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Proteinas de capa-S de Lentilactobacillus kefiri como matrices para la obtencion
de nanoparticulas de oro. Aplicacion en la deteccion colorimétrica de arsénico
en agua.

INTRODUCCION

El arsénico, un contaminante silencioso
La demanda de agua subterranea de buena calidad ha aumentado conforme lo ha hecho

la poblacion mundial, por lo que proporcionar agua potable a los habitantes del mundo es uno
de los mayores desafios de este siglo. A principios del siglo XX, los problemas de calidad del
agua subterranea eran minimos y los sélidos disueltos totales y el pH eran los unicos parametros
de preocupacion. Sin embargo, durante el siglo XXI, ha habido una mayor atencion global en
la resolucion de problemas vinculados a la calidad del agua. La calidad quimica del agua
subterranea varia significativamente segun el tipo de acuifero, la duracion de la interaccion
roca-agua y los aportes de diversas fuentes naturales y no naturales. Durante los ultimos diez
afios, se ha informado de la contaminacion de las aguas subterraneas por diversos componentes
quimicos procedentes de acuiferos que superan los limites prescriptos por la OMS que
conducen a aguas no potables. Los procesos geoquimicos de los acuiferos pueden provocar un
deterioro de la calidad del agua [Maliva, 2020]. En los tltimos afios, la contaminacion por
arsénico (As) se ha convertido en un tema de grave preocupacion en vista de su toxicidad para
los humanos [Polya et al., 2019].

El arsénico es un elemento de la corteza terrestre con una abundancia de 1,8 ppm en
peso, se puede combinar con oxigeno, cloro y azufre dando lugar a compuestos inorganicos de
arsénico. Este analito es de gran interés en términos de cuestiones ambientales dada su elevada
toxicidad. Las interacciones entre las rocas y el agua en los sistemas acuiferos son la principal
fuente de arsénico y provocan el deterioro de la calidad del agua subterranea. El arsénico es el
duodécimo elemento mas comun en la naturaleza y suele aparecer en tres formas alotropicas,
que incluyen negro, amarillo y gris. Si se calienta, se oxida rapidamente a trioxido de arsénico
(As203) [Fendorfet al., 2010]. El arsénico es un elemento altamente toxico que ocupa el primer
lugar en la lista de prioridades de sustancias peligrosas y registro de enfermedades de 2001
definida por la OMS. Desde 1993, el valor permitido de concentracion de arsénico en el agua

potable se ha fijado en 10 pg/L. Esta clasificado como carcindgeno, mutageno y teratogeno. La



IARC (Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer) ha clasificado el As como un
carcinégeno humano de clase 1. En los cuerpos de agua naturales, el arsénico se encuentra
principalmente en dos estados: arsénico trivalente (As**, arsenito) y arsénico pentavalente
(As™), ambas formas son especies inorganicas altamente toxicas [Fendorf et al., 2010]. La
toxicidad del arsenito es mucho mayor que la del arseniato. El arsénico en agua también puede
encontrarse hidrolizado formando 4cidos que pueden convertirse en otras especies disociadas,
con posibilidad de adsorberse o desorberse de las sustancias o particulas, cambiando su estado
de oxidacidn, por reacciones con diversas moléculas, factores del ambiente o por accion de los
microorganismos [Mandal et al., 2002; Smedley et al. 2002].

En general, en las aguas subterraneas, se notificaron casos naturales de altos niveles de
arsénico en los acuiferos, especialmente en los acuiferos de sedimentos no consolidados en
todo el mundo, y se han relacionado con varios efectos adversos para la salud [Smedley y
Kinniburgh, 2013; Mozumder, 2019]. La contaminacion por arsénico de aguas de consumo
afecta a mas de 500 millones de personas en todo el mundo. Las vias de exposicion humana al
arsénico mas importantes son a través de los alimentos y el agua potable, incluidas las bebidas
y comidas elaboradas a partir de agua potable. Seglin la guia de la Organizacién Mundial de la
Salud [OMS 2022 pp. 343] se describe que “... en vista de las dificultades practicas para
eliminar el arsénico del agua potable, asi como del limite prdctico de cuantificacion en la
region de 1 a 10 ug/L, se mantiene el valor de referencia de 10 ug/L y se designa como
provisional.” limitando la concentracion maxima en aguas de red y de consumo poblacional.

