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RESUMEN

Es necesario el desarrollo de dispositivos y técnicas que permitan detectar pesticidas en
agua, para asegurar su consumo, por lo que en este trabajo de investigacion presentamos
un Biosensor de fibra Optica con sol-gel, para inmovilizacion de la enzima
Acetilcolinesterasa, utilizando un arreglo experimental que consiste de fibra dptica, un
diodo como fuente de luz, dispositivo para depositar capas de sol-gel, equipo de medicion
de potencia 6ptica y una computadora El proceso consistio en retirar el recubrimiento de
la punta de una fibra 6ptica, una zona de aproximadamente 1 cm que es la parte sensora
dando tratamiento de &cido fluorhidrico. Esta zona que es la parte sensora se recubre
con la enzima Acetilcolinesterasa aplicando la técnica sol-gel. Se hicieron pruebas a 10
ppm, 20 ppm y 30 ppm del pesticida diazinon y se evaluaron a 1, 2 y 3 capas de
acetilcolinesterasa en la fibra éptica. Los resultados muestran buena respuesta cuando

el biosensor consta de una fibra con 2 capas.

Palabras claves: Acetilcolinesterasa, biosensor, fibra 6ptica, pesticida, sol-gel.



ABSTRACT

It is necessary to develop devices and techniques that allow the detection of pesticides in
water to ensure its consumption, so in this research we present a sol-gel fiber optic
biosensor for immobilization of the enzyme Acetylcholinesterase, using an experimental
setup consisting of optical fiber, a diode as a light source, a device to deposit sol-gel
layers, optical power measuring equipment and a computer. The process consisted of
removing the coating from the tip of an optical fiber, an area of approximately 1 cm which
is the sensing part giving hydrofluoric acid treatment. This area, which is the sensing part,
is coated with the enzyme Acetylcholinesterase applying the sol-gel technique. Tests were
carried out at 10 ppm, 20 ppm and 30 ppm of the pesticide diazinon and were evaluated
at 1, 2 and 3 layers of acetylcholinesterase in the optical fiber. The results show a good

response when the biosensor consists of a fiber with 2 layers.

Keywords: Acetylcholinesterase, biosensor, optical fiber, pesticide, sol-gel.



| INTRODUCCION

La poblacién humana en crecimiento exponencial, con recursos limitados, ha ejercido una
intensa presion sobre el sector agricola, que, con el fin de lograr una alta productividad,
el uso de pesticidas se ha multiplicado por muchos (Dhull, et al., 2013).

Las aguas superficiales y especialmente las subterrdneas ubicadas en éareas de
agricultura intensiva son mas vulnerables a la contaminacion por pesticidas, lo cual es
una gran preocupacion si el agua se destina al consumo humano (Herrero, et al., 2013).
Algunos de estos pesticidas contienen compuestos toxicos organofosforados (OP) que
inhiben de forma irreversible la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en el
cuerpo humano y en los animales, lo que provoca una interferencia con la accién de los
organos vitales y, en ocasiones, paralisis respiratoria y/o muerte.

Ramirez (2018) menciona que los elementos que contienen los pesticidas dentro de
Su estructura quimica al ser aplicados continuamente y en forma excesiva a los
cultivos, llegan a generar un impacto dentro de un ecosistemay los componentes téxicos
pueden movilizarse a grandes distancias como residuos volatiles que pasan a la
atmésfera y regresan con la lluvia hacia nuevas areas o a través del suelo (escorrentia,
lixiviaciébn o lavado) por medio del agua de riego y lluvia para contaminar fuentes
de agua tanto superficial (rios, lagos y mares) como subterranea.

Si bien se reconoce que los pesticidas han contribuido a la produccion agraria a nivel
mundial permitiendo disponibilidad a ciertos alimentos y como menciona Martinez et al.
(2005) incrementandose el rendimiento de las cosechas elevando la calidad de los
alimentos, este progreso ha suministrado una gran cantidad de substancias quimicas de

alta agresividad contra los organismos dafinos pero cuyos efectos sobre el hombre y



equilibrio del ecosistema contintan siendo debatidos (Ferrer, 2003). Asi que, en este
caso, son parte del espectro mas amplio de productos quimicos industriales utilizados en
la sociedad moderna por las grandes compafiias del mundo como forma de recurso
econémico (Campos, 2020).

Ahora bien, pese a los beneficios sobre el rendimiento de los cultivos, el consumo de
alimentos y agua contaminados con estos pesticidas produce efectos negativos para la
salud debido a su neurotoxicidad. La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, siglas en
inglés) enumera los organofosforados como altamente toxicos para las abejas, la vida
silvestre y los humanos (Mulchandani, et al., 2001).

Estos se pueden clasificar por sus caracteristicas principales, una de ella es por su
clasificacion quimica, como los carbamatos, organofosforados piretroides vy
neonicotinoides, siendo estos los mas comunes utilizadas en la agricultura y el control de
plagas (Garud, et al., 2024).

Actualmente los pesticidas organofosforados (OP) siguen siendo un problema de salud
mundial debido a su intoxicacion aguda o crénica y su uso generalizado en la agricultura
en todo el mundo. (Maanaki et al., 2023).

La intoxicacién aguda por organofosforados constituye un problema de salud publica, ya
gue en la actualidad estos productos tienen una amplia aplicacion como pesticidas en las
zonas agricolas, provocando la muerte de cientos de personas al afio por la exposicion
ocupacional, accidental o intencional, en su mayoria trabajadores agricolas, por el uso
inadecuado del equipo de proteccibn como la vestimenta y la maquinaria para la
realizacion de estas labores (Saborio et al, 2019).

Jiménez y Leon (2009), mencionan que el analisis de la mayoria de los contaminantes

quimicos implica no solo mecanismos invasivos, sino complejas etapas de tratamiento y
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procesamiento de la muestra, con técnicas instrumentales de alto costo, mientras que los
controles microbiolégicos estan sujetos a procedimientos en el tiempo y obtiene
resultados, en algunos casos, cuando el alimento ya se ha consumido. 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 afios (Royano,
2020).

Debido a sus excepcionales capacidades de rendimiento, facilidad de operacion y trabajo
en el sitio, se han desarrollado numerosos biosensores para el biomonitoreo de diversas
muestras ambientales para la evaluacion de pesticidas en todo el mundo. (Morales et al.,

2019).

Estos son dispositivos que utilizan un elemento biolégico sensible, para obtener
informacion del ambiente que los rodea. Este elemento, conocido como biomediador o
biorreceptor, puede estar conformado por organelos celulares, células completas,
enzimas, anticuerpos, etc., que tengan la capacidad de cambiar su comportamiento,

como reaccion a un agente externo (Verma y Bhardwaj, 2015).

La naturaleza de la interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito constituye
el factor determinante para la seleccion del sistema de transduccion, entre estos se
destacan los sensores de fibra Optica u optodo, caracterizados por tener inmovilizado en
sus extremos el elemento de reconocimiento y el elemento de deteccion, asi mismo la
presencia de marcadores que permitan detectar cambios entre el analito y el elemento

de reconocimiento y difundirlos a través de la fibra (Jiménez y Ledn, 2009).



Existe la necesidad del desarrollo de métodos y técnicas para la deteccion de residuos
de pesticidas, que esos sean simples, sensibles, de bajo costo de desarrollo, ya que es
un tema importante para garantizar la seguridad al momento del consumo de agua y

alimentos.

Los biosensores basados en la inhibicion de enzimas son herramientas analiticas utiles
para la deteccion rapida de inhibidores, como los organofosforados y los carbamatos
(St&pankova y Voréakova, 2016).

