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Resumen

Este trabajo explora el uso de un biosensor enzimatico amperométrico, como una herramienta de analisis
capaz de determinar la concentracién de clorpirifos en leche cruda de vaca, comparado en paralelo con los
resultados obtenidos con la técnica de cromatografia de gases. Se utilizd como elemento hiolégico la enzima
acetilcolinesterasa, la cual fue inmovilizada sobre electrodos de diferente material de tipo pantalla impresa
(screen printed) mediante el método de union cruzada (cross linking). Se determiné las constantes cinéticas
de la enzima tanto libre como inmovilizada. Se realizé la validacién de la técnica para la cuantificacion de
clorpirifos mediante cromatografia de gases, varios parametros de optimizacion fueron valorados para el uso
del biosensor y se realizd la validacion de este como herramienta para detectar clorpirifos en leche. Este
trabajo concluye que el biosensor amperométrico es una herramienta Util para la determinacion cualitativa de
clorpirifos en leche en tiempo real.
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Detection of Chlorpyrifos in Milk using an Amperometric
Biosensor based on Acetylcholinesterase

Abstract

This work explores the use of an enzymatic amperometric biosensor, as an analysis method capable of
determining the concentration of chlorpyrifos in raw cow's milk, compared in simultaneous runs with the results
obtained with the gas chromatography technique. The enzyme acetylcholinesterase was used as a biological
element, which was immobilized on electrodes of different material of the screen-printed type by the cross-
linking method. The kinetic constants of the enzyme, free and immobilized, were determined. Validation of the
technique for the quantification of chlorpyrifos by gas chromatography was performed, several optimization
parameters were evaluated for the use of the biosensor and the validation of this as a tool to detect chlorpyrifos
in milk was done. This paper concludes that the amperometric biosensor is a useful tool for the qualitative
determination of chlorpyrifos in milk in real time.

Keywords: cholinesterase; biosensor; chlorpyrifos; amperometry; milk, electronic prototype.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas han sido usados para el control de plagas en la agricultura y a plagas que afectan de manera
directa al ser humano (Whitford et al., 2009). En Colombia, el Clorpirifos es un insecticida muy usado en la
proteccion de cultivos, pastos para ganado y sitios urbanos. El clorpirifos actia como un inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa lo que produce acumulacién del neurotransmisor acetilcolina en las sinapsis mediadas por
este, tanto en los insectos como en los mamiferos, afectando directamente el sistema nervioso central (Buck,
etal., 1981), (Rodriguez et al., 2013). La exposicion de los animales al clorpirifos se presenta mayormente al
fumigar los pastos, quedando residuos del plaguicida en las plantas y en el suelo, de donde puede ingresar a
los animales por la boca, los pulmones y la piel (Ferri et al., 2014). Después de ser ingerido, pasa rapidamente
de los intestinos al torrente sanguineo, el cual lo distribuye al resto del cuerpo (Buck, et al., 1981), (Rodriguez
et al., 2013). En rebafios lecheros el mal uso del clorpirifos puede conducir a la produccién de leche con
residuos del plaguicida (Morales et al., 2010).

Colombia es un pais altamente lechero, cuya produccion en el afio 2015 fue de aproximadamente tres mil
doscientos ochenta y seis millones (3,286 millones) de litros al afio (Asoleche, 2017). El clorpirifos, ademas
de ser empleado en los cultivos también es usado para fumigar los pastos para la ganaderia. Por esta razon,
el clorpirifos debe ser monitoreado en la leche para garantizar al consumidor un producto inocuo para la salud
de las personas. Segun la organizaciébn mundial de la salud (OMS), la concentracion limite permitida de
clorpirifos en leche de vaca para no afectar la salud humana es de 0.02mg/L (Food Standars FAO/WHO,
2013). Las técnicas mas utilizadas para la deteccién y cuantificacion del clorpirifos en alimentos son la
cromatografia liquida de alta eficiencia y la cromatografia de gases. Estas técnicas de analisis requieren de
procedimientos con largos tiempos de preparacion de las muestras. Estas técnicas son inviables para ser
usadas en el campo donde se tiene el ganado.