La exposicion continua al agua con alto contenido de arsénico provoca pigmentacion,
hiperqueratosis, ulceracion, cancer de piel y también afecta el higado, los rifiones, el corazon
y los pulmones [Litter M. 2010; Bulletin of the World Health Organization, 2000 pp. 78]. La
toxicidad aguda de los compuestos de arsénico en los seres humanos est4 también relacionada
con la velocidad de eliminacion por el organismo afectado. En este sentido, la arsina se
considera la forma mas toxica, seguida por los arsenitos, los arseniatos y los compuestos
organicos de arsénico. Los compuestos solubles de arsénico tanto pentavalente como trivalente
se absorben répida y ampliamente en el tracto gastrointestinal. El metabolismo del mismo se
caracteriza por su reduccidn y su metilacion oxidativa, formando productos mono-, di- y tri-
metilados que seran excretados por orina.

Dentro de los paises mas afectados por aguas contaminadas con arsénico se encuentra
la Argentina en conjunto con Chile y México, con un indicador estimativo de poblacion critica
a exposicion de aproximadamente 14 millones de personas [Bundschu et al. 2008; Nonna Silva,

2006]. Se han realizado varios estudios exhaustivos en distintas regiones de la Argentina para
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conocer la distribucion regional de arsénico siendo las provincias mas afectadas Santiago del
estero, Chaco, Santa Fe, Salta, Tucumén y La Pampa [Nonna Silva, 2006]. Investigaciones
realizadas entre los afos 2016 y 2017, financiadas por el Ministerio de Salud Nacional de
Argentina, informo6 niveles de arsénico en agua del 32,5% del pais. Siendo que el 29,2% de los
departamentos evaluados del pais presentaban valores hasta 10 pug/L de arsénico. Por su parte,
la contaminacién de los acuiferos por arsénico en la provincia de Buenos Aires de debe
principalmente a contaminaciones provenientes del acuifero Pampeano y del acuifero Puelche
principalmente [Litter et al., 2019].

En el afo 2007 el cddigo alimentario Argentino (CAA), en los articulos 982-983, adopt6
el limite recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), siendo que la maxima
concentracion tolerable de As en el agua es de 10 pg/L. Llegado el afio 2012, el CAA comunico
la prorroga por cinco anos mas de la implementacion del nuevo valor guia de As en agua para
consumo humano, reportando falta de sustento cientifico a treves de la Resolucion Conjunta
34/2012 y 50/2012 con fecha de sancion 16 de febrero del afio 2012 y publicada en el Boletin
Nacional el 02 de marzo del mismo afio. Actualmente, a través del Articulo 982 y 983
(Resolucion Conjunta SCS y SAByDR N°© 22/2021) el CAA a partir del 18 de agosto de 2021,
dictamino un plazo de trescientos sesenta y cinco dias corridos para la adecuacion de la
concentracion de arsénico con un limite de tolerancia de 0,01mg/L (10 pg/L) indicado por la
OMS. Sin embargo, hasta la fecha no se conocen nuevas resoluciones [Recuperado el 29 de

noviembre de 2023 de https://www.argentina.gob.ar/anmat/codigoalimentario].

Respecto a las caracteristicas organolépticas, los productos y/o aguas contaminadas con
arsénico no presentan color, olor o gusto por lo que generalmente los individuos no son
conscientes de ello ni de sus consecuencias. La ingesta prolongada de dicho metaloide por
aguas y/o alimentos contaminados puede provocar distintas patologias, entre ellas el
hidroarsenismo cronico endémico, HACRE que se manifiesta con alteraciones en la piel a nivel
palmo-plantar. Comienza con una hiperhidrosis, es decir, sudoracion excesiva de pies y manos.
Sigue con una hiperqueratosis con aparicion de callosidades que se agrietan y se tornan
dolorosas volviéndose invalidantes para las personas afectadas. Conlleva a melanodermia
(manchas oscuras) o leucodermia (zonas decoloradas) en forma de gotas de lluvia que,
posteriormente, pueden malignizarse a cancer de piel [“The International Programme on
Chemical Safety (IPCS)” OMS, 2004. Http: who.int/publications/i]. Dicha enfermedad se

manifiesta después del consumo prolongado de arsénico y puede evolucionar a la muerte por


https://www.argentina.gob.ar/anmat/codigoalimentario

cancer [Biagni et al., 1966]. En este contexto, la IARC “Agencia Internacional de Investigacion
del Cancer” clasifica al arsénico dentro del grupo 1, debido a sus acciones toxicas y
carcinogénicas [TARC 2008-2012].