Los biosensores basados en inhibicion (AChE) han surgido como herramientas simples,
rapidas y ultrasensibles para el analisis de pesticidas en el monitoreo ambiental, la
seguridad alimentaria y el control de calidad (Shekhar et al., 2012).

En el biosensor AChE, el electrodo de trabajo se prepara mediante la unién de la enzima
en diferentes soportes. Los soportes pueden ser matrices, electrodos serigrafiados,
semiconductores como puntos cuanticos (QD), nanomaterial, etc. (Pundir y Chauhan,
2012).

El sol-gel es uno de los soportes importantes que se pueden utilizar para la inmovilizacion
de enzimas. Este tipo de inmovilizacién presenta una técnica facil de realizar y permite
una fabricacion sencilla del electrodo en el que la enzima, los mediadores y los aditivos
pueden colocarse simultdneamente en la misma capa (Stépankova y Voréakova, 2016).
Las aplicaciones potenciales de los biosensores 6pticos sol-gel cubren una amplia gama
de analitos y entornos biolégicos (Ligler y Rowe, 2002).

Se necesitan herramientas sélidas y desplegables en el campo para la deteccion in situ
de pesticidas OP en alimentos y agua (Maanaki et al.,, 2023). La tecnologia de

biodeteccion cumple estos requisitos y se ha empleado a gran escala para la deteccion



(Pundir et al., 2019). El uso de sol-gel para desarrollar nuevos biosensores ha recibido
gran atencion debido a sus caracteristicas y versatilidad.

Por ello se propone desarrollar un biosensor de fibra 6ptica basado en la encapsulacion
por sol-gel de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), utilizado para detectar pesticidas
organofosforados (OP) en el agua, donde el principio de deteccion del biosensor se basa

en la inhibicion de la enzima por el pesticida organofosforado (OP).



I ANTECEDENTES

En los ultimos afos, un estimulo clave para el desarrollo de biosensores Opticos ha sido
la disponibilidad de fibras y componentes optoelectronicos de alta calidad. La selectividad
del elemento de deteccidon biologica ofrece la oportunidad para el desarrollo de
dispositivos altamente especificos para el analisis en tiempo real de mezclas complejas

(Velasco y Mottram, 2003).

El primero que se desarrollé fue un sensor enzimatico para determinar la concentracion
de glucosa en sangre, a través de la reaccion catalizada por la glucosa oxidasa. Este
biosensor fue disefiado por Clark y Lyons en 1962, acoplando la glucosa oxidasa a un
electrodo selectivo de oxigeno (Clark y Lyons en 1962, como se citdé en Belefio, 2019).
En 1975 el biosensor tuvo una evolucion en cuando Divis sugirido que una bacteria podia
usarse como elemento de reconocimiento en electrodos microbiales para medir alcohol
(Divis, 1995).

En 1994 Dzydevich et al.,, crearon biosensores conductimétricos basados en
colinesterasas para la deteccidn sensible de pesticidas. Se fabricaron microbio sensores
conductimétricos desechables basados en la inmovilizacién de acetil y butirilcolinesterasa
(BUChEs) en electrodos interdigitados. Las enzimas se inmovilizaron mediante
reticulacion con albimina de suero bovino y se registro la salida diferencial entre el par
de electrodos cubiertos con la membrana enzimatica y el par cubierto solo con
albumina. Sobre la base de estos biosensores, se desarrollé un ensayo bioquimico para
pesticidas en liquidos.

En 2002, Andreescu et al, evaluaron el desempefio analitico de

tres biosensores serigrafiados con acetilcolinesterasa (AChE) disefiados para la
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deteccidn de pesticidas. La bioencapsulacion de la enzima en un compuesto sol-gel y la
inmovilizaciéon por afinidad de quelato metalico se compararon con el atrapamiento de la
enzima en un polimero fotopolimerizable.

Por su parte, Rendon (2012) en su tesis “Biosensor de fibra dptica microestructurada por
la técnica sol-gel” presenta los principios basicos del funcionamiento de un biosensor
usando la técnica sol-gel. De igual forma, se muestra la metodologia para construir un
biosensor de fibra dptica fotdnica o microestructurada, basado en el principio de
transmitancia, eligiendo la fibra optica por su facil manejo, inmunidad a interferencia
electromagnética, tamafio compacto, y bajo costo. Explora la posibilidad de usar fibra
Optica fotonica, rellena con un material sensible a variaciones de pH mediante la técnica
sol-gel.

Long et al, (2023) construyeron un sensor electroquimico portatii basado en
acetilcolinesterasa (AChE), el cual consistio en un electrodo de carbén serigrafiado
(SPCE) y un potenciostato en miniatura para la deteccion rapida de pesticidas
organofosforados (OP) en campo.

Los investigadores han informado que los biosensores enzimaticos basados en AChE
son la herramienta mas prometedora para el analisis del nivel de pesticidas, para

controlar la toxicidad y para la conservacion del medio ambiente. (Dhull et al, 2013).



Il MARCO TEORICO

3.1 Contaminantes en el agua

Un agua esta contaminada cuando se ve alterada en su composicion o estado, en
ocasiones como consecuencia de la actividad humana, quedando menos apta para el
uso al que va destinada (Miranda, 2019).

Guadarrama y colaboradores (2016) mencionan algunos de los principales
contaminantes:

e Los agentes patdgenos: bacterias, virus y parasitos.

e Los desechos que requieren oxigeno: algunos desperdicios pueden ser
descompuestos por bacterias que usan oxigeno para biodegradarlos. Cuando
existen grandes poblaciones de estas bacterias pueden llegar a agotar el oxigeno
del agua, matando toda la vida acuética.

El aumento de la temperatura disminuye la cantidad de oxigeno en el agua, vulnerando
la supervivencia de los organismos acuaticos. Cabe mencionar que la industria es una
enorme fuente de contaminacion del agua, que produce contaminantes que son

extremadamente perjudiciales para las personas y para el medio ambiente.

3.2 Pesticida

El término pesticida tiene un significado relativamente amplio, ya que incluye a todas las
sustancias capaces de destruir y/o prevenir las acciones de animales, vegetales, hongos,

microorganismos o virus susceptibles de causar dafios (Trenc, 2001).
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Se clasifican en funcidon de algunas de sus caracteristicas principales, como son la

toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su uso (L6pez,1993 como se

menciona en Ramirez y Lacasafia, 2001).

3.2.1 Clasificacion quimica de los pesticidas

Doménech (2004) menciona que de las distintas clasificaciones que se realizan sobre

plaguicidas, la de mayor interés sanitario es la correspondiente a su estructura quimica,

ya que ésta determina en gran medida su incidencia en el organismo humano,

clasificandolos de la siguiente manera:

Organoclorados: Se utilizan como insecticidas y herbicidas. Son posiblemente los
mas persistentes y los de peor fama, fundamentalmente por el Dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), compuesto prohibido en gran parte del planeta, pero que
todavia se utiliza por su eficacia y bajo coste. Otros activos conocidos de este
grupo son el lindano, metoxiclor, atracina, aldrin, dieldrin y simazina.
Organofosforados: Fundamentalmente insecticidas, presentan una toxicidad mas
selectiva que los anteriores y son menos persistentes, por lo que han sustituido en
gran parte a aquéllos. Los mas conocidos son paration, malatiébn, metidation,
fenitrotion o diazinon.

Carbamatos: Utilizados como insecticidas domeésticos y agricolas, herbicidas y
fungicidas son menos toxicos que los anteriores. Pertenecen a este grupo
carbofuran, dimetoato, moban, propoxur, etc.