Recientemente, los biosensores han emergido como complemento a las técnicas tradicionales de analisis.
Estos emplean un material biolégico (una enzima, un tejido, un anticuerpo, etc.) como elemento principal de
sensado. En la literatura, se han reportado aplicaciones en los campos: médico (Hernandez et al., 2011)
(Montafiez et al., 2011), espacial (Cano et al., 2011), seguridad alimentaria (Lavecchia et al., 2010) y
proteccion ambiental (Scognamiglio et al., 2009). Los biosensores se han empleado como como herramientas
de andlisis capaces de detectar la presencia de clorpirifos en leches en tiempo real (Scognamiglio et al., 2012)
(Silleti et al., 2015) lo que es una gran ventaja para la industria lechera, ya que permite rechazar leches en el
mismo hato que tengan presencia de clorpirifos.

En este trabajo se describe el desarrollo de un biosensor basado en la enzima acetilcolinesterasa para la
deteccion de clorpirifos directamente en hatos lecheros. Este tipo de sensor ha sido reportado en la literatura
cientifica pero poco explorado en aplicaciones practicas en Colombia y Latinoamérica. Mediante el uso del
biosensor se logra detectar concentraciones de clorpirifos por debajo del valor exigido por la OMS (20 ug/L)
como una alarma al incumplimiento de la normatividad exigida en la industria de alimentos y especificamente
en la industria lactea. Trabajos similares logran detectar concentraciones de pesticidas organofosforados por
encima de 1000 ug/L (Rodriguez et al., 2013; Morales et al., 2010) lo que no aporta mucha importancia a la
hora de cumplir con los parametros de calidad. Se realiza una descripcién y comparacién de diferentes
tratamientos para la inmovilizacién del biomediador, la cual no se encuentra reportada en trabajos similares
(Scognamiglio et al., 2012), (Arduini et al., 2013) (Rodriguez et al., 2013) y es necesaria para el exitoso
desarrollo del biosensor.

Se realizé una verificacién del funcionamiento del biosensor segun la norma SANTE 11945/2015 (poco
reportada en articulos sobre biosensores) y una comparacién con la técnica analitica de la cromatografia
gaseosa. Esta comparacion permite concluir la utilidad del biosensor para la deteccién cualitativa (mas no
cuantitativa) para la deteccion del plaguicida. Adicionalmente se presenta un dispositivo electronico movil,
pensado para el funcionamiento en campo, con capacidades de interaccion con dispositivos celulares via
bluetooth, el cual permiti6 el desarrollo y validacion del biosensor asi como su futura aplicacion en entornos
reales.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente se describe el prototipo electrénico desarrollado para la medida amperométrica. Luego se
describen los procesos relacionados con el biomediador, como son la caracterizacion de la enzima libre, la
inmovilizacion, la verificacion y optimizacion de su funcionamiento. Finalmente, se describe la técnica de
cromatografia de gases que sera comparada con el biosensor.

Se desarrollé un prototipo (Figura 1) para realizar medidas de amperometria y voltametria ciclica sobre un
sensor impreso (SPE — Screen Printed Electrode) de tres electrodos. El prototipo es de bajo costo, portable,
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facil de operar y esta pensado para permitir la medida en campo de la contaminacién en hatos lecheros. El
prototipo cuantifica la sefial bioquimica producida en la reaccién enziméatica dada sobre el electrodo
previamente inmovilizado y utilizado en las pruebas de inhibiciéon y de optimizacién. Para el desarrollo se
tuvieron en cuenta las consideraciones de disefio electrénico necesarias para garantizar la integridad de las
pequefias sefales involucradas en la medida amperométrica (Cano et al., 2014).

Las principales caracteristicas del dispositivo son: 1) Conexién directa de sensores impresos tipo SPE de la
serie DROPSENS; 2) Dos tipos de medida: Voltametria ciclica y cronoamperometria; 3) Potencial de 6xido-
reduccion configurable entre -1000mV a +1000mV, con resolucién de 1mV; 4) Rango de medida de corriente
configurable entre +/-7uA, +/-70uUA, +/-700nA; 5) Variacion de voltaje cada 0.5 segundos para la voltametria
ciclica; 6) Alimentacion desde baterias o desde puerto USB del computador; 7) Posibilidad de comunicacion
de datos via USB para uso en laboratorio o via Bluetooth para uso en campo por medio de dispositivos
smartphone — tablet. 8) Aplicacion para computador o APP para celular que permiten el control del dispositivo
y la recoleccion de datos.

