
alterna se pueden registrar cambios de la impedancia en funcién de la frecuencia de la

corriente alterna aplicada.

De manera sencilla, la medida de la conductividad o la impedancia se puede explicar con la
Ley de Ohm, donde se relaciona de manera inversamente proporcional la corriente que

circula por un circuito y la resistencia que éste presenta.

)

i(A)
donde E es el potencial aplicado en funcion del tiempo, i es la intensidad registrada y R la
resistencia medida en ohmios. En el caso de la impedancia se representa graficamente Z(Q)
frente a la frecuencia de la perturbacién del potencial (w) para obtener los resultados de los

cambios de la transferencia de cargas.

4.3. Técnicas de inmovilizacion del sistema de reconocimiento
bioldgico
Como ya se ha comentado, una de las ventajas de los biosensores electroquimicos es su
sencillez y rapidez del andlisis. Esto es posible porque el sistema de reconocimiento esta
conectado o inmovilizado directamente sobre el electrodo. A la hora de fabricar un biosensor,

la inmovilizacién es el paso mas importante. De la correcta inmovilizacién depende el buen

funcionamiento del dispositivo. Es importante mantener la actividad de la molécula biol6gica
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y conseguir una unién estable, pues esto permitira obtener buenos resultados de

selectividad, sensibilidad y permitira conservar la actividad del dispositivo en el tiempo.

Podria parecer que la manera mas sencilla de inmovilizar la biomolécula es enlazarla
directamente sobre la superficie del electrodo. Sin embargo, no suele ser la opcién que
mejores resultados obtiene. Se necesita una interfase que puede estar formada por
nanomateriales, estructuras tridimensionales que actlen de andamio para la biomolécula
(como redes sol-gel) o interfases combinadas, compuestas por una red tridimensional o
polimérica que soporta los nanomateriales que a su vez inmovilizaran la biomolécula
receptora. Respecto a este proceso de formacion de una interfase o funcionalizacion del
electrodo, los investigadores centran sus esfuerzos en el desarrollo y sintesis de nuevos
materiales que aporten propiedades cada vez mas ventajosas sobre el andlisis con

biosensores.

Hay diferentes métodos para llevar a cabo esta inmovilizacién, siendo los principales los

siguientes:
- Mediante métodos fisicos:
- Inmovilizacién por adsorcion
- Inmovilizacion por atrapamiento
- Mediante métodos quimicos:
- formacion de enlaces covalentes

- por entrecruzamiento (crosslinking)

8888828
E ) C B

Inmovilizacién sobre <> Biomolécula

Inmovilizacién directa

nanomateriales @  Nanomaterial

D Interfase polimérica

C<> ¢ 00O % 58 8 8 8 8 % o
C B o B

Inmovilizacién sobre interfases

o ] Inmovilizacién combinada
poliméricas o reticulares

Figura 12. Diferentes inmovilizaciones de las biomoléculas sobre la superficie del electrodo.
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Adsorcién. Mediante interacciones intermoleculares tipo Van der Walls o electrostéticas, la
biomolécula se deposita sobre la superficie del electrodo o interfase. Es una inmovilizacion
sencilla que da opcion a recuperar el material inmovilizado. Su principal desventaja es la
poca fuerza de estas uniones que lleva a la pérdida parcial del receptor. Por lo tanto, el
biosensor resulta poco estable y muy sensible a cambios de pH o temperatura.

A B

o 0 ¢ qu
R——

R

Figura 13. Inmovilizacién fisica: (A) adsorcion por fuerzas intermoleculares y (B) por fuerzas

electrostaticas.

Atrapamiento. Mediante la formacion de una red (sol-gel o polimérica), se confina la

biomolécula en su interior. Este método, como el anterior, ho cambia la composicién ni

estructura de la biomolécula y sigue siendo una inmovilizacién poco estable.

A bR R
ndhdhd R

Figura 14. Inmovilizacion fisica mediante atrapamiento.

Enlace covalente. En este caso, la biomolécula se inmoviliza mediante la formacién de

enlaces covalentes entre grupos funcionales de la biomolécula y el electrodo (o interfase).
Es una union mucho mas estable que las uniones fisicas. Sin embargo, se necesita un

cambio quimico de las especies por lo que resulta ser un método mas costoso.

Figura 15. Inmovilizacién quimica mediante enlace covalente.
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Entrecruzamiento. La inmovilizaciéon por entrecruzamiento o crosslinking, también lleva a la

formacion de redes para la fijacién de la biomolécula. La diferencia con el atrapamiento
fisico, es que en el entrecruzamiento la biomolécula también forma parte de esa red pues
ésta se forma mediante union covalente de la biomolécula y un agente bifuncional o

multifuncional.

[

Figura 16. Inmovilizacién quimica mediante entrecruzamiento (crosslinking).

4.4. Tipos de electrodos

Tras comentar la importancia que tiene la inmovilizacion de las biomoléculas sobre la
superficie de los electrodos, parece adecuado explicar brevemente la morfologia y los
diferentes tipos de electrodos que se pueden utilizar en el desarrollo de biosensores

electroquimicos.

Los electrodos mas conocidos tienen forma de barra. Contienen un cable conductor que
termina en un extremo de un material conductor especifico, como pueden ser metales (Au,

Ag, Pt...) o carbono.

En los biosensores electroquimicos, los materiales empleados en el disefio de los electrodos
no participan en la reaccion de oxidacion-reduccién, solamente intercambian electrones con
las moléculas electroactivas. Es importante que la superficie del electrodo esté libre y no se
recubra de posibles compuestos, cémo Oxidos, para permitir la buena transferencia de
electrones. Por lo tanto, junto con la buena conductividad, el material debe ser lo mas

guimicamente inerte posible.

Entre los metales, unos de los mas comunes para formar electrodos de trabajo son el platino
y el oro. Ambos presentan buenas propiedades eléctricas. Sin embargo, el empleo de

metales preciosos encarece el proceso de fabricacion de electrodos y biosensores.

Una alternativa mas econOmica es utilizar materiales de carbono. Sus distintas formas
alotrépicas presentan diferentes propiedades mecénicas y eléctricas. Por ejemplo, el

diamante es un material no conductor, por lo que no es un buen material para la fabricacién
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de electrodos. Sin embargo, algunos investigadores han desarrollado electrodos de
diamante dopado con &tomos como el boro (Freitas et al., 2019) permitiendo desarrollar
electrodos con propiedades excelentes como un amplio intervalo de potenciales aplicables.
Por otro lado, el grafito y el grafeno si son conductores, aunque més inestables. Uno de los
materiales mas empleados para fabricar electrodos es el carbono vitreo (GCE). Este

material de carbono puro, presenta una estructura no cristalina y es inerte quimicamente.

Una caracteristica de los electrodos empleados en biosensores, independientemente del
material utilizado, es la pequefa superficie electroquimicamente util de la que dispone. La
Figura 17 presenta un esquema de un electrodo convencional donde se observa que la

superficie activa del electrodo es muy reducida.

Material conductor Cable conductor

\

J

Superficie electroguimica Recubrimiento aislante

Figura 17. Esquema de un electrodo convencional tipo barra.

Cuando se trata de biomoléculas es posible que, tras una serie de medidas, los sistemas de
reconocimiento pierdan su actividad. Esto hace que la aplicacion comercial de los
biosensores se vea obstaculizada. Una alternativa a los electrodos convencionales cada vez
mas desarrollada son los electrodos serigrafiados (SPE). Se trata de un dispositivo
desechable, de bajo coste que ademas permite la miniaturizacion del sistema favoreciendo

la aplicacion para determinaciones in situ.