Piretrinas: Después de los organoclorados, son los menos utilizados en nuestro
pais. Uno de sus compuestos, el pelitre, es posiblemente el primer insecticida de

la historia. Hay piretrinas naturales y sintéticas, estas Ultimas denominadas
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piretroides. Tienen la ventaja de una rapida degradacion y escasa acumulacion en
los organismos.

e Otros compuestos: Hay gran cantidad de compuestos organicos e inorganicos
utilizados como plaguicidas, fundamentalmente como herbicidas y fungicidas,
como triazinas, anilinas, derivados de azufre, mercurio y arsénico.

Pueden ingresar al cuerpo de una persona de diferentes maneras, pudiendo ser a través
de las vias respiratorias, la boca o piel, y cuya exposicion se da en forma de particulas
de polvo, agua o vapor (Campos, 2020).

3.3 Pesticida organofosforado

Se encuentran ampliamente extendidos en la actualidad ya que son utilizados tanto en el
medio laboral (agricola y no agricola) como en el doméstico, en diversas industrias,
medicina e incluso como armamento quimico (Carod, 2002). Es muy frecuente la
intoxicacion por estos productos al actuar sobre la enzima acetilcolinesterasa de las
terminaciones nerviosas, produciendo la fosforilacién de ésta, la pérdida de la funcién de
la enzima conlleva a la acumulacion de la acetilcolina en las uniones colinérgicas
neuroefectoras, en las uniones mioneuronales del esqueleto y en los ganglios autbnomos
(produciendo efectos muscarinicos y nicotinicos, respectivamente) y también en el
sistema nervioso central (Delgado et al., 2008). Entre los principales insecticidas usados
en nuestro pais que son altamente toxicos, se encuentran los organofosforados (OF)

como el diazinén y malation (Valdez, 2007).
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3.4 Enzima acetilcolinesterasa

Esta enzima fue descubierta en 1920, y desde entonces, es una de las mas estudiadas
por sus grandes funciones fisiolégicas (cataliticas y no cataliticas), su centro activo y su
mecanismo de accion (Estrada, 2020).

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima del grupo de las hidrolasas que esta
presente en la mayoria de los seres vivos, localizada generalmente en el sistema nervioso
y en los musculos. Esta enzima es la responsable de la regulacion de la concentracion
de la acetilcolina (ACh), un neurotransmisor involucrado en la sinapsis colinérgica en el
sistema nervioso, que permite la transmision de la sefial nerviosa en el sistema nervioso
central y periférico (Yolima, et al., 2016).

Los vertebrados presentan dos tipos de colinesterasas: acetilcolinesterasa o
colinesterasa verdadera (AChE) y butirilcolinesterasa (BChE o BuUChE), también llamada
pseudocolinesterasa, colinesterasa plasmatica o sérica (Massoulié y Toutant ,1988, como

se cita en Lopez et al., 2018).
3.5 Inhibidores de la acetilcolinesterasa

El estudio de inhibidores de esta enzima es un campo de estudio sumamente importante
para el testeo de nuevos compuestos con actividad plaguicida. La mayoria de los
principios activos presentes en los pesticidas actuales se basan en la inhibicién de esta
enzima (Rodriguez, et al., 2018).

Los organofosforados (OP) y los carbamatos tienen una amplia variedad de aplicaciones,
mas comunmente como pesticidas, utilizados para erradicar plagas agricolas o controlar
poblaciones de vectores portadores de enfermedades (King y Aaron, 2015). Estos

pesticidas son las toxinas mas comunes en los alimentos y el agua, debido a su uso
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generalizado en la industria agricola para mantener la salud y el rendimiento de los
cultivos en todo el mundo (Maanaki et al., 2023).

Ciertos compuestos organofosforados, conocidos como agentes nerviosos, se han
empleado en incidentes de terrorismo y guerra quimica. Ambas clases inhiben las
enzimas acetilcolinesterasa (AChE), lo que provoca una acumulacién excesiva de
acetilcolina en las terminales nerviosas. Los efectos téxicos de los OP y los carbamatos
difieren con respecto a la reversibilidad y los efectos subagudos y cronicos (King y Aaron,

2015).
3.6 Inmovilizacién de la enzima acetilcolinesterasa por sol-gel

La inmovilizacion de enzimas dentro de matrices producidas por el proceso sol-gel es una
técnica muy ventajosa, ya que preserva la actividad enzimatica y evita la lixiviacion de la
enzima y pequefias moléculas de mediadores electronicos hacia la solucion, al contrario
de lo que ocurre cuando mas frecuentemente, con peliculas delgadas o membranas que

contienen estos mismos materiales inmovilizados (Alfaya y Kubota, 2002).
3.7 Fibra optica

Una fibra Optica (FO) es una guia de onda dieléctrica cilindrica a través de la cual se
propaga la onda de luz. La FO tiene un nucleo central con indice de refracciéon nly una
capa de recubrimiento exterior llamada cubierta cuyo indice de refraccion es n2 menor
a nl. El indice de refraccion cuantifica la velocidad de propagacion de una onda en un
medio en relacion a la velocidad de la luz en el vacio (Gonzélez, 2020). La estructura
basica de una fibra Optica, tiene un ndcleo central, un revestimiento y un recubrimiento

externo para proteger y reforzar la fibra.
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Revestimiento (cladding)

Nucleo

Recubrimiento externo (coating)

Figura 1 Estructura basica de la fibra 6ptica (Renddn, 2012)
3.8 Sensor
Un sensor es un dispositivo que detecta y mide diferentes tipos de variables fisicas o
quimicas, como la temperatura, la luz, la distancia, la presién, el sonido etc. Las
transformaciones en sefiales eléctricas que pueden ser procesadas y analizadas por otro

dispositivo (Ramirez, et al., 2024).

Segun Bustamante (2001) los sensores constan de tres partes: una terminal sensible,
elemento de reconocimiento del sistema que responde selectivamente a los cambios que
se producen en el analito objetivo, un transductor encargado de transformar las
variaciones detectadas por el anterior en sefiales fisicas, amplificadas y procesadas a

continuacion por un sistema electrénico.

3.9 Biosensor

Un biosensor es un dispositivo de analisis conformado por un elemento biolégico de
reconocimiento (célula, tejido, receptor, acido nucleico, enzima, ribozima o anticuerpo,
entre otros), o nanomateriales (nanoparticulas, nanocompuestos), materiales inteligentes
0 compuestos biomimeéticos (aptameros, polimeros de microporosidad intrinseca, sondas

de acidos nucleicos), asociado a un mecanismo que garantiza la deteccion e

15



interpretacion de la variacion de propiedades Opticas, fisicoquimicas, eléctricas, entre
otras, obtenida de la interaccién entre el analito y el dispositivo analitico (Turner y
Newman,1998).

Los elementos biolégicos antes mencionados funcionan como elementos de
reconocimiento, es decir, entran en contacto directo con el compuesto quimico que nos
interesa detectar (Ilamado analito), generando un cambio particular que otro componente
del sensor, el elemento transductor, convierte en una sefial facilmente medible. En
algunas ocasiones, entre el elemento de reconocimiento y el transductor se establece un
tercer componente: una interfase para amplificar mas la sefial o hacer mas estable el
dispositivo. En la figura 1 se esquematiza un biosensor con los componentes basicos que

lo integran (Torres y Méndez, 2014).

interface
Analito J :
— // ——
‘ — & Transductor} Detector

Elemento de

jonocﬁ

Catalitico Afinidad
-Células -Anticuerpos
-Enzimas -Proteinas
-Tejidos -Receptores
-Acidos nucleicos

-Optico
-Acustico
-Electroquimico
-Piezoeléctrico
-Magnético
-Calorimétrico
-Mecanico

Figura 2. Representacion esquemética de un Biosensor (Torres y Méndez, 2014).