Micro USB
Microcontrolador
Bluetooth Radio @

Potensiostato
Medida de corriente

Conector SPE

Fig. 1: Izquierda, modelo 3D del prototipo desarrollado con sus principales componentes. Derecha, fotografia del prototipo
durante las pruebas del biosensor.

La actividad enzimatica de la enzima libre se determiné segin el método usado por Eliman et al (1960). Las
soluciones preparadas fueron: Buffer fosfato 0.1M; pH 8; Acetiltiocolina (Acetylthiocholine chloride SIGMA,
referencia: A5626) para realizar una curva de concentraciones de 0.1mM, 0.15mM, 0.25mM, 0.3mM, 0.4mM,
0.5mM, 0.7mM, 0.85mM, 1.0 mM; Acetilcolinesterasa 0.01mg/mL (SIGMA, referencia: C3389); DTNB 0.01M
(5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic Acid) SIGMA, referencia: 322123). Las soluciones fueron preparadas con agua
desionizada. La actividad enzimatica se hizo con un espectrofotémetro a una longitud de onda de 416nm. La
preparacion final para la lectura fue de la siguiente manera: 500uL DTNB + 500uL Sustrato + 950 pL Buffer
fosfato + 50 pL Enzima o 1000 pL Buffer fosfato, en el caso del blanco no lleva enzima. Para la evaluacién de
la inhibiciébn enzimatica se us6 0,02mg/L de clorpirifos a diferentes concentraciones de sustrato (las mismas
utilizadas para la determinacion de la actividad cinética sin inhibicién), cuyo procedimiento para la lectura
mediante espectrofotometria fue 500uL DTNB + 500uL Sustrato + 900 pL Buffer fosfato + 50 uL Enzima + 50
pL clorpirifos 0 950 uL Buffer fosfato, en el caso del blanco no lleva enzima. La lectura se hizo por triplicado y
se realiz6 un blanco por cada ciclo de actividad enzimatica.

Para la determinacién de la velocidad de reaccion se empled la ecuacion 1.

I AAbs *VexF

mmo -

Vel rxn ( * min) = 1)
L exl*xenz

En esta ecuacion, Ve es el volumen total del ensayo (mL), F es el factor de dilucién de la enzima, € es el
coeficiente de extincién molar del croméforo y [ es la longitud de la celda en cm por donde pasa el haz de
luz. La Velocidad méaxima y la constante de Michaelis-Menten (km) fueron determinadas mediante la
representacion de Linewaver-Burk, segun la ecuacion 2.

km 1

_ 4 )

1
vV Vvmax [S] Vmax

La Inmovilizacién del elemento biolgico (acetilcolinesterasa) se llevéd a cabo en la superficie del electrodo de
trabajo mediante la técnica de cross-linking. Se emplearon Albumina de suero fetal Bovino (BSA) 5% - 6%
(Albumin bovine serum SIGMA, referencia: A4503); Glutaraldehido (GA) 1-2.5% (Glutaraldehyde solution
SIGMA, referencia: G5882); Acetilcolinesterasa 10U-100U. La inmovilizacién se evalud en diferentes tipos de
electrodos con cuatro tratamientos: Tratamiento 1: GA 2.5%; BSA 6%; 100U AChE; Tratamiento 2: GA 2.5%;
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BSA 6%; 10U AChE; Tratamiento 3: GA 1%; BSA 5%; 100U AChE; y Tratamiento 4: GA 1%; BSA 5%; 10U
AChE

Para los tratamientos 1 y 2, la mezcla se prepar6 con la siguiente relacién: 5uL BSA + 5uL GA + 10 pL AChE.
Se tomaron 5L de la mezcla y se adicionaron sobre el electrodo de trabajo. Para los tratamientos 3 y 4, la
mezcla se prepard con igual cantidad de BSA, GA y AChE. Se tomé 2 uL de la mezcla resultante y fueron
adicionados sobre el electrodo de trabajo. Los electrodos se dejaron enfriar a 4°C durante 24h y almacenados
en solucion Buffer 1M, pH 8 a una temperatura de 4°C por un periodo de tiempo hasta de 15 dias. Cada vez
que se realizé la lectura, la enzima se activd a una temperatura de 28°C. Los cuatro tratamientos fueron
evaluados con electrodos de carbono (Dropsens, referencia: 110), oro (Dropsens, referencia: 220BT), platino
(Dropsens, referencia: 550), y los tratamientos uno y dos fueron evaluados en electrodos de carb6n con
potencializadores: carbén con azul de Prusia (Dropsens, referencia: 710) y carbén con ferrocianuro
(Dropsens, referencia: F10). Para cada tipo de electrodo se realiz6 por triplicado Voltametria ciclica con un
barrido de voltaje de -1000mV a 1000mV, durante 5 ciclos y con una variacion de lectura de 20mV cada 0.5
segundos. Todos los ensayos amperométricos se realizaron con una concentracion de sustrato de 5mM.