Los SPE son electrodos impresos sobre un sustrato (PVC, ceramica, papel), con una tinta
conductora (Hernandez-Vargas et al., 2018). Con un molde o plantilla, se deposita la tinta
conductora sobre el sustrato. Tras fijar la tinta, se afiade una capa aislante que deja visible
sélo la parte necesaria de los electrodos. Al igual que los electrodos convencionales, se

pueden encontrar SPE con materiales como plata, oro o carbono.
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Figura 18. (1ZQ) SPE comerciales (Moreno-Guzman et al., 2013). (DCHA) Esquema de la

disposicidn de los electrodos en un SPE.

Molde Tinta

E‘; Sy . —

Sustrato

Disefio serigrafiado

- Ly

Electrodo serigrafiado Material aislante

Figura 19. Proceso de fabricacion de un SPE. Adaptado de Pérez-Fernandez et al. (2020).

También existe otro tipo de electrodos, denominados interdigitados (IDEs). Estos electrodos
estan intercalados como las plas de dos peines, de manera que se forma una superficie con
pequefios salientes. En el caso de biosensores, las biomoléculas de reconocimiento se
pueden inmovilizar en los fosos entre electrodos. En esas regiones se crea un campo
eléctrico que incrementa la intensidad de la sefial, aumentando la sensibilidad de la

deteccion. Este tipo de electrodos se utiliza en medidas de impedancia eléctrica.
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Electrodo auxiliar —I

Electrodo de referencia
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Electrodos de trabajo
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Figura 20. Esquema de un electrodo interdigitado (IDE).

Tabla 7. Tipo de electrodos encontrados en la bibliografia.

Electrodo Material Abreviatura
Platino Pt
Oro Au
Electrodo de barra
Diamante dopado con boro BDD
Carbono vitreo GCE
Carbono SPCE
Electrodo serigrafiado (SPE)
Oro SPAUE
Electrodo interdigitado (IDE) | Oro Au-IDE
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Figura 21. Esquema general del proceso de fabricacion de un biosensor electroquimico.

5.BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA DETERMINACION
DE PESTICIDAS EN AGUAS

El uso de biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas se ha
extendido debido a las excelentes propiedades de estos sensores que, como ya hemos visto
anteriormente, incluyen entre otras la sencillez de su disefio y manejo, la posibilidad de

miniaturizacién y su bajo coste.

Teniendo en cuenta la clasificacion de estos biosensores segun el mecanismo de
reconocimiento utilizado, se va a realizar un resumen de las principales investigaciones

realizadas durante los Gltimos 10 afios en la determinacion de pesticidas en aguas mediante
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biosensores electroquimicos, ordenadas por afio de publicacion. Como ya se explicé en

apartados anteriores, existen biosensores cataliticos y de afinidad.

5.1. Biosensores cataliticos

Comenzando con los biosensores cataliticos, numerosos investigadores basan sus

biosensores en el poder de inhibicién enzimatica por parte de diferentes pesticidas.

En 2010 Firdoz et al., fabricaron un biosensor para la deteccion del pesticida Carbaril en
muestras de agua de rio. Para ello inmovilizaron la enzima acetilcolinesterasa (AChE) sobre
un electrodo de carbono vitreo (GCE) funcionalizado con nanotubos de carbono de pared
simple (SWCNT).

La AChE es una enzima hidrolasa perteneciente a la familia de las colinesterasas. Firdoz et
al. optaron por la acetiltiocolina como sustrato, obteniendo como productos acido acético y
tiocolina. Mediante deteccién amperométrica, midieron la sefial de oxidacién de la tiocolina

producida por la enzima, formando un dimero por enlace disulfuro.

0 CHs o -
I Hy AChE [
'_’_,.-C..‘_\ S"/-.c"\' (_,TN-.___ + HO0 —4m4m4m0 - C. + EZ +N
HsC ﬁz \CHCH3 e oM Hs~ e~ \ o,
? Ha  CHs
Acetiltiocolina Acido acético Tiocolina
+ -
R-SH R-S-S-R + 2H + 2e
Tiocolina Ditiobiscolina

Los autores observaron que los nanotubos de carbono aumentaban la intensidad de
corriente producida por la oxidacién de la tiocolina, ademas de una disminucién en el
potencial aplicado respecto al electrodo sin modificar (0.37 V frente a 0.69 V). Sin embargo,
los nanotubos de carbono formaban agregados impidiendo una distribuciéon uniforme que
permitiese la correcta inmovilizacion de la enzima. Para lograr la dispersion de los
nanotubos, utilizaron un polimero soluble en agua. Emplearon el polimero PDDA (cloruro de
poli(dialildimetilamonio)) que al estar cargado positivamente pudo interaccionar

electrostaticamente con la enzima, la cual a pH 7,4 se encontraba cargada negativamente.

Al poner en contacto el biosensor con concentraciones crecientes de pesticidas, observaron
gue la intensidad de la sefal se reducia. Mediante estas medidas de intensidad, Firdoz et al.

calcularon el porcentaje de inhibiciéon sufrida por la enzima.
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I, —1
Inhibicién (%) = °I—1 %100

o

donde I, es la corriente maxima de oxidacion de la tiocolina sin pesticida y I; es la corriente
de oxidacion de la tiocolina con pesticida. Enfrentado los valores de inhibicion frente al
logaritmo negativo de la concentracion obtuvieron una relacion lineal cuya ecuacion permite
calcular la concentracion de cada pesticida en las muestras reales de agua. Este
procedimiento para calcular la inhibicion enzimética y la concentracién de pesticida, es

similar en todos los trabajos recopilados sobre biosensores cataliticos.

Las caracteristicas analiticas que obtuvieron, fueron un limite de detecciéon de 5x10° nM y
un intervalo lineal de 5x10°— 5 nM.

Mas tarde, en 2011, Musameh y su equipo desarrollaron un biosensor para la deteccion de
Paraoxén en agua de rio. También inmovilizaron la enzima AChE en un electrodo de

carbono vitreo sobre una interfase polimérica con nanotubos de carbono.

En este caso la inmovilizacién se realizé6 mediante entrecruzamiento con glutaraldehido.
Debido a la union covalente, el biosensor mostré6 mayor estabilidad permitiendo alargar la
vida util del dispositivo. Musameh observé los mismos comportamientos que Firdoz al
modificar la superficie electroactiva con nanotubos de carbono. Sin embargo, destac6 que
una carga demasiado elevada de nanotubos conllevaba una disminucion en la intensidad

registrada.

El biosensor de Musameh ofrecié un limite de deteccién de 1.0 nM y un intervalo lineal de
50-800 nM.

Arduini et al., en 2013, fabricaron un biosensor para deteccion de Paraoxdén en muestras de
agua de grifo. También se basaron en la actividad enzimatica de la AChE. A diferencia de
los ejemplos expuestos anteriormente, esta vez la autora inmovilizé la enzima sobre un
electrodo serigrafiado de oro, modificado con una capa de cisteamina. Arduini destaca que
los electrodos serigrafiados son mas econdmicos y es posible desecharlos en lugar de

intentar recuperar la actividad del dispositivo.

La deteccién se llevd a cabo amperométricamente utilizando un mediador electroguimico.
Arduini comprobé que la presencia del ion ferricianuro ([Fe(CN)s]*) podia catalizar la

oxidacion de la tiocolina mediante su reduccion a ferrocianuro ([Fe(CN)g]*). Segun se oxida
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la tiocolina se produce ferrocianuro, el cual se oxida de nuevo sobre la superficie del

electrodo incrementando la sefial.