Entre los distintos tipos de biosensores destacan aquellos en los que la monitorizacion
del analito se basa en el principio de inhibiciébn enzimatica, en los que se mide la actividad
antes y después de la inhibiciéon. (Amina, et al., 2006, como se menciona en Marques y

Yamanaka, 2008).
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Dependiendo del tipo de inhibidor estudiado, asi como del proceso de inhibicidn a seguir,
el biosensor puede utilizarse para diversas determinaciones. Si el agente inhibidor realiza
un proceso reversible hacia la enzima, el sensor puede ser reutilizado, previo tratamiento
especifico de la capa biolégica inmovilizada, regenerando la capacidad catalitica del
biosensor. Si el inhibidor ejerce una inhibicidn irreversible, el sistema tiene la limitacion
de utilizar s6lo una carga enzimatica especifica para ser procesada por el sensor, ya que,
con la inactivacion total de esta carga, el biosensor ya no presenta el proceso analitico a
monitorear (Marques y Yamanaka, 2008).
El biosensor 6ptico basado en enzimas puede ser construido empleando una fibra optica
o un haz de fibras Opticas, como plataforma para el elemento de reconocimiento bioldgico,
y funciona como un transductor para la sefial resultante (por ejemplo, absorbancia,
guimioluminiscencia, fluorescencia, etc.) (Kulkarni y Karve, 2020).
Marazuela y Moreno (2002) mencionan que las enzimas son los componentes biolégicos
mas utilizados de los biosensores de fibra Optica. Las principales razones son:

e El gran niumero de reacciones que catalizan.

e La posibilidad de detectar una amplia gama de analitos (sustratos, productos,

inhibidores y moduladores de la actividad catalitica).
e Los diferentes principios de transduccién que pueden ser utilizado para detectar el

analito de interés.
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3.10  Sol-gel

El proceso sol-gel parte de una mezcla de alcéxidos, agua y disolvente a la que se agrega
un catalizador. Es entonces cuando se desencadenan las reacciones de hidrolisis y
condensacion que resultan en la formacion de una dispersion o suspension de particulas
coloidales discretas (1-100 nm) en una fase liquida llamada Sol (Hench,1990 como se
menciona en Salas 2014), donde un sol es una dispersion de particulas coloidales en
fase liquida que son suficientemente pequefias para permanecer suspendidas por
movimiento Browniano (Gonzalez et al., 2000).

Salas (2014), dice que a medida que contindan produciéndose estas reacciones,
aumenta la viscosidad de la disolucion hasta la formacion de una matriz rigida y porosa
llamada gel (figura 3). El estado gel se considera esencialmente como una dispersion en
la cual las interacciones atractivas entre los elementos que componen la fase dispersa
son lo suficientemente fuertes para que la totalidad del sistema se transforme en una
estructura rigida, formando un sélido polimérico o coloidal, en funcion de la fase dispersa.
Después de un proceso de secado a temperatura ambiente, se obtiene un gel con un
mayor grado de secado, en el que la fraccion liquida (disolvente) se ha eliminado en

condiciones normales de presion y temperatura (xerogel).
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Figura 3. Etapas del sol-gel (Borrell, 2018).

Inicialmente, el proceso sol-gel producia sélidos, vidrios, fibras épticas, objetos grandes
como espejos o lentes formados con precisién a baja temperatura, siendo esto su mayor
ventaja comparado con los métodos de obtencion tradicionales (Ramirez et al, 2010).

En la actualidad este proceso ha emergido como una plataforma prometedora para la
inmovilizacién, estabilizacién y el encapsulamiento de moléculas bioldgicas tales como
enzimas, anticuerpos, microorganismos y una gran variedad de farmacos (Salvador,

2013).

Provee una metodologia para dirigir y controlar la composicién, homogeneidad,
microestructura, tamafo de particula, porosidad, area superficial y grado de dispersion
de materiales ceramicos, vitreos y compuestos durante su sintesis a partir de precursores
moleculares (Carballo y Galindo, 2001). Se clasifica dentro de los Illamados
procedimientos suaves de sintesis de materiales, muchas veces con base de éxidos

metalico (Ramirez et al., 2010).
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Las reacciones en el proceso sol-gel dependen de varios parametros (Betancourt et al.,
2019) por ejemplo:

e Composicion y concentracion de los precursores (alcoxido y solvente)

Cantidad de agua adicionada, tipo y concentracion del catalizador usado

Aditivos adicionales como desecantes

e Secuencia en la cual los componentes son adicionados
e Tiempo de mezcla, tiempo de afiejamiento
e Condiciones de mezclado (eficiencia de la mezcla, agitacion por ultrasonido,

atmosfera) y temperatura.

3.10.1Etapas del proceso sol-gel

Hidrolisis y condensacion:

Este proceso consiste basicamente en la formacion de redes compuestas por elementos
inorganicos obtenidos a través de dos reacciones quimicas simultdneas que son la
hidrélisis y condensacion, éstas se inician a partir de una solucibn homogénea de
alcéxido, solvente, agua y un catalizador, este ultimo puede o no, ser usado, y lo anterior

depende basicamente del tipo de material y su aplicacion final (Ramirez et al., 2010).

Las reacciones de hidrolisis y condensacion conducen al crecimiento de grupos que
eventualmente chocan y se unen formando un gel. Los geles a veces se definen como
fuertes o débiles segun si los enlaces que conectan la fase sélida son permanentes o
reversibles.

Danks y colaboradores (2016) en su articulo, “La evolucion de la quimica “sol-gel” como
técnica de sintesis de materiales” explican el proceso de la hidrolisis y condensacion de
la siguiente manera:
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La hidrolisis da como resultado la sustitucion de un grupo alcoxi por un hidroxilo con un
estado de transicion pentacoordinado tanto en el acido (esquema 1), como en la

base, sistemas catalizados (esquema 2).

>
RO RO OR OR
ROLE s N/ & § JOR
/‘\, Si— OR = HQ +esee §j oo OR = HO—Sj +ROH + H*
H,O: / H H | H
RO OR OR
Esquema 1. Hidrdlisis catalizada por acido de alcéxidos de silicio.
- ¥
RO RO OR OR
RO s \/ & £ LOR
/\\» §—OR = |HOwwwSi-OR| & HO—si”  +RO"
HO™ Ro/ | \OR
OR

Esquema 2. Hidrdlisis catalizada por bases de alcéxidos de silicio.

Dependiendo de las condiciones y de la relacién Si/Hz20, se puede hidrolizar mas de un
grupo alcoxi:

Si(0)4 + n H20 - Si(0)4 —n(OH)n + nROH

La velocidad de cada paso de hidrélisis depende de la estabilidad del estado de
transicion, que a su vez depende del poder relativo de extraccion o donacion de
electrones de los grupos —OH frente a —OR. El resultado es que los pasos sucesivos de
hidrolisis se vuelven progresivamente mas lentos en condiciones acidas y mas rapidos

en condiciones basicas.
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La condensacion sigue un patrén similar, siendo catalizada por un acido, como se

muestra en el Esquema 3 o0 una base, acorde al Esquema 4.