Para hallar la mejor respuesta del biosensor segun la concentracion de sustrato, se realiz6 un barrido de
voltaje desde -1000mV a 1000mV con 5 ciclos y una variacion de 20mV cada 0.5s, por triplicado con diferentes
concentraciones de sustrato (ImM, 3mM, 5mM, 8mM, 10mM) en los electrodos de carbono, carbono-azul
Prusia y carbono-ferrocianuro. Los ensayos de inhibicién del biosensor se realizaron en agua, leche cruda y
en leche descremada para evaluar el efecto de la grasa en la medida mediante cronoamperometria. El
biosensor como una herramienta de deteccién del clorpirifos en leche fue validado segun los criterios
reportados en la guia SANTE 11945/2015.

El porcentaje de inhibicién fue determinado segun la ecuacioén 3.

Ia—1b

%I = x 100 3)

Enlaecn. (3), Ia es el valor de la corriente registrada de la actividad enzimatica para el sustrato, Ib es el valor
de la corriente registrada de la actividad enzimatica una vez adicionado el inhibidor.

La verificacion de los resultados con el biosensor se hizo mediante comparacién por cromatografia de gases
acoplada a un detector de espectrometria de masa (CG/EM). La técnica fue validada segun los criterios
reportados en la guia SANTE 11945/2015. El pretratamiento de la muestra (clorpirifos) se realizé con el
método QUEChERS, reportado en la AOAC 2007.01, usando: acetonitrilo al 1% con acido acético, sales de
extraccion (6 g MgS0O4 + 1.5 g NaC2Hs0z2), cartucho de limpieza (SPE) (50 mg PSA + 50 mg C18 + 150 mg
MgS04). Se tomd una alicuota de muestra pretratada para el analisis por CG/EM, usandose una columna
HP-5MS Ul (Medianamente polar), longitud de 30 m, diametro de 0.250 mm y capa de 0.25 um. El gas de
arrastre fue helio.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacion de la actividad cinética se realizé mediante espectrofotometria tanto para la enzima libre sin
inhibidor como para la enzima libre con inhibidor; para conocer su influencia en el comportamiento de la
actividad cinética.

En la figura 2 se muestra el resultado para el seguimiento de la formacién de Tiocolina, procedente de la
reaccion de la Acetiltiocolina en presencia de acetilcolinesterasa (sin inhibidor), durante un intervalo de tiempo
de 16 minutos. La hidrdlisis de la acetiltiocolina por la accion de la acetilcolinesterasa genera como productos
de reaccion la Tiocolina y el acetato. La tiocolina liberada reacciona con el cromoforo DTNB, dando lugar a la
formacioén del acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB2), compuesto de color amarillo, siendo el valor maximo de
absorbancia a una longitud de onda de 412nm (Rodriguez et al., 2013)(Tecles et al. 2000). La tasa de
aparicién de este producto de reaccién es mayor conforme aumenta la actividad enzimatica existente en la
muestra. A medida que aumenta la concentracion de sustrato también incrementa la actividad enzimatica. A
la concentracién de sustrato correspondiente a 0.4mM todos los valores de la absorbancia durante los 16
minutos evaluados se encuentran por debajo de la unidad, cumpliendo la ley de Lamber-Beer. Segun los
resultados (figura 2), la medida de actividad enzimética con una concentraciéon de 0.5mM de acetiltiocolina
después de los 12 minutos no es confiable, pues sobrepasa el valor de la unidad para la absorbancia. Se
presenté rapidamente una saturacidon de la enzima, a las concentraciones de acetiltiocolina de 0.7 mM,
0.85mM y 1.0 mM. Para hallar las constantes cinéticas tales como Vmax y km, se tomé los valores de la
absorbancia entre 0 y 10 minutos en el rango de concentracion de sustrato de 0.1 a 0.5 mM. A partir de estos
datos se realizd la representacion de Linewaver-Burk. Se obtuvo una ecuacion de la recta correspondiente a
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y= 0.0203x + 0.0008, interpretando esto mediante la ecuacién 2, el valor de Vmax para la enzima
acetilcolinesterasa fue 1250 pumol/min y el km fue 2.54E-05 M/min
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Fig. 2: Actividad enzimética de la acetilcolinesterasa a diferentes concentraciones de sustrato.

