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Introduccion

En los ultimos afios la calidad del agua se ha vuelto un tema de vital importancia a nivel
nacional y mundial, el aumento de la poblacion y las actividades de la misma produce
grandes variedades y cantidades de desechos quimicos, la deposicion continua de
sustancias organicas peligrosas afecta la biodiversidad y el funcionamiento de los
ecosistemas acuosos (Eltzov, et.al., 2015; Gosset, Ferro, & Durrieu, 2016). En México en
el 2019 la red de agua superficial estuvo constituida por 2,764 sitios. Los resultados
mostraron una calificacion de excelente para 42.6% de los sitios considerando DBO5,
15.8% para DQO, 61.7% para SST, 28.0% para CF, 40.8% para E_COLI, 85.4% para
ENTEROC, 44.2% para OD%. El resto de los sitios obtuvieron una calificacion que vario
de buena calidad a fuertemente contaminada. En el caso de toxicidad 90.4% de los sitios
no presentaron toxicidad, para el caso de agua subterranea se evaluaron 1272 sitios de los
cuales el 44.7% de los sitios se catalogaron con color rojo presentando incumplimiento
en uno o varios de los siguientes parametros: Fluoruros, Coliformes Fecales, Nitrégeno
de Nitratos, Arsénico Total, Cadmio Total, Cromo Total, Mercurio Total y Plomo Total
(CONAGUA, 2019). Los metales pesados existen ampliamente en estos ambientes
contaminados. Por ejemplo, muchos lugares estan considerablemente contaminados con
cromo de las aguas residuales de las curtidurias. En estas areas, el cromo existe tanto en
la forma hexavalente como en la trivalente. Las plantas que crecen en tales areas pueden
acumular iones de cromo. Estos iones tienen ciertos niveles de umbral para las funciones
esenciales del organismo vivo y del hombre, pero provocan acciones toxicas si se superan
los niveles de tolerancia (Ntihuga, 2006). Los métodos analiticos para determinacién de
metales pesados estan basados en la norma mexicana NMX-AA-051-SCFI-2001 la cual
establece que el “método para la determinacion de metales por espectrofotometria de
absorcion atdmica en aguas naturales, potables y residuales se basa en la generacion de
atomos en estado basal y en la medicion de la cantidad de energia absorbida por estos, la
cual es directamente proporcional a la concentracion de ese elemento en la muestra
analizada”, el método anterior es un método eficiente que puede detectar casi todos los



metales pesados, sin embargo, es un método muy complejo debido a que las muestras a
analizar necesitan un tratamiento quimico antes de meterlas al espectrofotometro.
Ademas, por las dimensiones del equipo es imposible realizar mediciones in situ (Chavez
Vallarino, 2011). Los biosensores, debido a su simplicidad y selectividad resultan

muy prometedores para el control de la contaminacién ambiental, especialmente por
metales pesados (Biswas, et.al., 2017; Ntihuga, 2006; Yu, et.al., 2017).

Un biosensor es un dispositivo analitico que consiste de un elemento de reconocimiento
biolégico (ERB) inmovilizado en una matriz o soporte (transductor), el cual convertira la
sefial bioquimica producida por la interaccion del ERB con el analito, en una sefal
detectable y hasta cuantificable. La aplicacion de técnicas dpticas y el tipo de ERB
utilizado, para determinar la presencia de metales pesados han sido muy variadas, desde
el uso de aptameros, enzimas y genes como elementos de reconocimiento bioldgico, y la
determinacion por medio de técnicas de fluorescencia, colorimetria, resonancia del
plasmon superficial aplicando espectroscopia de infrarrojo y Raman (Schafer, et.al.,
2018; Jaskulak, et.al., 2018; Forzani, et.al. 2005; Zhou, J., et.al., 2018; Verma, N. & Singh
M., 2005, Mehrvar, M., & Abdi, M. 2004; Thirugnanasambandan, T., 2018).

En este trabajo mostramos el desarrollo de biosensores opticos, de tipo enzimatico; para
la determinacion de metales pesados en aguas, aplicando técnicas de espectroscopia
vibracional de infrarrojo y Raman.