1
RO RO RO OR RO OR
RO RO RO % & N/ & RO % f ,OR
RO ’_/\\}SI—OH = \Si—a --------- Si e EH =2 N5—o—s” +H,0 + H*
Si— OH |
RO RO OR RO OR
RO
Esquema 3. Condensacion catalizada por &cido de alcéxidos de silicio.
1
RO RO RO OR RO OR
RO RO % RO % s N/ & RO : : JOR
RO % / T—Si—OH = Si— Qe SjeeOH | 2 Si—O0—Si +OH”
N -
Si—O0 / | \
/ RO RO &R RO OR
RO

Esquema 4. Condensacion catalizada por bases de alcéxidos de silicio.

y dando como resultado la formacion de enlaces siloxano (o0 enlaces metaloxano para
otros metales). La progresion de la condensacion depende del grado de hidrdlisis que ya
se ha producido, ya que se requiere un grupo silanol en al menos un centro de silicio. Si
la hidrolisis se completa antes de que ocurra el primer paso de condensacion, el producto
resultante (OH) 3 Si—O-Si(OH) 3 dispone de 6 sitios para posteriores pasos de
condensacion. Esto se observa en condiciones basicas, donde los pasos de hidrélisis se
vuelven progresivamente mas rapidos. Mdultiples pasos de condensacién dan como
resultado pequefios aglomerados altamente ramificados en el 'sol' que eventualmente se
reticulan para formar un gel coloidal.

En condiciones acidas, donde el primer paso de hidrdlisis suele ser el mas rapido, la

condensacion comienza antes de que se complete la hidrdlisis. La condensacion ocurre
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a menudo en los silanoles terminales, lo que da como resultado estructuras en forma de
cadena en el sol y geles en forma de red.

3.10.2Precursores
La quimica sol-gel se origina con la hidrdlisis y condensacion de alcoxidos metalicos,
aungue también puede ocurrir entre especies metalicas hidratadas (Danks et al., 2016)
Los precursores (reactivos de partida) son un alcéxido de formula quimica tipica R-O-M,
los cuales son compuestos que presentan un ion metalico (u otro cation) representado
por la letra M, una molécula de oxigeno representada por la letra O y un grupo alquilo R
(Betancourt et al., 2019).
Existen dos tipos de precursores, segun menciona Arraiza (2022):
1. Precursores organicos: son los que se emplean en mayor medida. Es a este grupo al
que pertenecen los alcéxidos metalicos. Estos presentan un elevado grado de
reactividad.
2. Precursores inorganicos: pertenecen a este grupo las sales metélicas los silicatos o
los aluminatos, entre otros.
Los precursores mas empleados son los de silicio, pues presentan una elevada velocidad
en la reaccién quimica. De este modo, es posible variar los parametros de la reaccion
durante el proceso.
Los dos alcoxidos de silicio mas empleados para realizar la sintesis de silice son el
tetraetil ortosilicato (TEOS), Si(OCzHs)4, y el tetrametil ortosilicato (TMOS), Si(OCHa)a, el
primero es el mas empleado (Huaman, 2021).
La hidrdlisis sucede cuando TEOS y agua se mezclan en un mismo disolvente, que

generalmente es el etanol debido a que el agua y el TEOS no son solubles entre si,
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apareciendo separacion de fases liquidas, mientras que si son miscibles las mezclas

TEOS+etanol y agua+etanol (Medina, 2010).
3.1 Aplicaciones del sol-gel

Segun Gonzales y colaboradores (2000), en su investigacion “Vidrios SiO:2
nanocompuestos preparados por sol-gel: revisién” dicen que las aplicaciones del proceso
sol-gel se derivan de las diferentes formas obtenidas directamente del estado gel (ej.
monolitos, peliculas, fibras y polvos) combinado con el facil control de la composicion y
la microestructura 'y aunado ademas a las bajas temperaturas involucradas en el proceso.
Segun la forma, algunas de las aplicaciones incluyen:
Monolitos: componentes oOpticos, superaisladores transparentes y vidrios de muy baja
expansion térmica.
Fibras: refuerzos en compasitos y textiles refractarios
Peliculas delgadas y recubrimientos: es posible encontrar aplicaciones para producir
recubrimientos 6pticos, protectores o porosos.
Compoaositos: produccion de geles con materiales anfitriones como, particulas metélicas u
organicas.

3.12 Depésito de sol-gel

La aplicacion de peliculas delgadas por procesos sol gel se realiza principalmente por
inmersion (Dip coating), aunque también existen otros procesos como lo menciona
Betancourt y colaboradores (2019):

3.12.1Rotacional (Spin coating)
Esta técnica basa su funcionamiento en la deposicidbn de pequefias cantidades de

solucion en la superficie de un sustrato, mientras gira a alta velocidad, de forma tal que
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la solucién se dispersa por accion de la fuerza centrifuga, formando una pelicula liquida
homogénea. La solucion evapora rapidamente el solvente y las moléculas del 6xido se
depositan sobre el sustrato. El espesor de la pelicula es una funcién que depende
directamente de las variables: velocidad de rotacion, la viscosidad, el contenido de
solvente y sus propiedades al evaporarse. (Betancourt et al., 2019). No obstante, la
evaporacion final de la pelicula generalmente se lleva a cabo mediante tratamiento

térmico, el objetivo principal de la evaporacion es retirar el exceso de solvente (Medina

et al., 2009).
Q\\Q\ L Al
PrZZ 777 =
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3. Spin off 4. Evaporacion

Figura 4. Representacion del proceso de depdésito de peliculas por el método de rotacién (Ramirez,
2009).

Dicho procedimiento involucra cuatro pasos, de los cuales, los tres primeros (depésito,
spin up y spin off) ocurren en orden secuencial, mientras que el cuarto (evaporacion)
ocurre durante todo el proceso de preparaciéon y es el principal mecanismo de
adelgazamiento de la pelicula al final del proceso (Kamalasanan,1996, como se

menciona en Medina et al., 2009).
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3.12.2Inmersion (Dip coating)

En la técnica de inmersion (Dip) la pieza que se ha sumergido previamente para
recubrirla, se extrae de la solucion en condiciones estacionarias de modo que se forme
sobre el sustrato una capa de espesor uniforme; esta pelicula se solidifica posteriormente
sobre el vidrio por reaccion en una atmosfera apropiada entre 400° y 500°C (Dislich y
Hussmann 1981, como se menciona en Duran, 1986). El espesor de la pelicula depende
directamente de la velocidad de retraccion del sustrato y la viscosidad de la solucion,
siendo bajas velocidades las apropiadas para obtener peliculas delgadas de espesor
aproximado entre 0,3 y 3 ym, y rugosidad entre 60 y 690 nm (Arraiza, 2022).

Para Arraiza (2022) el proceso de creacion de este tipo de recubrimientos consta de cinco
etapas que se realizan de manera consecutiva. En primer lugar, el material que se desea
recubrir se sumerge verticalmente en la soluciéon previamente creada (1. Inmersion). A
continuacion, una vez el material ha sido completamente introducido en la solucion, se
extrae (2. Comienzo). Conforme el material es extraido de la solucion, la capa delgada
se deposita en él (3. Deposicion). Cuando se extrae en su totalidad, se drena el exceso
de solucion (4. Drenaje). Finalmente, se evapora el solvente del liquido, dando lugar a la
capa delgada definitiva (5. Evaporacion). La duracion de cada intervalo y demas
pardmetros de interés son establecidos y modificados de acuerdo con el objetivo

buscado. La técnica es una de las formas de aplicaciéon de los recubrimientos sol-gel.
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Figura 5. Representacion del proceso de deposito de peliculas por el método de inmersion (Segura,
2019).

3.12.3Aspersion (Spray)
Esta técnica de aplicacion consiste en un proceso de aspersion o atomizacion vertical de
una solucion liquida estacionaria o en movimiento lineal, en donde un haz de fluido
impulsado por aire comprimido se fragmenta en gotas dispersas que luego impactan

sobre un sustrato (Betancourt et al., 2019).