Los resultados para la determinacion de la actividad enzimatica de la enzima libre con inhibidor arrojaron una
ecuacion de la recta segun la representacion de Linewaver- Burk y = 0.0361x + 0.1721. Mediante la ecuacion
2 se deduce que los valores de Vmax(i) y km(i) son respectivamente 5.810 pmol/min y 2.098E-07 M/min. Para
la enzima libre con inhibidor, km(i) es mas pequefio, lo que significa que la afinidad que presenta la enzima
por el inhibidor es mayor a la presentada por el sustrato.

Tanto el valor de la velocidad méxima de reaccion (Vmax) como el de la constante de Michaelis (Km),
disminuyen para el caso de la enzima con inhibidor, lo que indica que el inhibidor, en este caso el clorpirifos,
se une al complejo ES (enzima-sustrato) e interfiere en la formacién del producto, produciendo una
disminucién en ambas constantes cinéticas. El tipo de inhibicién se denomina incompetitiva 0 acompetitiva,
en donde el inhibidor se une a un punto diferente del sitio activo de la enzima (Voet et al., 2007). La adicion
del inhibidor produce una disminucion en el valor de Vmax lo que indica que la enzima tarda mas tiempo en
realizar su funcion catalitica.

La constante de inhibicion (Ki) fue 5.70E-08 M, que se determiné mediante la ecuacion 4.

km [I]
Ki

km(i) = km + (4)

Donde [l]= corresponde al valor de la concentracion de clorpirifos utilizado en M (5.70E-08). El valor de ki
encontrado es muy bajo, lo que representa que el inhibidor es potente y la uniéon que este realiza en el
complejo ES es fuerte, por ende, dificulta que la reaccion sea reversible.

Con respecto a la inmovilizacion de elemento biolégico, los tratamientos 1 y 2 fueron evaluados en los
electrodos de carbono, platino, oro, carbono-azul de prusia, carbono-ferrocianuro, y los tratamientos 3y 4 se
evaluaron en los electrodos de carbono, platino y oro.

La voltametria ciclica se realizd con el fin de encontrar el voltaje éptimo de oxidacion de la tiocolina sobre
cada tipo de electrodo, evaluando en cada uno la inmovilizacibn enzimética con los cuatro tratamientos
aplicados. Segun el material del electrodo de trabajo, la tiocolina, producto de la hidrélisis de la acetiltiocolina,
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se oxida en la superficie del electrodo a un voltaje caracteristico, lo que conlleva a un aumento de la corriente
de salida. En la voltametria ciclica dicho aumento de corriente se observa como un pico que indica la actividad
enzimatica (Andreescu y Marty, 2006). En la figura 3 se muestra la forma caracteristica del pico
correspondiente a la actividad enzimatica. De la misma gréfica se puede obtener el valor del voltaje (eje x) y
la corriente que se alcanza (eje y) en la presencia del pico, determinando de este modo el valor del voltaje
en donde se oxida la tiocolonila sobre el electrodo de trabajo.

< 30
9
T
‘= 20
@]
O

-10097 400 200 800 1000

Voltaje mV

-30

Fig. 3: Gréfica representativa de la Voltametria ciclica con presencia de actividad enzimatica.