Ademas, el arsénico ingerido en bajas dosis, puede provocar otros tipos de canceres,
como el de pulmon, vejiga, higado y rifion. También, puede producir afecciones
cardiovasculares, neurotoxicidad y diabetes [Litter, 2010]. En la siguiente imagen (imagen 1)

se ejemplifica una de las alteraciones dérmicas provocada por el consumo cronico de arsénico.

Imagen 1. Fotografia ilustrativa de las alteraciones dérmicas recuperada del articulo
“Contamination of drinking-water by arsenic in Bangladesh” de los autores Allan H. Smith,

Elena O. Lingas & Mahfuzar Rahman (2000).

Los signos y sintomas que desarrolla el HACRE, suelen aparecer luego de los siete afios
de exposicion en promedio [OMS, 2002; Trelles et al., 1970]. Siendo la peor de las
consecuencias la muerte, con un 30% de muerte asociadas a diversas neoplasias malignas
debido al HACRE [Litter, 2010].

Dada la elevada implicancia en la salud humana ha sido necesario desarrollar sistemas
de deteccion de arsénico en agua con adecuado limite de deteccion y cuantificacion. En este
sentido, la OMS es clara respecto a los métodos actualmente utilizados para dicho fin y a partir
del ano 2022 describe que “Se dispone de un método espectrofotométrico de
dietilditiocarbamato de plata (ISO 6595:1982) para la determinacion de arsénico, el limite de
deteccion es de aproximadamente 1 ug/L. El AAS de horno de grafito, el AAS de generacion
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de hidruros y el ICP-MS son mdas sensibles. HPLC en combinacion con ICP-MS también se
puede utilizar para determinar diversas especies de arsénico. Es técnicamente factible lograr
concentraciones de arsénico de 5 ug/L o menos utilizando cualquiera de los varios métodos
de tratamiento posibles. Sin embargo, esto requiere una cuidadosa optimizacion y control del
proceso, y una expectativa mds razonable es que se puedan alcanzar 10 ug/L mediante el
tratamiento convencional (por ejemplo, coagulacion)” [Guidelines for drinking-water quality:
fourth edition incorporating the first and second addenda, OMS 2022 pp. 343]. Dentro de este
marco, es esencial encontrar un sistema efectivo que permita la determinacién y/o monitoreo
para la contaminacion de aguas con metales o metaloides, como el arsénico. Siendo un desafio,
incluso en la actualidad, ya que los métodos convencionalmente utilizados son costosos y
requieren de personal capacitado. En lo que respecta a los mecanismos de deteccion
econdmicos, las técnicas colorimétricas se pueden considerar faciles de aplicar y rentables para
la deteccion sensible de iones metalicos en soluciones acuosas [Boruah et al., 2019]. En este
sentido, la agregacién de nanoparticulas metalicas (NPMs) debido a la adicién de iones
metalicos genera cambios en el color original de la suspension, apreciables a simple vista,
siendo el principio basico en la deteccion colorimétrica de iones metalicos en solucion
[Priyadarshini et al., 2017; Wang et al. 2013].

Por lo mencionado anteriormente, la presencia de arsénico en agua es un problema a
nivel mundial ya que afecta la salud humana por consumo de agua y alimentos contaminados.
Considerando al arsénico como una amenaza importante para la salud publica, este trabajo
plantea el desarrollo y la utilizacion de un sistema-biosensor con capacidad de deteccion
cualitativa, colorimétrica, de arsénico con el objeto de propiciar la prevencion frente al uso de
aguas contaminadas. Ademas, se espera que, a futuro, pueda emplearse para detectar mas de
un metaloide contaminante, constituyendo una técnica fécil y efectiva para el reconocimiento
de otras sustancias en distintas matrices, ya sean organicas o inorganicas, para uso dentro del
area de la salud asi también como para el medioambiente, bionanotecnologia o cualquier otro

ambito requerido.