Solvent vessel

Airbrush

. Substrate

Figura 6. Representacion del proceso de depdésito de peliculas por el método de aspersion (Segura,
2019).

Compressed
air tank

La atomizacion ocurre cuando existe la diferencia de presion del atomizador, provocada

por una fuerza exterior, generalmente un gas como el nitrégeno. El uso de esta técnica
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estd indicado para sustratos con recubrimientos que demandan alta calidad y
uniformidad, también es posible utilizarla para superficies no planas y de tamafio muy
reducido, lo cual ha permitido el uso de esta técnica para la deposicion de material en

superficies 3D y con estructuras complejas (Segura, 2019).

3.12.4Pantalla o serigrafia (Screen)
El proceso se realiza sobre una malla de material tejido (es decir, malla de acero o fibra
sintética) que ha sido pegada en un bastidor. El area de la malla que se mantiene abierta
con un determinado patrén, se llena con una solucién de revestimiento que es forzado a
entrar en la malla con una rasqueta de goma, poniendo en contacto la malla con el
sustrato y luego estirado linealmente forzando asi a la solucion atravesar las aberturas

de la malla (Bafio, 2017).

Areas sbiens llens
Mowvimiento de pasta

Rasqueta

de goma
Marco

/
Pellcula impresa

- /
. /
Real A o

Figura 7. Representacion del proceso de depdsito de peliculas por el método
de pantalla (Kreps 2009, como se menciona en Bafio, 2017).

Es una técnica que practicamente no ocasiona pérdidas de la solucion de recubrimiento
durante la impresién, pues el bastidor recorre la pantalla a una velocidad constante y al

realizar la aplicacion retrocede para repetir el procedimiento (Betancourt et al., 2019).
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IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo

Disefiar un biosensor de fibra Optica por la técnica sol-gel, utilizando la enzima

acetilcolinesterasa (AChE), para detectar pesticidas organofosforados (OP) en agua.

4.2 Objetivos especificos

¢ Investigacion documental de las caracteristicas de la enzima AChe y métodos de
inmovilizacion.

e Caracterizar en el laboratorio las distintas matrices de sol-gel incorporando la
enzima AChe.

e Diseflar un arreglo de fibra éptica que puede ser por transmision para
implementarlo en el biosensor.

e Realizar pruebas con el biosensor con soluciones a distintos valores de

concentracion de un pesticida organofosforado.

V HIPOTESIS

Un biosensor de fibra Optica que utiliza a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) como
indicador, inmovilizada en una matriz de sol-gel, puede ser Util para detectar pesticidas

organofosforados (OP) en agua.
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VIMETODOLOGIA

Se realiz6 una revision bibliogréfica, con la finalidad de tener un panorama de las distintas
investigaciones y que resultados han obtenido sobre biosensores basados en la AChe,
asi mismo obtener las bases necesarias al desarrollar este proyecto de investigacion.

Arreglo experimental

Se optd por un arreglo experimental por transmision, como se observa en la figura 8
instalado en el laboratorio de sensores e ilustrado en forma de diagrama en la figura 9,
compuesto por:

e Diodo como fuente de luz de 420nm a 5 mW de potencia.

e Dispositivo de inmersion desarrollado con un software, LABVIEW 2010 y un

servomotor marca POLOLU 250:1 micro metal gearmotor.
e Equipo de medicion de potencia éptica marca THOR LABS.
e Una computadora que recibe y procesa los datos usando el software THOR LABS

PM320.

Figura 8. Arreglo experimental por transmision.
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Controlador M;:f;; de Computadora para
de corriente P obtener datos
Diodo LED O
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Fibra optica
Muestra
Parte sensora

Figura 9. Diagrama del arreglo experimental.

De igual manera fue necesario utilizar una cortadora de fibra (figura 10) y una
empalmadora (figura 11) para la union de la fibra éptica, que una se conecta al emisor y

el otro extremo al receptor.

Figura 10. Cortadora de fibra Figura 11. Empalmadora de fibra éptica
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6.1 Solucion sol-gel
Para la preparacion Sol-gel se utilizé Tetraetilortosilicato (TEOS), etanol como solvente

comun del precursor, acido clorhidrico (HCI) y agua destilada como se muestra en la tabla

1.

Tabla 1. Materiales para hacer solucién sol-gel.

MATERIAL CANTIDAD

Vaso de precipitado de 20 ml 2

Pipeta de 10 ml 2

Jeringa de 1ml 2

Agitador magnético 1

Acido clorhidrico 3x103 ml

Etanol 10 mi

Agua destilada 5ml

TEOS 20 ml

Parafilm 2 tiras de 5x5
cm

Basado en la metodologia de Gonzalez (2015), en un vaso de precipitado de 20 ml se
vertié de una pipeta graduada 3.3 ml de TEOS (Tetraetilortosilicato), mas 2 ml de etanol,
cabe mencionar que, para el caso del disolvente, se hizo una disminucioén de la cantidad
propuesta para evitar estimulacion de la actividad de la AChE (Cabezas, Campoy y

Vidal,1992).

Posteriormente se coloco en una parrilla magnética agitado a una velocidad de 650 rpm
por un por 25 min, cubriendo el vaso con parafilm (figura 12). Una vez concluido el tiempo,
se le agregd 0.53 ml de agua destilada junto a 0. 001 ml de acido clorhidrico (HCI), y se
agité por 30 min, pasando este tiempo se incorporé la enzima y se dejo nuevamente

agitando por 20 min mas a 650 rpm.
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StableTemp

Figura 12. Preparacion de la solucion sol-gel.

Antes de agregar la enzima AChe, se realizaron pruebas con la solucion sol-gel para
observar la formacion de las matrices, se usaron 3 portaobjetos cada uno de ellos a
diferentes capas de la solucién (1, 2 y 3 capas) por medio de la técnica de inmersiéon (Dip
coating).

6.1.1 Tratamiento con acido fluorhidrico a la fibra dptica

Se utilizé una fibra 6ptica multimodo, con un ndcleo de 105/125 ym de didmetro con
apertura numérica de 0.25. Se cortaron tramos de 15 cm y se procedi6 a dar tratamiento.
Fue necesario primero eliminar la parte del recubrimiento de la fibra (figura 13), en la
parte central del tramo, 1 cm aproximadamente, esto se realiz6 con una desforradora.
Posterior a ello se le dio un tratamiento con acido fluorhidrico que este es un método
donde tiene un efecto agresivo sobre la superficie de los vidrios como mencionan

Fernandez (1985).
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Figura 13. Eliminacion del recubrimiento en la fibra optica.

El tratamiento (figura 14) se llevo a cabo por 5 minutos y 30 segundos con la finalidad de

llegar hasta el nacleo y posteriormente revestirlo con la soluciéon sol-gel.

Figura 14. Tratamiento de la fibra éptica.

6.2 Preparacion de la AChe

Esta enzima se disuelve en tampdn Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 como lo menciona en la ficha

tecnica del producto, dando como resultado una disolucion transparente.
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Para obtener este tampon se necesité un acido, Trizma hydrochloride y una base, Base

Trizma obtenidos de Sigma-Aldrich (figura 15), asi ambos mantengan el pH a 7.5.

Se utiliz6 500 ml de agua destilada para cada reactivo, para obtener la cantidad de
producto se utilizé la siguiente formula:
Concentracion a 20 mM=PM x V x M

Donde: PM = peso molecular, V = Volumen, M =Molaridad

Figura 15. Trizma hydrochloride y base trizma.