En los ensayos realizados se obtuvo que el electrodo de oro no presento respuesta (no hubo presencia de
pico) claramente positiva para la inmovilizaciéon enzimatica con alguno de los cuatro tratamientos aplicados.
Multiples autores afirman que los electrodos de oro pueden presentar interferencias atribuidas a su fabricacion
cuando son utilizados para el disefio de biosensores enzimaticos (Li et al., 2012; Kadara, et al., 2009), por
ende, en la mayoria de los casos para su buen funcionamiento se requiere de la modificacion de su superficie
mediante pretratamiento del electrodo (Arduini et al., 2013). En cuanto al electrodo de platino, presentd un
pico en valores de voltaje muy cambiantes para cada uno de los ensayos en los cuatro tratamientos, dando
como resultado valores de la desviacién estandar correspondiente a 46%, 111%, 58% y 30% para los
tratamientos 1, 2, 3 y 4, respectivamente, por ende, las pruebas realizadas con este electrodo para todos los
tratamientos fueron descartadas por no presentar repetibilidad entre los ensayos.

Al comparar los resultados con los ensayos del blanco para los electrodos de carbono, carbono con ferrocianuro
y carbono con azul de Prusia, se tomo la decision de seleccionar al tratamiento 1 como el mas éptimo para el
electrodo de carbono y el electrodo de carbono-azul de prusia por que mostré menos dispersion de los datos
(0.93%). Para el electrodo de carbono con ferrocianuro fue seleccionado el tratamiento 2, presentando la menor
desviacién de los datos (0.47%). El tratamiento 4 por la alta desviacion de los datos fue descartado como una
opcion de trabajo. Los resultados para la inmovilizacion de la enzima en donde se presentd el mejor pico de
actividad enzimética en los diferentes tipos de electrodos se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Resultados positivos de la evaluacion de tratamientos de inmovilizacion en varios tipos de electrodos.

Tipo de Electrodo Tratamiento con mejor respuesta | Voltaje a usar (mV) prc():rﬁg(ijeigzﬁA)
Carbon Tratamiento 1 460 14.46
Carbon-azul de Prusia Tratamiento 1 400 16.26
Carbodn-Ferrocianuro Tratamiento 2 400 11.07

Con el objetivo de mejorar la respuesta del biosensor se realiz6 voltametria ciclica a diferentes concentraciones
de sustrato en los tres tipos de electrodos seleccionados (carbon, carbon-azul de prusia, carbon-ferrocianuro)
se evidenci6 que la mejor respuesta del electrodo se obtuvo para una concentracion de sustrato de 5mM. Las
caracteristicas de los electrodos usados para los ensayos de inhibicion en agua, leche cruda y leche descremada
(Figura 4) fueron: (i) Electrodo de carbono: inmovilizacion enzimatica con 2.5% GA, 6% BSA y 100U AChE,
concentracion de sustrato de 5mM en los ensayos de inhicicién; (ii) Electrodo de carbon-prussian blue:
inmovilizacion enzimatica con 2.5% GA, 6% BSA y 100U AChE, concentracion de sustrato de 5mM en los
ensayos de inhicicién; y (iii) Electrodo de carbono-ferrocianuro: inmovilizaciéon enzimatica con 2.5% GA, 6% BSA
y 10U AChE, concentracion de sustrato de 5mM en los ensayos de inhicicion .
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Fig. 4: Ensayos de inhibicion del clorpirifos en diferentes matrices. A. Efecto del clorpirifos en solucién
acuosa, B. Efecto del clorpirifos en la matriz de leche cruda, C. Efecto del clorpirifos en la matriz de leche
descremada.

En la inmovilizacion, la adicién a lo ultimo del glutaraldehido mejor6 la respuesta de la actividad enzimatica.
Silva et al. (2004) en su trabajo mencionan que el glutaraldehido puede comunmente actuar inhibiendo la
enzima y para controlar esto debe ser adicionado de Ultimo para elaborar la mezcla de la inmovilizacion, y
utilizar concentraciones altas de enzima. Asi se explica que la mayoria de los tratamientos 6ptimos para la
inmovilizacion resultaron para una concentracién de enzima de 100U. Segun la figura 4 A, se presenté una
evidente respuesta a la inhibicion del pesticida utilizando una matriz de agua en los tres tipos de electrodos
de carbén utilizados, pero la mejor respuesta se obtuvo para el electrodo de carbono con ferrocianuro, el cual
muestra porcentajes de inhibiciébn mas elevados.