Las caracteristicas analiticas del biosensor fueron un limite de deteccion de 7.27 nM y un
intervalo lineal hasta 145 nM.

Oxidacidn +
R-SH R-S-S-R + 2H + 2e°
Tiocolina
[Fe(CN)6]3' Reduccion [Fe(CN)G]"' [:> [Fe(CN)6]4' Oxidacidn [Fe(CN)6]3'
Ferricianuro Ferrocianuro Ferrocianuro Ferricianuro

En 2015, Arduini desarrollé un biosensor similar aplicado de nuevo a la deteccion de
Paraoxdn, esta vez en aguas residuales. Mediante inmovilizacion por entrecruzamiento con
glutaraldehido, inmovilizé la enzima butirilcolinesterasa (BChE) sobre un electrodo
serigrafiado de carbono funcionalizado con nanoparticulas de negro de carbon (CBNPs).

La enzima BChE es otra enzima de la familia de las colinesterasas, y al igual que la AChE,

cataliza la formacion de la molécula electroactiva tiocolina.

Como en otras investigaciones, Arduini observé que maodificar la superficie del electrodo con
materiales como nanoparticulas de negro de carbén, conlleva un incremento en la
intensidad de corriente y un descenso del potencial necesario para la oxidacion de la
tiocolina (0.3 V frente a 0.7 V sin CBNPs). Destaca que frente a otros materiales a base de

carbono, como los nanotubos de carbono, se consiguen menores limites de deteccion.

Parece interesante destacar el procedimiento de “cambio de medio” que siguié Arduini en
este trabajo para la determinacion de los pesticidas. Los trabajos repasados hasta ahora,
registraban el cambio de intensidad en la misma muestra contaminada con pesticida. Sin
embargo, Arduini sigui6 tres sencillos pasos. Primero midi6 la actividad enzimatica previa a
la inhibicion, registrando la corriente en una disoluciéon tamponada y en ausencia de analito
(Unicamente con el sustrato de la enzima). Después introdujo el biosensor en la muestra
contaminada y, trascurrido el tiempo necesario para inhibir la enzima, lavo el dispositivo con
agua destilada. Finalmente, registr6 de nuevo la sefial en una disoluciéon tamponada. Con
este procedimiento la autora consiguio eliminar posibles interferentes que pudieran producir

inhibicion reversible de la enzima, como metales.

De esta manera, obtuvo un limite de deteccién de 18 nM en un intervalo lineal entre 18 nM y
109 nM.
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En 2016 se publicaron numerosas investigaciones sobre la determinacién de pesticidas en
agua con bhiosensores. Respecto a la utilizaciéon de AChE, Talarico, Mogha y sus equipos
fabricaron dos dispositivos para la determinacion en dos muestras de agua de Paraoxon y
Clorpirifés, respectivamente.

Talarico utiliz6 particulas de negro de carbon sobre un electrodo serigrafiado en una
muestra de agua potable. Observé que dispersando particulas de negro de carb6n en una
disolucion polimérica de quitosano conseguia eliminar las aglomeraciones de las particulas,
como observaron unos afos antes Firdoz (2010) y Musameh (2011) en sus trabajos.
Talarico destaco que el empleo de soluciones poliméricas, elimina la necesidad de utilizar
disolventes organicos o ultrasonidos y mejora la carga de particulas presentes en la
dispersién. El limite de deteccion obtenido por Talarico fue de 0.18 nM con un intervalo lineal
de 0.36 — 1.8 nM.

Mogha et al., utilizaron otro material a base de carbono para el soporte de la enzima. Esta
vez el electrodo utilizado consistié en un cristal de 6xido de indio y estafio (ITO) recubierto
por un nanocompuesto de éxido de grafeno reducido modificado con particulas de 6xido de
zirconio (ZrO,/rGO). El autor observo que sin modificar la interfase la intensidad de corriente
registrada era menor. El limite de deteccién obtenido por este dispositivo fue de 10™ nM.
Algo novedoso que no habiamos encontrado hasta ahora, es la presencia de dos intervalos
lineales, de 10" =1 nMy 1 — 10° nM.

Turan et al. (2016) inmovilizaron la enzima BChE sobre un electrodo de grafito. Para la
modificacion de la superficie del electrodo utilizaron un material metélico. Nanofilamentos de
plata (AgNWSs) fueron depositados sobre una interfase de polimero conductor poli(TTBO), el
cual otorgé un ambiente hidrofébico a la enzima, mejorando la actividad y estabilidad.
Mediante electropolimerizacion consiguieron controlar la morfologia y espesor del polimero.
Estos aspectos son importantes pues afectan a la inmovilizacion de la enzima y al

mantenimiento de su estructura activa.

Aplicando este biosensor a la deteccion de Paraoxdn en agua del grifo, obtuvieron un limite

deteccién de 212 nM y dos intervalos lineales entre 0.5-8 uM y 10-120 uM.

Tortolini et al., en 2016, utilizaron otra enzima para la fabricacion de su biosensor.
Inmovilizaron la enzima tirosidasa (Tyr) sobre electrodos serigrafiados para monitorear la

presencia de Atrazina en muestras de agua de consumo.
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La tirosinasa es una enzima que cataliza la oxidacion de fenoles en presencia de oxigeno y
ve reducida su actividad en presencia de pesticidas como el herbicida Atrazina. Como
sustrato a esta enzima utilizaron catecol, el cual se oxid6 a o-benzoquinona, siendo la

reduccion de la o-benzoquinona la reaccion monitoreada mediante amperometria.

OH @)
OH 1 P
3 ) + H-0
Catecol o-benzoquinona

Tortolini et al., ensayaron las propiedades de diferentes electrodos serigrafiados, resultando
el més apropiado el electrodo serigrafiado de carbono modificado con nanotubos de carbono
de pared multiple mediante inmovilizaciébn por entrecruzamiento de la tirosinasa con un
alcohol polivinilico (PVA-SbQ).

Las caracteristicas técnicas del dispositivo fueron un limite de deteccion de 1.39 uM y un
intervalo lineal de 2.32 — 92.7 uM.

También en 2016, Vicentini et al. desarrollaron un biosensor similar inmovilizando la enzima
tirosinasa esta vez para analizar Atrazina en muestras de agua de rio. Obtuvo un limite de
deteccién menor al de Tortolini (0.17 uM frente a 1.39 uM) con un intervalo linear parecido
(2.5 — 95 pM). La diferencia entre estos dos biosensores reside en el electrodo elegido y el
agente inmovilizador. Mientras que Tortolini utilizd6 un electrodo serigrafiado de carbono
funcionalizado con nanotubos de carbono de pared mdultiple y con entrecruzamiento con un
alcohol polivinilico, Vicentini utiliz6 un electrodo de carbono vitreo funcionalizado con
nanoparticulas de oro con entrecruzamiento con cisteamina y glutaraldehido. Vicentini y su
equipo observaron asi que las particulas metalicas parecian ofrecer mejores propiedades

que los nanotubos de carbono.

Bao et al. (2016), fabricaron un biosensor que aplicaron a la deteccién de Paration y Metil
Paratibn en muestras de agua de un lago. Para la elaboracion de este dispositivo, se
basaron en actividad catalitica de la enzima organofésforo hidrolasa (OPH) inmovilizada

sobre un electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos de carbono.