6.3 Deposito de sol-gel con la enzima AChe en la fibra optica

Se depositd sol-gel, con la enzima AChe ya incorporada, sobre la fibra 6ptica, cubriendo
la parte sin revestimiento o donde el nicleo esta expuesto, como se observa en la figura

16. Los depdsitos se hicieron a diferentes capas (1,2 y 3 capas).
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Figura 16. Deposito de sol-gel en la fibra optica.

6.4 Pruebas con pesticida Organofosforado

Con la finalidad de obtener rangos donde el biosensor pueda tener mejores respuestas,

se realizaron pruebas con diferentes concentraciones de pesticida, que para esta

investigacion fueron el malation y diazinon ya que son pesticidas organofosforados.

Inicialmente las pruebas se hicieron solo con la fibra dptica con el nlcleo expuesto, sin

sumergirlo en sol-gel. Posteriormente se hicieron las inmersiones en sol-gel sin la enzima

(AChe) para obtener un resultado base con respecto a una solucién sol-gel incorporando

la enzima. Asi mismo las pruebas sirvieron para determinar que pesticida presentaba

mejor respuesta éptica y elegir uno.

Tabla 2. Determinacion del pesticida a utilizar.

Fibra optica + pesticida diazinon
Fibra optica + pesticida malation
Fibra 6ptica + sol-gel+ pesticida
diazinon
Fibra 6ptica + sol-gel+ pesticida
malation

Mayor respuesta
Mayor respuesta
Mayor respuesta

Mayor respuesta
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Una vez realizadas las pruebas iniciales se procedio a probar el biosensor con el inhibidor
que en este caso fue el pesticida diazinon (figura 17), se utilizaron gotas de
aproximadamente 0.5 ml, en un intervalo de 30 segundos de diferencia entre cada gota,

gue en total fueron 5.

Figura 17. Prueba del biosensor con pesticida.

Se utilizé 50 ml de agua destilada en un vaso de precipitado el cual se coloc6 en una
parrilla magnética. El biosensor fue colocado en el aparato de inmersion, y se inicio la
medicion de potencia Optica de la siguiente manera:

30 segundos al aire libre, seguido se sumergié en agua por el mismo tiempo. La etapa
de inhibicién inicié a partir de agregar 0.5 ml de diazinon y se procedio a agitar, asi se

realiz6 4 veces con intervalos de 30 segundos.
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VIl RESULTADOS

71 Formacion de matriz sol-gel

Se realizo la solucion por la técnica sol-gel y se coloco en porta objetos con la finalidad
de observar su morfologia al microscopio. Se utiliz6 el método de inmersién para
depositar la solucion sol-gel en el porta objetos ya que como se menciona anteriormente
esta técnica hace que se forme sobre el sustrato una capa de espesor uniforme. Como
se muestra en las figuras 18, 19 y 20, se obtuvieron matrices a diferentes capas (1, 2y 3
capas), se puede observar la formaciéon de la matriz sélida porosa (sol-gel) que permite
la retencion de la enzima dentro de estas cavidades lo que dara paso al pesticida para
su deteccion, pero no el de la enzima al exterior como lo menciona Cebrian (2020). Las
enzimas tienen mejor actividad tiempo de vida mas largos que las enzimas libres, debido
a que la movilidad dentro de la matriz es restringida evitando la desnaturalizacién, asi

como la degradacion (De Santiago, 2014).

Figura 18. Matriz sol-gel, 1 inmersion. Figura 19. Matriz sol-gel, 2 inmersiones.
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Figura 20. Matriz sol-gel, 2 inmersiones.

En la figura 19 (2 capas) y 20 (3 capas) se puede observar que el portaobjetos tuvo mejor
recubrimiento, quiere decir que a medida que se acumulan las capas es mas notoria la
formacién de la matriz, a diferencia de la figura 18 que se le colocé 1 capa.

7.2 Tratamiento de la fibra 6ptica con &cido fluorhidrico

Para un tramo de 15 cm de fibra éptica, se realizé el tratamiento con acido fluorhidrico en
la parte intermedia, con la finalidad de retirar el recubrimiento y dejar el nlcleo expuesto
con longitud de 1 cm, sumergiéndola por 5 minutos y 30 segundos. En la figura 21 se
puede observar el desgaste que el acido ha producido, al disminuir el diametro hasta
90.12 um ya que originalmente el diametro de la fibra es de 125 um, esta disminucion se
debe a que el acido a corroido la superficie del vidrio tal como menciona Fernandez
(1985). Con esto se comprueba que se ha desgastado hasta el nucleo de la fibra dptica,

ya que el nacleo tiene de diametro 105 pum.
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Figura 21. Disminucion del didmetro de la fibra éptica.
7.3 Prueba de Fibra optica con el pesticida diazinon

Se realizé una primera prueba de la fibra 6ptica con tratamiento en &cido fluorhidrico, sin
sumergirlo en Sol-gel. El pesticida a utilizar fue el diazindn, ya que después de hacer
pruebas, en comparacion con el pesticida malation fue el que presentd mejor respuesta
Optica. En la figura 22 se puede observar en la gréfica un ligero cambio de intensidad

Optica, debido a los cambios de indice de refraccién de la sustancia.
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Figura 22. Grafica de sefal de potencia 6ptica de fibra dptica con pesticida diazinon.

7.4 Prueba de Fibra 6ptica con Sol-gel y pesticida diazinon

La siguiente prueba se realiz6 con la fibra Optica tratada con acido fluorhidrico agregando
1 capa de sol-gel, con la finalidad de tener una base de comparacién del antes y después
de usar la enzima. Se puede observar en la figura 23 que el rango de medicién de
potencial 6ptico va disminuyendo conforme se va colocando el pesticida diazinon.
Cuando se agrega de 10 ppm hasta 30 ppm de pesticida hay una caida de intensidad

gue va de 850 nW hasta los 250 nW, teniendo una diferencia de 600 nW.
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B Sol-gel sin enzima AChe, 1 mmerswoml
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Figura 23. Gréfica de sefal de potencia 6ptica de fibra éptica con sol-gel y pesticida diazinén.

7.5 Gréafica comparativa de Fibray Sol-gel con enzima AChe

como detector vs Fibra con Sol-gel sin enzima AChe 1 capa.

Después de las pruebas antes mencionadas se procedio colocar la enzima en sol-gel con
la finalidad de que quedara dentro de las cavidades de la matriz como menciona Cebrian
(2020). Se utiliz6 una longitud de onda de luz de 420 nm ya que es el rango en el que se
obtuvo una mejor medicién. En 50 ml de agua destilada se fueron afiadiendo 10 ppm de
pesticida cada 30 s por 5 veces. Como podemos observar en la figura 24, se comparan
dos lineas, la roja representa a la fibra 6ptica con sol-gel sin la enzima y la linea azul
representa a la fibra éptica con sol-gel y la enzima AChe incorporada. En el caso de la
linea azul la primera medicidn se realiza cuando el biosensor esta sumergido en agua,
se observa que la potencia Optica mide arriba de 2.5 uW, al agregarle las primeras 10
ppm la potencia Optica disminuya a menos de 1 pW. Al tener 20 ppm de pesticida
organofosforado hace otra reaccion al disminuir la intensidad a menos de 500 nW hasta

cuando se tienen 30 ppm se va acercando a 0 donde nos indica que hasta ese punto el
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biosensor ya esta saturado de pesticida y que la enzima inmovilizada ha disminuido su
actividad como mencionan Tecles, Martinez y Ceron (2001). A diferencia de la linea roja
donde no se agrego6 la enzima AChe se observa con menos pendiente al momento de ir
agregando el pesticida que oscila entre 1 yW hasta los 500 nW. Esta prueba se realizo

con una sola capa de sol-gel.