Bionanobiotecnologia.
La bionanotecnologia involucra frecuentemente el uso de bacterias como productos

biosustentables ya que permiten desarrollar una amplia gama de aplicaciones, desde la
biorremediacion del suelo o de aguas [Canals et al. 2005; Randy et al. 1999], hasta la
reproduccion in vitro para purificacion de proteinas recombinantes o la generacion de

biofarmacos [Sanchez, 2020].



Las proteinas de capa-S (SLP) se encuentran presentes en especies de los dominios
Archaea y Bacteria tanto Gram positivas como Gram negativas. Son parte de una envoltura de
proteinas monomoleculares rigida con capacidad autoagregante [Claus et al., 2005]. Las SLP
se encuentran dentro de la capa méas externa de la estructura celular y tienen un rol importante
en la supervivencia de los organismos [Messner et al., 2009].

Una de las propiedades méas destacables de las SLP es su capacidad de autoensamblaje,
aspecto que se ha estudiado y aplicado en diversos campos. Las SLP forman un arreglo
ordenado regular, una estructura bidimensional cuasi cristalina, que puede tener simetrias,
oblicuas (p1, p2), cuadradas (p4) o hexagonales (p3, p6) [Sleytr et al., 2014]. Dependiendo del
tipo de geometria, la unidad morfologica consiste en una, dos, cuatro, tres o seis subunidades
proteicas o glicoproteicas respectivamente, que tienen una separacion entre niicleos de un rango
entre 4 y 35 nanémetros. Las redes de SLP son altamente porosas, con poros que pueden ocupar
desde un 30% hasta un 70% de la superficie bacteriana [Sleytr et al., 2014]. Las subunidades
de SLP se unen entre si por enlaces no covalentes y por esta razon, pueden ser liberadas
facilmente por tratamiento sencillos con variaciones en el entorno circundante [Sara et al.,
2000]. El autoensamblaje de las subunidades de SLP, como se menciono anteriormente, ha sido
estudiado exhaustivamente dilucidando que el ensamblaje de las mismas comienza con una
rapida formacion de precursores oligoméricos y sigue con un lento reordenamiento, que
conduce a redes extendidas [Jaenicke et al., 1985]. Las subunidades se mantienen juntas y se
unen a la superficie celular subyacente mediante interacciones no covalentes [Hynonen et al.,
2013; Pum et al., 2013]. Asimismo, las subunidades proteicas suelen poseer pocos o ningun
aminoacido que contengan azufre, pero son ricas en aminoacidos hidrofébicos. Por esta razon,
se considera que la unidon no covalente durante el autoensamblado proteico se rige a través de
interacciones hidrofobicas que, a su vez, se encuentra impulsada por un proceso entropico.
Consecuentemente, se considera que la unidn entre las subunidades se encuentra determinada
por la secuencia aminoacidica y por la estructura terciaria que se adquiera en la conformacion
de menor energia [Sleytr et al., 1975].

Los microorganismos del género Lentilactobacillus kefiri, fueron estudiados por su
capacidad para interactuar con metales demostrando la facultad que promueven las SLP para
captar cationes bivalentes como plomo, cadmio, niquel y zinc a través de la coordinacién con
los grupos carboxilo de los residuos de Asp y Glu que involucran, a su vez, coordinaciones
adicionales de los grupos aminos del péptido [Mobili et al., 2013]. Este hecho ha demostrado
que la interaccion del metal con la bacteria es un proceso de superficie, conocido como

biosorcion [Mobili et al., 2013]. En este contexto, en los tltimos afios se han estudiado diversas
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aplicaciones para las proteinas de capa-S extraidas del género Lentilactobacillus, debido a sus
propiedades fisicoquimicas, que las convierten en una estructura con un alto grado organizativo
y alto potencial de aplicacion en el campo de las biociencias y nanobiotecnologia.