La OPH hidroliza enlaces éster, causando la hidrélisis de pesticidas con sustituyentes p-

nitrofenilo como paration, metil paration o paraoxoén, y libera p-nitrofenol (PNP) como
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producto. Bao et al. observaron que la oxidaciéon del PNP se producia a 0.96 V con una
intensidad de corriente muy débil. Para mejorar la sefial, funcionalizaron la superficie de un
electrodo de carbono vitreo con una capa de nanotubos de carbono de pared multiple
modificados con grupos carboxilo. Esta modificacion de los nanotubos permitié una union

covalente y estable con la enzima.

0 0
| OPH |
02N O—T—OR +  Hy0 — >  OsN OH + HO—T—OR

OR OR

Organofosforado p-nitrofenol (PNP)

Aunque la OPH se puede obtener a partir de bacterias como Escherichia Coli (Lee et al.,
2010), Bao y su equipo observaron que purificar la OPH producida por estos organismos es
costoso. Por este motivo, propuso combinar la enzima con un polipéptido (ELP) obteniendo

una purificacién mas sencilla y rapida.

Bao y su equipo representaron la intensidad de corriente de la oxidacion del PNP frente a la
concentracion de pesticida, obteniendo una recta de calibrado con la que determinar la

concentracion en la muestra real.

Las caracteristicas analiticas obtenidas por este biosensor, fueron mejoradas mediante la
adsorcion de particulas de 6xido de titanio (TiO,) sobre los nanotubos de carbono de pared
multiple. De esta manera obtuvieron limites de deteccion de 10 nM para el Paration y 12 nM
para el Metil Paration y un intervalo lineal hasta 36.4 uM en ambos casos.

Bao consiguié mejorar los resultados que autores como Deo et al., en 2005, consiguieron
antes que él. Deo y su equipo desarrollaron un biosensor basadndose en la actividad de la
OPH. Sobre un electrodo de carbono vitreo funcionalizado con nanotubos de carbono y el
polimero Nafion, inmovilizaron la enzima OPH. Lo aplicaron en la determinacién de
Paraoxon y Metil Paration en muestras de aguas naturales. Sin embargo, los limites de
deteccién obtenidos fueron 0.15 pM y 0.80 uM para el Paraoxén y el Metil Paration,
respectivamente, lo que demuestra que la introduccién de particulas de 6xido de titanio de

Bao mejora el comportamiento del biosensor.

Jiang et al., en 2018, desarrollaron un biosensor para detectar Malation y Metil Paration en
muestras de agua de grifo y agua de pozo. Para ello inmovilizaron AChE en un electrodo de

carbono vitreo, sobre nanoparticulas de oro depositadas en una interfase polimérica.
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Las nanoparticulas de oro se depositaron en el interior de una multicapa compuesta por los
polimeros p-ABSA (p-acetamidobencenosulfonilo) y DAR (diazoresina). Dicha multicapa
unida mediante fuerzas electrostaticas no proporcionaba la estabilidad necesaria para el
correcto funcionamiento del biosensor, por lo que mediante tratamiento con luz UV, los

autores consiguieron enlaces covalentes dotando al biosensor de mayor estabilidad.

Consiguieron obtener limites de deteccion de 1.60x10° nM y 2.20x10® nM para el Malation y

Metil Paratién respectivamente, en un intervalo lineal entre 3.8x10° y 0.03 nM.

Por su parte, Rodrigues et al.,, también en 2018, publicaron su trabajo mostrando el
desarrollo de un biosensor para la deteccion de Malation en agua de un estanque. Este
biosensor estd basado en la inhibicidn de la AChE pero en esta ocasion inmovilizada sobre
particulas metalicas de Fe;O, (magnetita) recubiertas con quitosano sobre un electrodo
serigrafiado de carbono. El recubrimiento con quitosano permitié utilizar glutaraldehido para

una inmovilizacién covalente de la enzima por entrecruzamiento.

La opcion elegida por Rodrigues y su equipo aportd interesantes ventajas. Primeramente, al
trabajar con particulas magnéticas, éstas pudieron ser depositadas sobre el electrodo
mediante el campo magnético creado por un iman. Esto permitié que la exposicién de la
enzima a los pesticidas se hiciese en disolucion. Ademas, poder separar la interfase de la
superficie del electrodo permitié lavar los componentes y evitar desechar el dispositivo, con

el consiguiente beneficio econdmico y de residuos que supone.

Las caracteristicas analiticas del biosensor fabricado por Rodrigues fueron un limite de

deteccion de 0.3 nM y un intervalo lineal de 5 a 20 nM.

Vaghela et al., en 2018, analizaron la presencia de Glifosato en aguas de grifo con un
biosensor basado en la inhibicion de la enzima ureasa. En este caso la enzima se encarga
de degradar el sustrato (urea) en iones amonio y bicarbonato. Vaghela et al. utilizaron la
determinacion potenciométrica mediante un electrodo selectivo de iones amonio para el

seguimiento de la reaccién.

(I:IJ' Ureasa H,0
H,N-C-NH, + H,0 (NH,),CO; 2NH," + HCO;
Urea lon amonio
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Mediante atrapamiento de un agregado de ureasa y nanoparticulas de oro sobre una
pelicula polimérica de agarosa, modificaron la membrana selectiva del electrodo. Los
autores observaron que introducir nanoparticulas metéalicas a este tipo de electrodo también
mejoraba la sefal detectada, consiguiendo mejores limites de deteccion (5 pM con
nanoconjugado y 10 uM solo con ureasa).

En cuanto al porcentaje de inhibicion, Vaghela y su equipo lo calcularon de manera similar a

las determinaciones amperométricas:

V, — V.
Inhibicién (%) = —>—+ 100
o

donde V, es el potencial registrado antes de la exposicion y V; es el potencial tras la
exposicion a Glifosato.

El biosensor mostré6 un comportamiento lineal en el intervalo 2.96 — 296 uM con un limite de
deteccion de 2.96 pM.

En 2019 Arduini et al. desarrollaron un biosensor aplicable a la deteccién de tres pesticidas,
empleando una forma de fabricacién diferente a las repasadas hasta ahora. Fabricaron un
electrodo serigrafiado pero empleando papel como soporte. Se imprimié sobre papel un
modelo con cera, aportando una zona hidrofébica sobre la que se serigrafiaron los
electrodos con pasta de carbono. Con este biosensor detectaron la presencia de Paraoxon,

Acido 2,4-diclorofenoxiacetico y Atrazina en muestras de agua de rio.

Para la deteccion de Paraoxén se inmoviliz6 BChE sobre una interfase de particulas de
negro de carbdn recubiertas con azul de Prusia (PB). El PB (Fe4Fe(CN)g]s) es un mediador
electroquimico similar al que Arduini utilizé en su trabajo de 2013 (ferrocianuro). El PB se
reduce a Blanco de Berlin (Fe[Fe(CN)g]), catalizando la oxidacién de la tiocolina aportando

las ventajas que ya se comentaron anteriormente.

Para la deteccion del acido 2,4-diclorofenoxiacetico y Atrazina se inmovilizé la enzima
fosfatasa alcalina y tirosidasa respectivamente. En ambos caso la autora no utiliz6 mediador

y solo funcionalizé la superficie con particulas de negro de carbon.