Segun los resultados para la leche cruda (figura 4 B), el biosensor resultd ser sensible a la concentracion del
inhibidor, ya que los porcentajes de inhibiciéon para una concentracion tan pequefia de clorpirifos, como 2 pg/L,
son altos (mayor al 30%) para los tres tipos de electrodos, lo que demuestra una alta sensibilidad en el
instrumento de medida. Para los tres electrodos se demuestra una linealidad en los resultados del porcentaje
de inhibicién hasta el punto tres de la curva correspondiente a 20 pg/L de clorpirifos, valor correspondiente al
limite permitido por la OMS para la leche de vaca. Por tanto, el biosensor, segun estos resultados, puede ser
Util para detectar valores por debajo de este limite, que era lo que se pretendia en este trabajo de
investigacién. Este resultado es una mejora considerable a los limites de deteccion reportados en Rodriguez
et al.( 2013) y Morales et al ( 2010) (del orden de 1000 pg/L ) y coincide con el limite de deteccién, obtenido
con un biosensor fluorescente, en Silleti et al. (2015). La mejora es atribuible a la mejor seleccién de
tratamientos de inmovilizacion y electrodos.

Es evidente que existen diferencias en los resultados obtenidos en agua y en la leche cruda, lo que demuestra
un efecto matriz en el método de analisis. Al igual que en la matriz de agua, las sefiales de inhibicién mas
intensas para la matriz de leche cruda utilizando el biosensor amperométrico se obtuvieron utilizando el
electrodo de carbono con ferrocianuro como potencializador electroquimico. De manera similar que, para la
leche cruda, para la leche descremada se evidencia un fuerte incremento en los valores obtenidos del
porcentaje de inhibicién (figura 4 C) con respecto a los obtenidos para el ensayo del biosensor en agua,
evidenciando un posible efecto matriz en el método. Aparentemente la sefial del biosensor no se ve afectada
por la grasa, ya que la sefial de la corriente medida como porcentaje de inhibicién denota una alta respuesta
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tanto en leche cruda como leche descremada, para concentraciones muy bajas del inhibidor como 2 pg/L. Al
igual que para el agua y la leche cruda, la inhibicion mas intensa para la leche descremada utilizando el
biosensor amperométrico, se obtuvo utilizando el electrodo de carbono con ferrocianuro. Para la validacion
del biosensor como instrumento de deteccién del clorpirifos se evaluaron los criterios de linealidad, precision,
exactitud, especificidad y efecto matriz en el electrodo de carbdn con ferrocianuro en matriz de leche cruda.

Linealidad: La guia SANTE 11945/2015 establece que para que se cumpla linealidad, los residuales deben
tener un valor menor o igual al 20%, para este caso no se cumple con dicho criterio, los residuales exceden
dicho valor por tanto la técnica no es lineal.

Precision, Exactitud y Especificidad: El criterio para que la precisién se cumpla, es que el %RSD para el limite
de cuantificacion (LC) establecido en 10 pg/L debe ser menor o igual al 20%. El resultado obtenido fue de un
%RSD = 19.99 lo que demuestra que el método es preciso. Por otro lado, para que el método sea exacto
debe cumplir, seglin la guia SANTE 11945/2015, que el porcentaje de recuperacion de la matriz enriquecida
con el valor del LC debe estar dentro del rango 70-120%. Con el biosensor, el porcentaje de recuperacién fue
59.88%, por ende, el método no es exacto. La especificidad se evalué realizando un analisis de blancos, para
lo cual el valor debe ser menor al equivalente al 30%LC, para este caso el valor promedio del blanco fue
25.89% LC, demostrandose que el método es especifico.

Efecto matriz: Para determinar el efecto matriz se comparé la pendiente de la curva del analito en matriz
(leche cruda), con la pendiente de la cuerva del analito en agua, obteniéndose un porcentaje de diferencia
entre ambas pendientes de 35.71%, por lo tanto, el método posee un efecto matriz ya que la guia SANTE
11945/2015 establece que hay efecto matriz si dicha diferencia es mayor al 15 %

Para la validacion de la técnica de cromatografia de gases, de manera similar que en el biosensor, fueron
evaluados los siguientes parametros:

Linealidad: Se tom6 como punto de partida un intervalo de concentraciones (Tabla 2) de acuerdo con la
finalidad de este trabajo, de tal forma que el valor maximo de concentraciéon de clorpirifos en leche cruda de
vaca corresponde a 20 pg/L, valor establecido por la Organizacion Mundial de la Salud. El valor de los
residuales fue menor o igual al 20%, para todos los puntos de la curva de calibracién (Tabla 2), por tanto, la
técnica es Lineal.