Debido a la afinidad por distintos metales y su capacidad de autoensamble en solucion,
in vitro se han reportado numerosos trabajos en los que se emplearon diferentes SLP para
obtener arreglos metalicos nanométricos. Por ejemplo, se reportd la obtencion de
nanoparticulas de paladio y platino sobre SLP a través de la sintesis por reduccion [Mertig,
1999], y la obtencion de bionanocatalizadores de plata y platino sobre SLP [Huggias et al.,
2020; Huggias et al., 2021], entre otros.

Extraccion o aislamiento de las proteinas de capa-S.
Las técnicas de aislamiento y purificaciéon de proteinas de capa-S implican el uso

distintos agentes disruptivos de enlaces puentes de hidrogeno, como los agentes caotrdpicos
(urea, clorhidrato de guanidina o cloruro de litio), los detergentes (Triton X100 o SDS
dodecilsulfato de sodio), agentes quelantes como el EDTA y recientemente se ha comprobado
la extraccion con soluciones salinas con el NaCl en alta concentracion como sustitucion de
cationes [Campostagno, 2022; Huggias et al., 2021; Pum et al., 2013, Schuster, et al., 2013].
Luego de la extraccion, se ha reportado in vitro que las proteinas de capa-S tienen la capacidad
intrinseca de formar productos autoensamblados en solucion en distinta disposicion como
vesiculas, cintas, laminas planas y tubos [Sleytr, 2014]. Ademads, pueden reensamblarse en
monocapas o bicapas sobre soportes solidos como materiales plésticos, siliconas, laminas de
oro; en la interfase aire-agua y en peliculas lipidicas; también, pueden recubrir liposomas,
nanocapsulas y nanoparticulas por completo [Pum et al., 2013; Schuster et al., 2004]. Esta
propiedad, es una de las caracteristicas explotadas en el desarrollo de bionanocatalizadores,
carriers para biomoléculas, soportes, biosensores, dispositivos diagndsticos, entre otros

[Ulman, 1996; Sleytr et al., 2014; Ilk et al., 2011; Pum et al., 2013; Wang et al., 2015].

El oro como metal de eleccion.
Como se menciond previamente, la nanotecnologia ha avanzado rapidamente en las

ultimas décadas de la historia implicando su avance en la obtencion de arreglos nanométricos
con la idea de mejorar propiedades y aplicaciones de distintos materiales a partir de las
propiedades fisicoquimicas y/o biologicas de los mismos [Puy, 2016]. Asimismo, las
nanoparticulas son utilizadas como sensores para la deteccion de distintos metabolitos y/o

elementos debido a su alta sensibilidad [Kim et al., 2009; Byrne et al., 2008]. Las



nanoparticulas de metales como el oro o la plata, presentan el fendmeno de resonancia de
plasmon superficial localizada o LSPR por sus siglas en ingles “Localized Surface Plamon
Resonance”. Este fenomeno se produce por la oscilacion colectiva de los electrones de las
superficies de las nanoparticulas, que es inducido dentro de un campo magnético. La
interaccion electrostatica entre el niicleo y los electrones, genera una fuerza que produce la
oscilacion de la nube electronica relativa al nticleo. Siendo un efecto fisico el motivo por el
cual, cuando en la banda de conduccion de una nanoparticula incide una fuerza
electromagnética, provoca la resonancia de los electrones dentro de la misma [Anker et al.,
2008; Wei et al., 2018]. En esta linea, a partir de la incidencia de las ondas sobre las particulas
se puede dilucidar la morfologia y tamafio de las mismas, asi también como sus espectros
visibles [Herves et al., 2012; Priyardarshini et al., 2017]. La coloracion de la suspension de
nanoparticulas metalicas dependera del entorno local inmediato de la nanoparticula lo que
significa que la naturaleza y composicion de la capa eléctrica alrededor de las NPMs o el indice
de refraccion de medio liquido, pueden tener una gran influencia, asi también como la
naturaleza del metal [Murray et al., 2007].