El hecho de emplear papel como soporte para el disefio de un electrodo serigrafiado reduce

gastos pudiendo desechar el biosensor tras cada uso.
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Oxidacion +
R-SH R-S-S-R + 2H + 2e°
Tiocolina
Reduccidn Oxidacion
Fe,[Fe(CN)s]; Fe,[Fe(CN);] L[> Fe,[Fe(CN),] Fe,[Fe(CN),l,
Azul de Prusia Blanco de Berlin Blanco de Berlin Azul de Prusia

Thakkar et al. (2019), fabricaron un biosensor para la deteccién de Paraoxdn en muestras
de agua del grifo. Utilizaron nanotubos de carbono de pared mdltiple funcionalizados con
grupos carboxilo. El autor observo que esta modificacion de los nanotubos permitia omitir la
necesidad de un agente intermedio con el que inmovilizar la enzima por entrecruzamiento.
Mediante un enlace amida, Thakkar consigui6é inmovilizar la AChE a los nanotubos sobre un
electrodo de carbono vitreo.

Obtuvo un limite de detecciéon de 0.1 nM con un intervalo lineal de 10-50 nM.

En el caso de Zhang et al (2019), fabricaron un biosensor basado en la inmovilizacion de
AChE en un nanocompuesto de 6xido de grafito reducido funcionalizado con grupos amina.
Observaron que modificando el compuesto rGO-NH, con particulas de plata (Ag-rGO-NH,),
la corriente de fondo aumentaba, lo que significaba que las particulas mejoraban la

transferencia de cargas a través del electrodo.

Estudiaron la aplicacion de este biosensor sobre muestras de agua de grifo para la
determinacion de Malation y Triclorfén. Las caracteristicas analiticas de este dispositivo se
analizaron mediante amperometria y obtuvo un limite de deteccién de 0.097 nM y 0.0039 nM
para dichos pesticidas respectivamente, en un intervalo de lineal entre 0.3 y 30 nM para el

Malation y 0.08 y 8 nM para el Triclorfon.

Bao et al., también en 2019, innovaron en el empleo de materiales a base de carbono,
creando una estructura 3D de grafito sobre la que depositaron particulas de 6xido de cobre.
Fabricaron un biosensor inmovilizando AChE sobre 3DG-CuO en un electrodo de carbono

vitreo para la determinacion de Malation en agua de rio.

Al igual que en otros casos, las particulas del 6xido metalico podrian haber sido depositadas
directamente sobre la superficie del electrodo. Sin embargo, los autores observaron que la
estructura de grafito aportaba gran porosidad, lo que permitia la inmovilizaciéon de mas carga

enzimatica y por lo tanto se mejoraba la sefial producida.
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Las caracteristicas analiticas obtenidas fueron un limite de deteccién de 9.2x10* nM y un

rango lineal entre 0.003 y 47 nM.

Da Silva et al. (2019) desarrollan un biosensor basado en la inhibicién de la colina oxidasa
(ChOx). Como ya conocemos, la colina es uno de los productos de la hidrélisis de la
acetilcolina. En presencia de ChOx, la colina puede ser catalizada en betaina y H,O,, siendo

la oxidacién del peréxido de hidrégeno la sefial detectada por el electrodo.

Con un electrodo de carbono vitreo funcionalizado con nanotubos de carbono y una pelicula
polimérica de PBCB (poli azul de cresilo brillante) consiguié detectar Diclorvés con un limite

de deteccién de 1.59 nM en un rango lineal de 2.5-60 nM.

Sin embargo, pese a los buenos resultados obtenidos por Da Silva, no se han encontrado
otros trabajos donde la ChOx sea la enzima escogida para la deteccion de pesticidas en

muestras de agua.

AChE
Acetilcolina + H,O ———> Colina + Acido acético

ChOx
Colina + H,0 + 20, ——— Betaina + 2H,0,

H)O, — 5 0, + 2H" + 2¢-

5.2. Biosensores de afinidad

Como se explicé en apartados anteriores, se pueden emplear otras biomoléculas distintas a
las enzimas como receptores en un biosensor. Al contrario de lo que ocurre en los
biosensores cataliticos, en los biosensores de afinidad la biomolécula no intervendra en
ninguna reaccion de hidrélisis o de descomposicion de un sustrato. En estos casos, la
biomolécula interactuara con el analito de diferentes maneras modificando la sefial medida

en cada caso.

En este ambito, se han encontrados trabajos que emplean biomoléculas como los

anticuerpos o acidos nucleicos como sistema de reconocimiento de un biosensor.

Uno de esos trabajos es el de lonescu et al en 2010, quienes fabricaron un inmunosensor
para la deteccion de Atrazina en muestras de aguas naturales. Mediante la inmovilizacion de

un anticuerpo afin a la Atrazina unido a una pelicula polimérica de poli NTA (polipirrol
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modificado con acido nitrilotriacético) electropolimerizada sobre un electrodo de oro,
consiguieron registrar cambios en la resistencia a la transferencia de carga. Los autores
observaron que la union directa de la Atrazina al anticuerpo desencadenaba un aumento en
la resistencia de carga, mostrando una relacion entre la impedancia y la afinidad para la
formacion de complejo. La inmovilizacion del anticuerpo la consiguieron mediante una union
histidina-Cu®*, marcando el anticuerpo con histidina e introduciendo iones Cu®* coordinados

en los centros quelantes del polimero.

Para la determinacion del pesticida, registraron la resistencia a la transferencia de carga en
presencia y ausencia de Atrazina. Estas diferencias las representaron frente a la
concentracion de Atrazina, obteniendo una curva de calibrado. Las caracteristicas técnicas

conseguidas con este biosensor fueron un limite de deteccion de 0.046 nM.

En 2011, Mai y su equipo fabricaron un biosensor inmovilizando una molécula de ADN para
la deteccibn amperométrica de Paraquat en aguas de rio y subterraneas. Elaboraron un
electrodo formado por pasta de carbono y un liquido iénico (CILE). Sobre la superficie de
este electrodo electrodepositaron una doble hebra de ADN unida mediante enlaces
covalentes a la superficie del electrodo. La base del funcionamiento del biosensor se centré
en la interaccién de la molécula de ADN inmovilizada, con la molécula de pesticida para
llevar a cabo su reduccion. Este mecanismo puede recordar a los mecanismos que se han
explicado en los biosensores cataliticos. Sin embargo, a diferencia de los cataliticos, en este
biosensor no es necesaria ninguna reaccion catalitica, sino que la interaccién directa del
ADN con el Paraquat es la que desencadena la reaccion redox y por tanto la responsable de
la sefial analitica. Los autores observaron que la presencia de la molécula de ADN mejoraba
la conductividad en la superficie del electrodo, permitiendo aumentar la intensidad del pico

de reduccion del pesticida Paraquat.

Las caracteristicas analiticas obtenidas fueron un limite de deteccién de 3.6 nM y un

intervalo lineal de 50 a 7x10* nM.

En 2013, Ensafi et al. desarrollaron un biosensor amperométrico para el andlisis del
herbicida Amitrol en distintas muestra de agua (del grifo, residual y de rio). También
utilizaron una doble hebra de ADN la cual depositaron sobre un electrodo de barra de grafito

(PGE) modificado con nanotubos de carbono recubiertos de quitosano (MWCNTSs-CS).

Ensafi et al. estudiaron la interaccién del Amitrol con la doble hebra de ADN. Los autores

observaron que la molécula de pesticida se unia covalente intercalandose entre las bases
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nitrogenadas de la hélice. Si la hebra no estaba inmovilizada sobre la superficie del
electrodo, se obtenia una disminucidbn de la intensidad de corriente, sumada a un
incremento en el potencial de oxidacion, resultado de la lenta difusion del complejo ADN-
Amitrol hacia el electrodo. Para suprimir estos inconvenientes, decidieron inmovilizar el ADN
y modificar su superficie con nanotubos de carbono. Ademas, investigaron el
comportamiento del biosensor con una hebra simple de ADN y observaron que los

resultados no eran tan adecuados como con la hebra doble.