Materiales y métodos

Se utilizaron obleas de silicio cristalino con orientacién con un grosor de 254 — 304 um y
una resistividad de 5 — 10 Q cm. Las obleas se cortaron en soportes de 3-5 mm?,
Posteriormente se hidroxilo la superficie de la cada oblea, la disolucién para la
hidroxilacion de las matrices consisti6 en 15 ml de agua desionizada y 15 ml de metanol,
al cual se le agregaron 844 mg de KOH en lentejas (1 M). La disolucion fue colocada en
una caja Coplin, donde se introdujeron soportes previamente cortados y lavados con la
superficie pulida hacia arriba. Se dejaron hidroxilar durante una hora, posteriormente se
sacaron, se enjuagaron 3 veces con chorros de 5 ml de metanol y se secaron bajo el flujo
de nitrogeno. Posteriormente se funcionalizo la superficie de la matriz para dejar grupos
funcionales activos, para esto se colocaron 29.4 ml de tolueno, se tapé con aluminio y se
calent6 usando una parrilla eléctrica hasta llegar a 90 °C, momento en que se agregaron
600 ul de 3-AMPTS vy se retird de la parrilla. Se permitié que la mezcla descendiera su
temperatura hasta 30 °C, una vez llegada a esta temperatura, se vertio en una caja Coplin
y se colocaron soportes previamente hidroxilados con la cara pulida hacia arriba. Se dejé
funcionalizar durante dos horas, posteriormente se extrajeron los soportes y se enjuagaron
tres veces con chorros de 5 ml de tolueno.

Como elemento de reconocimiento biologico se utilizaron las enzimas L lactato
deshidrogenasa y urease. Los metales a determinar fueron Hg, Pb, Cu, Cd y Cr, todos
estos reactivos adquiridos en Sigma-Aldrich. La concentracion de metales en el agua fue
de 0.1 pgL-1 a 1000 mgL ™.

Resultados

En la figura 1 se muestra de manera representativa los resultados obtenidos para la
determinacion de tres de los metales utilizados. Los espectros de nuestros sistemas
acuosos mostraron diferencias tanto con el tipo de metal como en funcién de la
concentracion de éste, aqui es posible observar perturbaciones en la region OH y de
tijereteo de acuerdo con la concentracion de metal. Estas modificaciones en las



intensidades y geometria de las bandas fueron perceptibles incluso a concentraciones tan
bajas como 0.1 pgkg™.
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Figura 1b. Espectro de infrarrojo de Figura 2. Relacion lineal entre el area bajo
Cd?*, Cr®" and Pb?" a 0.1 ugkg™ en la la curvay la concentracion de log [Pd2+]en
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3750 cm™?)

Estas modificaciones observadas por nosotros pueden ser atribuidas a las interacciones
entre cationes con grupos nucleofilicos afectando el movimiento vibracional de la
molécula del agua, ya que la introduccion de cationes de metales pesados en la estructura
de los sorbentes utilizados provoco la modificacion de las intensidades de banda debido
a las vibraciones de estiramiento de los grupos OH y grupos aniénicos. En ambos casos,
los cambios sistematicos se relacionaron con el tipo de cation (su naturaleza quimica) y
su concentracion en la solucién inicial.

Tratando de establecer una relacion cuantitativa entre la concentraciéon del metal pesado
y algun pardmetro observado, se calcul6 el area bajo la curva en la region de tijereteo
(2007-1305 cm™*) de cada metal en funcidn de su concentracion; en la figura 2 se presenta
la relacidn lineal entre la concentracion del plomo y su absorbancia para fines de
cuantificacion. Este mismo procedimiento se realizé para el resto de mestales utilizados
en este proyecto.

Conclusiones

Mediante la aplicacion de biosensores dpticos utilizando enzimas como elemento de
reconocimiento biologico, se logré determinar la presencia de metales pesados en
soluciones acuosas y por la correlacion de los valores de absorbancia de lograron generar
curvas de calibracion para la futura cuantificacion de estos metales. La técnica de
espectroscopia de infrarrojo fue la mas adecuada para lograr observar la presencia de los
metales pesados y futuros experimentos son necesarios para poder observar el
funcionamiento de los dispositivos biosensor aplicando el fendémeno del plasmoén
superficial generado por la inclusion de las nanoparticulas de oro.
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