Las nanoparticulas de oro, AuNPs, se sintetizan a partir de iones en solucion mediante
reduccién quimica o biologica. Por lo general, el proceso ocurre en dos pasos, uno de
nucleacion y uno siguiente de crecimiento sucesivo. El crecimiento isotropico espontaneo
genera AuNPs esencialmente esféricas y el crecimiento anisotropico, generalmente forzado,
generara nanoparticulas de una variedad de formas [Parab et al., 2010]. Por lo general, una sal
de oro (fuente de iones metalicos) se reduce mediante la adicion de un agente que conduce a la
nucleaciéon de Au(Ill) en nanoparticulas. En tal proceso, los compuestos organicos se usan
como agentes estabilizadores, como el citrato de sodio, que en algunos casos también pueden
actuar como agentes reductores [Zhao et al., 2008; Turkevich et al., 1951]. Se ha dilucidado
que durante su formacion, las nanoparticulas de oro son sensibles a las variaciones en el
proceso, como la temperatura y la velocidad de agitacion, pH, entre otras [Cruz et al., 2012].

Retomando con la caracteristica Optica principal que presentan las nanoparticulas, el
LSPR para el oro se produce a longitudes de onda en torno a 520 nm, mientras que, por ejemplo,
para la plata estd en torno a 420 nm [Murray et al., 2007]. Se ha reportado previamente que el
acoplamiento de la resonancia de plasmon produce desplazamientos en la longitud de onda de
absorcion producto del acercamiento entre las nanoparticulas metalicas. Siendo que la
proximidad entre ellas genera el acoplamiento plasmoénico, induciendo un pico maximo
alrededor de los 600 y 650 nm, desplazando su posicion original de 520 nm [Huang et al.,

2010]. Este cambio en la absorcion UV-Vis induce un cambio en la coloracion de la suspension
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de las nanoparticulas virando del rojo o color burdeos inicial, hacia el azul o purpura
dependiendo de su intensidad. Ademas, este cambio en la longitud de absorcién se puede
visualizar a simple vista de manera macroscopica en la suspension conteniendo las
nanoparticulas [Cruz et al., 2012]. Este fenomeno, es el que se utiliza en la era moderna, para
el disefio de ensayos colorimétricos basados en el control de la agregacion de las nanoparticulas
metalicas en solucion y funcionalizacidon de las mismas, como se mencion6 anteriormente.

A su vez, una particularidad que presentan las AuNPs es que poseen una relacion
superficie/volumen que pueden ser controlada y biocompatibilizada utilizando distintos
ligandos que varien su tamafio, forma y superficie quimica. [Cruz et al., 2012] Las AuNPs
esféricas exhiben una gama de colores en solucion acuosa a medida que el tamafio en la
nucleacion aumenta de 1 a 100 nm, mostrando una banda de absorcion entre los 500 a 550 nm
en el espectro del UV-Vis. Sin embargo, esta banda de absorciéon no se encuentra en
nanoparticulas cuyo diametro es menor a 2 nm [Godoy, 2017].

En estudios previos se ha reportado la sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas
metalicas con distintos metabolitos para la deteccion de varios tipos de sustancias, utilizando
el fendbmeno plasmoénico. Algunos ejemplos de ellos son la funcionalizacidon con tioles [Lin et
al., 2004], con restos de cisteina [Gonzalez et al., 2021], nanoparticulas recubiertas con citrato
[Gong et al., 2017], funcionalizadas con glucosa [Boruah et al., 2019] o utilizadas como
plantillas para nanoparticulas electromagnéticas de oro [Selenska-Pobell et al., 2011]. A su vez,
se han detectado por este método, distintos iones metalicos [Chen et al., 2014; Harisha et al.,
2021], proteinas [Thanh et al., 2002] asi también se han desarrollado AuNps funcionalizadas
con tioglucosa para detectar aniones fluoruro en agua [Wanatabe et al., 2005], entre otras.

En lo que respecta al presente trabajo de investigacion se realizo la sintesis de nanoparticulas
de oro por reduccion de su precursor metdlico desarrollandose sistemas tanto estabilizados

como soportados utilizando proteinas de capa-S de Lentilactobacillus kefiri cepa CIDCA 8348.



OBJETIVOS

Objetivo general
Como objetivo general este trabajo se plantea la preparacion y caracterizacion de

nanobiosistemas obtenidos a partir de proteinas de capa-S, aislada de Lentilactobacillus kefiri,
utilizadas como plantillas para la formacion de arreglos regulares de nanoparticulas de oro.
Una de las aplicaciones propuestas del sistema nanoestructurado es su utilizacion en la
deteccion de arsénico en aguas lo que tiene un impacto notorio en la salud humana y el medio

ambiente.