Las caracteristicas técnicas fueron un limite de deteccion de 0.2 nM y un intervalo lineal
entre 0.3y 28 nM.

Liu et al.,, en 2014, desarrollaron un inmunosensor amperométrico para la deteccion
simultdnea de dos analitos, Endosulfan y Paraoxén, en aguas de un lago. Esta deteccion

simultanea la consiguieron creando canales diferentes en un mismo electrodo.
De manera sencilla, se puede explicar el trabajo de Liu y su equipo de la siguiente manera:

- Primero crearon unos canales sobre un electrodo de carbono vitreo mediante un
estampado de sal de diazonio.

- Después inmovilizaron sobre esos canales nanotubos de carbono de pared simple y
los funcionalizaron con una molécula electroactiva (sonda redox) y un epitopo. Cada
canal es especifico para cada pesticida, por lo que a unos canales enlazaron FDMA
y epitopo de endosulfan, mientras que a los otros canales enlazaron PQQ y epitopo
de Paraoxoén. (FMDA: ferrocenodimetilamina; PQQ: pirroloquinolina quinona)

- Finalmente, a cada canal se unié un anticuerpo especifico para cada pesticida.

El mecanismo de este biosensor se basa en una unidon competitiva entre el epitopo
inmovilizado de cada analito y la molécula de pesticida. Observaron que, al unir el
anticuerpo especifico a cada epitopo, la intensidad de corriente disminuia, pues los
contraiones no podian llegar hasta las sondas inmovilizadas para producir la reaccién redox.
Cuando el inmunosensor se puso en contacto con una muestra con ambos pesticidas, la
intensidad de corriente aumentd, mostrando dos picos redox a -0.2 V y 0.3 V. Estos picos
corresponden a la respuesta electroquimica de FDMA y PQQ y demuestran que el
anticuerpo presenta mayor afinidad por el pesticida que por el epitopo inmovilizado. Cuanto

mayor sea la concentracion de pesticidas, mayor serd el aumento de intensidad registrado.

Las caracteristicas técnicas obtenidas fueron un limite de deteccién de 7.27 nM y 0.12 nM

para el Paraoxon y el Endosulfan respectivamente. El intervalo lineal del Paraoxén estuvo

38
Trabajo Fin de Master



Biosensores electroquimicos para la determinacion de pesticidas en aguas.

comprendido entre 7.27 y 9x10° nM, mientras que el del Endosulfan se encontr entre 0.12'y
246 nM.

En 2017, Taghdisi et al. fabricaron un biosensor inmovilizando de nuevo moléculas de
acidos nucleicos, aplicado a la deteccion amperométrica de Acetamiprid en muestras de
agua. Esta vez, en lugar de una molécula de ADN, inmovilizaron una secuencia sencilla de
nucleétidos sobre la superficie de un electrodo serigrafiado de oro. A estas moléculas de
acidos nucleicos se las denomina aptameros. Los autores atraparon una molécula
electroactiva en el interior del aptdmero. En presencia de moléculas de pesticida y mediante
un mecanismo competitivo, la mayor afinidad del aptamero por el pesticida, hizo que se
desprendiese dicha molécula electroactiva, permitiendo registrar la intensidad de corriente

producida por la oxidacién de la molécula liberada.

Las caracteristicas analiticas obtenidas fueron un limite de detecciéon de 0.161 nM y un

intervalo lineal entre 0,5 — 650 nM.

En 2018, Madianos et al. fabricaron un biosensor para la deteccion de Acetamiprid y
Atrazina en agua de consumo (del grifo y embotellada). Para ello desarrollaron un biosensor
con electrodos interdigitados (IDEs) de oro modificados con nanofibras de platino (PtINWSs).
Sobre esos electrodos inmovilizaron covalentemente un aptamero, al igual que Taghdisi en
2017. El mecanismo de deteccién es similar al que empleé lonescu en 2010. Se trata de la
formacion de un complejo por afinidad entre el aptdmero y el pesticida. Los autores
registraron cambios en la impedancia, y observaron que ésta aumentaba notablemente en
presencia de pesticidas. También observaron cémo la resistencia a la transferencia de carga
era mayor en el electrodo sin modificar que en presencia de nanofibras de platino. Madianos
destaca que otras investigaciones lograron limites de deteccion mas bajos en lo que
respecta al Acetamiprid. No obstante, defiende que la reduccidn en costes para el desarrollo
de biosensores con aptameros, merece asumir esos resultados, pues aunque menos

sensibles mantienen unas caracteristicas analiticas suficientes.

Las caracteristicas analiticas de este biosensor fueron un limite de detecciéon de 0.01 nM en
un rango lineal de 0.1 a 1000 nM para la Atrazina, y 0.001 nM en un rango lineal de 0.01 a

100 nM para el Acetamiprid.
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También en 2018, Arvand et al. fabricaron un biosensor similar al que desarrollaron Mai et al.
en 2011. Esta vez inmovilizaron una molécula de ADN sobre un electrodo de carbono vitreo
modificado con una interfase de 6xido de grafeno (GO). Arvand explica que mediante un
enlace covalente, grupos oxigenados del 6xido de grafeno (hidroxilos, carboxilos o epoxidos)
se unen con los grupos amida de la molécula de ADN. Esta molécula de ADN fue
funcionalizada de tal manera que presentaba grupos tiol. Esto permitié que la superficie del
electrodo fabricado se pudiese modificar con nanorods de oro mediante enlace covalente S-
Au.

El dispositivo fabricado por Arvand y su equipo fue aplicado a la deteccién de Diazinon en
muestras de agua de rio, con un limite de deteccién de 190 nM en un intervalo lineal entre
1.9x10% y 5.6x10* nM.

Recientemente, Pérez-Fernandez et al. (2020) han desarrollado un inmunosensor
amperométrico para el analisis de Imidacloprid en agua de grifo. Este biosensor esta basado
en un mecanismo competitivo entre el analito sin marcar y el analito marcado. Mediante
nanoparticulas de oro consiguen inmovilizar los anticuerpos a la superficie de un electrodo
serigrafiado de carbono. Esos anticuerpos se unen a moléculas de Imiadcloprid libres o
marcadas con una enzima peroxidasa (concretamente HRP). Tras la formacién de los
complejos anticuerpo-analito, afiaden TMB (tetrametilbencinida) la cual es oxidada por la
enzima HRP para ser reducida de nuevo sobre la superficie del electrodo. El limite de
deteccion obtenido fue de 22 pM en un intervalo lineal 0.05-10 nM.

Tras mostrar los dltimos avances que se han ido realizando y explicar brevemente las
diferentes alternativas disponibles para el disefio y desarrollo de biosensores, y su
aplicacion a diferentes muestras de agua, la Tabla 8 recoge a modo de resumen todos los

trabajos recopilados.
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Tabla 8. Resumen de los distintos biosensores electroquimicos aplicados a diferentes muestras de agua para la deteccion de pesticidas.