Tabla 2: Resultados promedio para los ensayos de Linealidad.

Valor de matriz tedrico Valor experimental s Residuales promedio

(mg/L) promedio (ug/L) (%)

5 4.54 0.31 9.26

10 10.87 0.34 8.71

20 19.78 1.22 4.24

30 30.79 2.45 5.39

50 50.39 1.45 2.08

70 69.12 6.49 6.51

100 99.52 6.29 4.98

Precision, Exactitud y Especificidad: Se realizaron nueve repeticiones (n=9) en el valor establecido como el
limite de cuantificacion (10 pg/L) y dos veces el limite de cuantificacion (20 pg/L). El criterio para que la
precision se cumpla, que el %RSD sea menor o igual al 20%. La exactitud se evalu6 también con un n=9 pata
el limite de cuantificacion y dos veces el limite de cuantificacion; estableciéndose en funcion del porcentaje
de recuperacion, el cual debe estar en el rango 70-120%.

Para la especificidad se realizé un andlisis en blanco de matriz en el que la cantidad de analito no debe
superar el 30% del Limite de cuantificacién. En la tabla 3 se muestra los resultados de la evaluacion de
precisién, exactitud y especificidad. En la tabla, LC representa el Limite de cuantificacién y 2LC representa
dos veces el limite de cuantificacion. EI método es preciso ya que el %RSD es menor al 20% para cada
ensayo, es exacto por que el porcentaje de recuperacion de 2 LC estuvo en el rango 70-120% Yy especifico
porgue la cuantificacién del blanco de matriz fue 3.70% comparado con el limite de cuantificacién.
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Tabla 3: Resumen de los datos obtenidos para los ensayos de precision, exactitud y especificidad

Concentracion teérica 10 pg/L (LC) 20 pg/L (2 LC) Blanco matriz
z 7.76 ug/L 16.54 pg/L 0.37 pg/L
S 1.39 2.90 0.65
% RSD 17.90 17.51 No aplica
% Recuperacion 77.63 82.68 No aplica

Efecto matriz: Se realizé una comparacion entre la curva de calibracion en solvente (acetonitrilo) y la curva
de calibraciéon en matriz (leche). Se obtuvo una pendiente de 0.72 y 619.60, respectivamente, cuyo
%EM=85955.55 Luego existe un notorio efecto matriz en el método, por tanto, la curva de calibracién debe
realizarse en la matriz cuando se vaya a realizar la lectura de muestras mediante cromatografia de gases.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos, su analisis y discusién, se pueden obtener las siguientes conclusiones sobre el
uso del biosensor enzimético para la deteccion de plaguicidas en leche:

1) El pesticida clorpirifos actia como un inhibidor de tipo acompetitivo, produciendo una disminucion en el
valor de la velocidad maxima y la constante de Michaelis-Menten de la enzima acetilcolinesterasa.

2) Los resultados 6ptimos para la inmovilizacion enzimatica mediante “cross linking” se obtuvieron utilizando
cantidades grandes de concentracion de enzima sobre electrodos de carbono.

3) El biosensor enzimatico amperométrico presenté un rango de deteccién del analito comprendido entre 5
pg/L'y 1000 pg/L

4) En el agua, leche cruda y leche descremada, el electrodo carbén con ferrocianuro fue el que presenté un
mayor porcentaje de inhibicién y por lo tanto una mayor sensibilidad en la deteccién del plaguicida.

5) No se evidenci6 una interferencia de la sefial de la corriente eléctrica por la composicion de la grasa en la
leche.

6) La técnica de biosensores para la determinacion de clorpirifos en leche puede servir como una técnica
cualitativa de deteccion del pesticida, pero no cuantitativa. Los biosensores pueden ser herramientas de
andlisis capaces de detectar la presencia de clorpirifos en leches en tiempo real y generar alarmas. Para la
cuantificacion del clorpirifos se requiere una técnica mas robusta como la cromatografia de gases.

7) El biosensor desarrollado y el prototipo electronico conforman un sistema completo de medida para ser
empleado directamente en hatos lecheros y permitir obtener alarmas tempranas de contaminacion.
Posteriormente, las muestras positivas pueden ser sometidas a cromatografia para obtener mediciones
precisas y certificadas.
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