3.0p A -mFibra y Sol - gel con enzima AChe como detector
—&— Fibra y Sol - gel sin enzima AChe

2.5p o

2.0p 4

1.5p o

1.0p

Potencia optica (W)

500.0n - ==

0.0 .

Figura 24. Grafica comparativa.

7.6 Fibray Sol-gel con enzima AChe como detector vs Fibra
con Sol-gel sin enzima AChe 2 capas.

Bajo las mismas condiciones que en la figura anterior se mencionan, se realiz6 una
grafica comparativa del antes y después de incorporar la enzima AChe a la matriz sol-

gel. Para este caso la prueba se realizo a dos capas (figura 25).

En comparacion con la figura 24 podemos observar que el biosensor al sumergirlo en
agua, la potencia optica se muestra en 3.7 pW aproximadamente. Conforme se va
agregando el pesticida se va viendo la respuesta de reaccion de inhibicion de la enzima

disminuyendo gradualmente. Cuando se agregan las 30 ppm del pesticida el biosensor
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no pierde su actividad de respuesta en comparacion con la grafica de la figura 24 donde
se recubre con una sola capa de sol-gel. Para el caso de la linea roja donde no hay

enzima, ésta se muestra con menos pendiente y la linea mas horizontal a la azul.

4 .5p

=m—Fibra y sol - gel con enzima AChe como detector
—&—Fibra y sol - gel sin enzima AChe

4 Oy ~

3.5u <

3.0p 4

2.5y

Potencia optica (W)

2 0y +

1.5y

ppm
Figura 25. Gréfica comparativa.
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VIl DISCUSION DE RESULTADOS

En la figura 26 se muestra una comparacion entre 4 curvas caracteristicas las cuales son
resultado de la prueba del biosensor en distintas condiciones sumergido en pesticida
diazindn. En la curva “a@” se tiene solamente la fibra éptica a la cual se le retiro el
recubrimiento y una parte del nucleo. Se observa que se tiene el efecto del cambio de
indice de refraccibn entre la parte del nudcleo y la muestra. Un cambio de
aproximadamente de 1.57 (indice de refraccidon del nucleo) a una disminucién de 1.33
para la muestra con diazinon. A medida que el indice de refraccion de la muestra va
disminuyendo conforme se agrega el pesticida, existe mayor absorcion Optica y la

potencia que se mide disminuye, aunque no de forma estable, considerando esto solo

como un efecto de la fibra.

Al depositar sol-gel en la fibra se forma una especie de recubrimiento, en respuesta a
esto se tiene una sefal de salida como se observa en la curva “b” los cambios son
minimos y solo existe una disminucion de la sefial que se debe a la existencia de poros
en la matriz de sol-gel. Es en esos poros en donde se lleva a efecto la absorcion de la
sefial cuando se incluye algun tipo de indicador, como en este caso la enzima AChe

(curva c).

En la curva “c” la inclusion de la enzima AChe en la matriz de sol-gel (una capa) provoca
que la absorcion ¢ptica se lleve a cabo y se tiene una disminucion al pasar de una
concentracion de 0 a 10 ppm. Después, se observa que la respuesta del sensor
disminuye a medida que cambia la concentracion del pesticida. Esto es debido a que solo
existe una capa de sol-gel y eso provoca que el sensor se “lave” lo cual significa que la

enzima desaparece y con ello la absorcion oOptica.
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En la curva “d” se tiene los resultados del biosensor cuando se depositan dos capas de
sol-gel junto con la enzima AChe. Se observa que la respuesta es mas estable, esto
debido a que existe un mayor espesor de la matriz y con ello se tiene mas cantidad de la

enzima lo cual mejora la absorcion Optica para mas concentracion del pesticida.

3.0 .Ou
a - fibra optica con nucleo expuesto
*, b - fibra optica con sol - gel sin enzima AChe
c - fibra optica con una capa de sol - gel y enzima AChe
2.5 d - fibra optica con dos capas de sol - gel y enzima AChe 3.5
°
— 2.04 ° -
= a Bou 2
(W) c >
S *, Q.
(@) ® o
@) -— o
S 1.04 d o o
g —2 =
- " U oy
500.0n] \*
[ ]
%.
*
0.0 1-54
0 5 10 15 20 25 30
ppm

Figura 26. Grafica comparativa en 4 condiciones del biosensor.

Se considerd hacer el depésito del biosensor en tres capas de sol-gel como se muestra
en la figura 27, donde se observa que hay una caida de intensidad que va de 4.4 uyW a
4.3 uW, esto debido a que los poros estan saturados por las capas de sol-gel lo que
impide el paso del pesticida para su deteccion. Esto significa que el biosensor en estas
condiciones ya no presenta buena resolucion entre mediciones, lo que puede dar lugar a
errores o traslapes. Aun asi, si se tratara de un biosensor en el cual solo funcionara en
dos estados, es decir, presencia de pesticida o no, si puede funcionar utilizando un
fotodetector con alta resolucion.
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De los resultados que se obtuvieron se comprob6 que solo para un depdsito de dos capas

la respuesta del biosensor es buena.

4.4p [Emfibra optica con tres capas de sol - gel y enzima AChe 1

4 4y

4.4y

4.3p

43y

Potencia optica (W)

4.3y

| |
43y \

43

0 5 10 15 20 25 30
ppm

Figura 27. Gréafica del biosensor con tres capas de sol-gel.
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IX CONCLUSIONES

En la presente investigacion se tuvo como resultado un biosensor de fibra Optica
utilizando como la parte sensible organica, a la enzima acetilcolinesterasa, teniendo como
resultado una herramienta prometedora para la deteccibn de pesticidas
organofosforados, que para esta investigacion fue el diazinon esto es basado en el
principio de inhibicion enziméatica al entrar en contacto con los activos presentes del
pesticida, llevando a detectar cuando estas sustancias quimicas se encuentran en el
agua. Se eligieron dos pesticidas organofosforados, que son utilizados comunmente para
eliminar plagas, el diazinon y malation, eligiendo al pesticida diazinon ya que los

resultados mostraron mayor respuesta optica en su medicion.

El mantener la estabilidad de las enzimas por medio de la inmovilizacion es de suma
importancia para mejorar las capacidades de deteccion y que sean una herramienta
confiable al momento de obtener resultados. En este caso la inmovilizaciéon de la enzima
fue mediante la técnica sol-gel, la cual tiene ventajas, ya que estos componentes
biol6gicos quedan retenidos dentro de las cavidades de la matriz lo que evita su pronta

desnaturalizacion o degradacion.

El depdsito de sol-gel se realizé por la técnica de inmersion (Dip coating) resultando ser
una de las mejores opciones para este tipo de investigacion ya que permite que la parte
expuesta de la fibra Optica sea recubierta por completo y se formen capas delgadas
controlando su espesor de acuerdo a las necesidades de la investigacion. Se realizaron
pruebas a 1, 2 y 3 capas de sol-gel concluyendo que a 2 capas se obtiene una mejor
respuesta optica, debido al espesor que retiene a la enzima, alargando su vida util,

obteniendo resultados de mejor absorcion Optica en comparacion con 1 y 3 capas. El
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arreglo experimental utilizado fue por transmisién, debido que no se cuenta con el equipo

necesario para realizar un arreglo por reflexion.

Cabe mencionar que el biosensor no es reutilizable, lo cual significa que solo una vez se
puede utilizar ya que hasta ese punto el biosensor ya esta saturado razon por la cual la
enzima pierde su actividad sensora que para este caso fue probado a una concentracion

maxima de 30 ppm.
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