- . Elemento de el Intervalo lineal
Pesticida | Deteccion reconocimiento Inmovilizacion Electrodo LOD (nM) (NM) Muestra Ref.
o Agua Deo et al.,
Amp. OPH OPH/CNT/GCE 150 No especifica Natural 2005
Amp. AChE Entrecruz. CNT/Nafion/GCE 1 50-800 Agua de rfo Mglsarznglhlet
Agua de Arduini et
Amp. AChE Entrecruz Cyst/Au-SPE 7,27 Hasta 145 grifo al., 2013
. hapteno/PQQ/ ) 3 Agua de Liu et al.,
Amp. Anticuerpo Enl. Cov. SWCNT/GCE 7,27 7,27-9x10 lago 2014
Paraoxon | Amp. BChE Entrecruz CBNPs/SPCE 18 18-109 Agua Arduini et
residual al., 2015
. Agua Talarico et
Amp. AChE Adsorcion CS/CB/SPCE 0,18 0,36-1,8 potable al., 2016
. 500-8000 y agua del Turan et al.,
Amp. BChE Entrecruz poli(TTBO)/AgNW/GE 212 10°—12x10% grifo 2016
. Arduini et
Amp. BChE Entrecruz CB/PB/SPCE 7,27 7.27-72,7 Agua de rio al. 2019
Amp. AChE Enl. Cov. MWCNT/GCE 0.1 10-50 Aguadel | Thakkar et
grifo al., 2019
DAR/AuNP/DAR/ 6 5 . Jiang et al.,
Amp. AChE Enl. Cov. P-ABSA/GCE 1,6x10 3x10™ - 0,03 Grifo y pozo 2018
Amp. AChE Entrecruz. CS/Fes0,/SPCE 0.3 5.- 20 Estanque R‘;‘f“gz‘geféet
Malation ”
pol(FBThF)/ ) Agua del | Zhang et al.,
Amp. AChE Entrecruz. Ag-rGO-NH,/GCE 0,097 0,30- 30 grifo 2019
Amp. AChE | 3DG-CuO NFs/GCE | 9,2x10* 0,003-47 | Aguade rio Ba‘z)oeltga"’
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Tabla 8. (Continuacién) Resumen de los distintos biosensores electroquimicos aplicados a diferentes muestras de agua para la deteccion de

pesticidas.
- . Elemento de e, Intervalo lineal
Pesticida | Deteccion reconocimiento Inmovilizacion Electrodo LOD (nM) (NM) Muestra Ref.
- Agua Deo et al.,
Amp OPH OPH/CNT/GCE 800 No especifica Natural 2005
Metil BSA/TiO,NFs/ 4 Bao et al.,
Paration Amp OPH Entrecruz c-MWCNTS/GCE 12 Hasta 3.6x10 Agua lago 2016
DAR/AuNP/DAR/ 6 6 ) Jiang et al.,
Amp AChE Enl. Cov. P-ABSA/GCE 2,20x10™ | 3,8x10™” - 0,038 | Grifoy pozo 2018
. BSA/TIO,NFs/ 4 Bao et al.,
Paration Amp OPH Entrecruz c-MWCNTS/GCE 10,0 Hasta 3.6x10 Agua lago 2016
Imp. Anticuerpo Poli NTA-Au 0,046 No especifica | Agua natural Ic;?eszcc:)ulgt
MWCNT/PVA-SbQ/ 3 4 Agua Totolini et
Amp Tyr Entrecruz SPCE 1390 2,3x10°-9,3x10 potable al., 2016
Atrazina | Amp Tyr Entrecruz AUNP/GCE 170 | 2,5x10°%— 9,5x10* | Naturaly de | Vicentini et
grifo al., 2016
. Grifoy Madianos et
Imp. Aptamero Enl. Cov. PtNWs/Au-EIDs 0,01 0,1-1000 embotellada al., 2018
. Arduini et
Amp Tyr CB/SPCE 46 - 463 Agua de rio al., 2019
Glifosato | Pot. Ureasa Atrap. ureasa-AuNP 2060 | 2060 — 2,96x10° | Agua | Vaghela et
potable al., 2018
. (PDDA-SWCNT)s/ % 5 .| Firozetal.,
Carbaril Amp AChE Electrost. GCE 5x10 5x10~ - 5 Agua de rio 2010
. L, 4 4 105 No Mogha et al.,
Clorpirifos Amp AChE Adsorcion ZrO,/rGO/ITO 10 10™-1y 1-10 especifica 2016
2,4-D Amp Fosfattasa CB/SPCE 226 Hasta 905 Agua de rio Arduini et
alcalina al., 2019
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Tabla 8. (Continuacién) Resumen de los distintos biosensores electroquimicos aplicados a diferentes muestras de agua para la deteccion de

pesticidas.
Pesticida | Deteccion Elemer_1to_ de Inmovilizaciéon Electrodo LOD (nM) Intervalo lineal Muestra Ref
reconocimiento (nM)
. . pol(FBThF)/ _ Agua del | Zhangetal.,
Triclorféon Amp. AChE Entrecruz. Ag-TGO-NH,/GCE 0,0039 0.08 -8 grifo 2019
. PBCB/MWCNT/ No Da Silva et
Diclorvos Amp. ChOx Entrecruz. GCE 1,6 2.5-60 especifica al.. 2019
o GNRs/ 4 . Arvand et
Diazinon Amp. ADN Enl. Cov. ds-DNA/GO/GCE 190 1900 y 5,6x10 Agua de rio al., 2018
Rio y Mai et al
Paraquat Amp. ADN Enl. Cov. CILE 3,6 50 - 7x10* subterra- 2011 "
neas
Endosul- . hapteno/FDMA/ Agua de Liu et al.,
fan Amp. Anticuerpo Enl. Cov. SWCNT/GCE 0,12 0.12 - 246 lago 2014
Imidaclo- Agua del perez-
fid Amp. Anticuerpo AuUNP/SPCE 0,022 0,05-10 9 fifo Fernandez
p 9 etal., 2020
. Grifoy Madianos et
Acetami- Imp. Aptamero Enl. Cov. PtNWs/Au-EIDs 0,001 0,01 - 100 emboteliada al., 2018
prid . ) i No Taghdisi et
Amp. Aptamero Au-SPE 0,161 0,5-650 especifica al.. 2017
Grifo, Ensafi et al
Amitrol Amp. ADN MWCNTs-CS/PGE 0,2 0,30 - 28 residual, de 2013 N
rio
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Después de repasar los trabajos mas relevantes que se han encontrado en la bibliografia y

observando los datos recogidos en la Tabla 8, se pueden obtener los siguientes resultados.

En primer lugar se observa que hay mayor interés en la determinacion de pesticidas
organofosforados en aguas, siendo mas numerosos los estudios que se basan en la
presencia de estos analitos que en otros pesticidas como organoclorados, carbamatos y

demaés familias.

En cuanto al sistema de transduccién empleado, una gran parte de los investigadores

emplean detectores amperomeétricos.

En cuanto al sistema de reconocimiento, la mayoria de trabajos desarrollan biosensores
enzimaticos. Dentro de este grupo, los biosensores fundamentados en la inhibicién
enzimatica parecen mas extendidos que los basados en la catalisis directa del analito. Los
biosensores enzimaticos inhibidores presentan algunas desventajas frente a otros tipos de
biosensores, pues son mas lentos y no son especificos. Como ya se comento, el porcentaje
de inhibicién calculado engloba todas aquellas sustancias capaces de disminuir la actividad
enzimatica. Por el contrario, biosensores basados en la catdlisis directa del pesticida
proporcionan mas especificidad pues solo actian frente a un tipo determinado de analito,
como son los biosensores con OPH para los pesticidas organofosforados. Sin embargo, los
biosensores inhibidores ofrecen mejores resultados en cuanto a sensibilidad. Biosensores
basados en la inhibicion de enzimas como AChE, BChE, Tyr, etc., ofrecen limites de
deteccién menores que los conseguidos con biosensores basados en la actividad catalitica
de OPH.

Entre todas las enzimas utilizadas en los trabajos consultados, la AChE parece ser la que
mejores resultados de sensibilidad ofrece. Comparando los limites de deteccion obtenidos
por ensayos con AChE y BChE, la primera puede reducir el valor en dos 6rdenes de

magnitud.

Otras biomoléculas aplicadas a la deteccién de pesticidas en agua son acidos nucleicos y
anticuerpos. La alta especificidad que presentan los inmunosensores hace de este tipo de
biosensores una gran opcion para el analisis de pesticidas. Al igual que los biosensores
cataliticos como los que empelan la enzima OPH, los inmunosensores forman uniones
reversibles con el analito, al revés de lo que ocurre en biosensores inhibidores. Este hecho
permite deshacer la union tras el andlisis, permitiendo reutilizar el dispositivo sin

complicados procesos de reactivacion.

Autores como Qiao y su equipo (2014) sefalan que son numerosos los inmunosensores

aplicados al andlisis de muestras de agua. Sin embargo, los resultados tras buscar en
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diferentes bases de datos parecen indicar que los inmunosensores con transduccion

electroquimica estdn menos desarrollados que los biosensores enziméaticos.

Por otro lado, todos los investigadores remarcan la importancia de la correcta inmovilizacion
de la biomolécula de reconocimiento, ya sea enzima, anticuerpo o acido nucleico. De esta

etapa dependeran en gran parte su actividad, su sensibilidad y su estabilidad.

Para conseguir alagar la vida util del dispositivo y conseguir mayor eficacia en la carga de
biomoléculas, ya sean enzimas o cualquier otra, parece claro que la inmovilizacién mediante
enlaces covalentes es la mejor opcion. Entre todos los ejemplos recogidos en la Tabla 8, la
inmovilizacion por entrecruzamiento es la mas popular. De acuerdo con los procedimientos
explicados a lo largo de este apartado, el glutaraldehido parece ser una molécula con

excelentes propiedades para este fin.

En cuanto a los tipos de electrodos, los mas sencillos y cémodos en su manejo,
almacenamiento y transporte parecen ser los electrodos serigrafiados. Se han encontrado
principalmente electrodos de carbono y oro, siendo éstos Ultimos menos comunes excepto
en las detecciones impedimétricas, donde consiguen grandes resultados formando
electrodos interdigitados. Destacar los trabajos de Taghdisi (2017) y Madianos (2018), ya
gue ambos utilizan electrodos de oro para la determinacion del mismo analito mediante
aptadmeros. Mientras que Taghdisi emplea un electrodo serigrafiado, Madianos fabrica un
electrodo interdigitado, demostrando la mayor sensibilidad de estos electrodos al reducir el
limite de deteccion en dos érdenes de magnitud.

Casi la totalidad de los trabajos consultados, incorporan materiales adicionales a las
superficies de los electrodos, independientemente del sistema de transduccion y
reconocimiento. Esto se debe principalmente a dos factores: incrementar la intensidad de la
sefal y reducir los potenciales necesarios para algunas determinaciones, por ejemplo la
oxidacién de la tiocolina. Los materiales mas comunes en la funcionalizacion de los
electrodos son materiales a base de carbono, particulas metdlicas, polimeros v,

frecuentemente, compdsitos que albergan combinaciones de cualquiera de los anteriores.

Comenzando con los materiales de carbono, se pueden encontrar nanotubos de carbono,
particulas de negro de carbon o compuestos de grafeno como Oxidos o redes
tridimensionales. En funcion de los resultados obtenidos por los investigadores, los
nanotubos de carbono parecen aportar fantasticas propiedades eléctricas a los biosensores.
Ya que todos los que utilizaron estos compuestos observaron incrementos de intensidad en
la sefial medida, parece que los nanotubos de carbono son excelentes conductores y

mejoran la transferencia de electrones entre el receptor y la superficie del electrodo.
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Profundizando en la estructura de estos nanotubos, se puede diferenciar entre nanotubos de
pared simple y pared multiple (SWCNT y MWCNT respectivamente). Considerando los
limites de deteccidn recogidos en la Tabla 8, parece que los SWCNT pueden aportar mayor
sensibilidad que los MWCNT.

En cuanto a las particulas metélicas se pueden encontrar nanoparticulas metalicas como las
nanoparticulas de oro y Oxidos metalicos. Ambas parecen mejorar la conductividad y
sensibilidad del dispositivo como los materiales de carbono. Sin embargo, debido a su
pequefio tamafio, pueden ser depositadas sobre otros materiales como nanotubos u éxido

de grafeno, incrementando la superficie sobre la que se pueden depositar las biomoléculas.

Los materiales poliméricos parecen estar muy presentes en la fabricaciébn de biosensores.
Son muchos los trabajos encontrados que polimerizan diversos materiales con el propdsito
de inmovilizar las biomoléculas, aportar una superficie aislante para aumentar la sensibilidad,
o recubrir algunos de los nanomateriales para conseguir uniones mas fuertes con el

electrodo, las biomoléculas o incluso con el analito.

En muchas ocasiones se consiguen mejoras de estos materiales mediante su combinacion.
En el caso de Zhang (2019) el efecto sinérgico del 6xido de grafeno, los atomos de plata y el
polimero consiguen no solo incrementar la transferencia de cargas sino aportar un ambiente

hidrofébico que beneficia la unién y actividad enzimética.

Destacar que no se observan diferencias en el uso de estos nanomateriales en funcion del

tipo de biosensor.

No solo aportan ventajas eléctricas mejorando la sensibilidad de los dispositivos, los
nanomateriales también aportan a la selectividad, pues reduciendo el potencial necesario se

pueden eliminar posibles interferencias en la deteccion.

Tras la caracterizacion de los dispositivos y la optimizacién de variables como el pH, el
grosor de la interfase, tiempo de incubacién, etc., casi todos los autores estudiaron la
aplicabilidad de su biosensor a la deteccién de los pesticidas escogidos en diferentes tipos
de agua. Todos coincidieron en que no existe efecto matriz, pues las pendientes de los
calibrados son comparables a las de disoluciones tampén sin contaminar, y obtuvieron
recuperaciones entre el 90% vy el 113%, demostrando que todos los métodos tienen una

adecuada exactitud para la aplicacion en muestras de agua.
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6. CONCLUSIONES

Como conclusiones finales a este trabajo podemos remarcar las siguientes:

Todos los biosensores electroquimicos estudiados han demostrado su utilidad para

la aplicacion a muestras de agua reales.

Entre los biosensores electroquimicos, los biosensores enzimaticos con deteccion
amperométrica son los biosensores por excelencia, apareciendo en la mayor parte
de los trabajos publicados. Esto es debido a su sencillez de fabricacién y manejo

junto con los buenos resultados ofrecidos en cuanto a sensibilidad se refiere.

La composicién de los electrodos es tan importante como la cantidad de componente
biol6gico, de tal manera que, variaciones en esa composicion, permiten obtener

dispositivos més eficaces desde el punto de vista analitico.

El empleo de superficies electrodicas modificadas con nanoparticulas de oro permite

desarrollar biosensores electroquimicos con mejores caracteristicas analiticas.

La correcta inmovilizacion del componente biolégico es esencial para mantener la

actividad del mismo y conseguir una buena estabilidad del dispositivo.

La tendencia observada en el nimero de publicaciones anuales hace pensar que en
un futuro cercano las mejoras que se lleven a cabo en este tipo de dispositivos los
convertiran en una mas que prometedora tecnologia para el analisis de pesticidas en

muestras de agua.
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