Objetivos especificos
» Extraer y purificar proteinas de capa-S (SLP) de una cepa de Lentilactobacillus

kefiri CIDCA 8348

* Sintetizar nanoparticulas de oro soportadas sobre las proteinas de capa-S aisladas
utilizando diferentes reductores.

* Obtener nanoparticulas de oro coloidales que seran estabilizadas con las proteinas
de capa-S aisladas.

» Caracterizar los nanobiosistemas preparados para evaluar sus propiedades de
superficie (plasmon de resonancia superficial).

* Evaluar la aplicacion de los nanobiosistemas como sensores (nanosondas) para la

deteccion colorimétrica de arsénico en agua
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de proteinas de capa-S (SLP) de L. kefiri.

Reactivos y Buffers utilizados
e Albimina de Suero Bovino, grado de hidrélisis 5 (BSA, Sigma Aldrich>98%).

e (Caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS, Difco BD).
¢ Etilendiamintetraacetato de sodio (EDTA, Cicarelli).
e Hidrocloruro de guanidinio (GuHCI, OmniPur).
e Membrana de celulosa (Sigma Aldrich, cut off 14000 KDa).
e Solucidn del reactivo de Bradford G-250 alcohélica, 1% P/V.
e Tris(hidroximetil)aminometano (Tris, Biorad).
Tincion de Gram
e Ciristal violeta: 10 g/l en agua destilada.
e Safranina (solucion madre): 25 g/l en etanol.
e Safranina (solucion de trabajo): solucion madre diluida 1/10.

e Lugol: 10 gI2 +20 g Kl en 1 litro de agua destilada.

Descripcion de buffers utilizados

Buffer A: buffer tris(5x102 M )/cloruro de guanidinio (5 M); 7,878 g Tris-Cl y 477,65 g

cloruro de guanidinio, ajuste a pH final de 7,2; en un volumen de 1000mL.

Buffer B: buffer tris (5x102 M )/EDTA (1x10* M); 7,878 g de Tris-Cl y 0,2922 g de
EDTA, ajuste a pH final de 7,8 con NaOH 1M, en un volumen de 1000mL.

Buffer PBS: NaCl 8,02 g; NaH>PO4 1,17g; KoHPO4 0,2g; pH 7.2 en un volumen final de
1000mL.

Todos los buffers y soluciones se prepararon en agua Milli-Q obtenida empleando un equipo

Heal Force SMART SERIES.

Cultivo de Lentilactobacillus kefiri
Se utilizé una suspension bacteriana de L. kefiri CIDCA 8348, conservada a -80°C en

leche descremada estéril.

Se tomaron 50,00 puL de la suspension y se inocularon en 10,00 mL de caldo MRS

estéril y se incubaron en estufa a 32°C durante 48 hs. Luego se realizo un repique, llevando el
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cultivo inicial de 10,00 mL a 500,0 mL de caldo MRS. Finalmente, esta suspension se incub6

a 32°C por 48 hs.

Con el propodsito de verificar la pureza y caracteristicas sencillas del cultivo se

realizaron extendidos empleando la coloracion de Gram.

Tincion de Gram:
Se toma un anzada del cultivo bacteriano y se la coloca en un portaobjeto. Se fija la muestra
mediante calor. Se cubre la muestra con cristal violeta durante 2 minutos, se descarta el exceso
y se agrega lugol, incubando 30 segundos. Luego se lava con alcohol-acetona. Se lava con agua
bidestilada y por ultimo se adiciona safranina y se deja 2 minutos. Se lava con aguay se reserva

para observacion al microscopio Optico.

Extraccion de proteinas de capa-S (S8)
El cultivo bacteriano obtenido se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. El pellet

resultante se resuspendié en 10,00 mL de buffer PBS estéril a fin de realizar el lavado de las

bacterias. Se realizaron 3 lavados consecutivos centrifugacion/resuspension con buffer PBS.

El pellet obtenido luego de los lavados, finalmente, se resuspendio en 5,00 mL de buffer
A'y se llevo a 37°C durante 20 minutos en agitacion a fin de extraer la proteina S8. El buffer
A contiene cloruro de guanidinio que es un disruptor proteico que permite la extraccion de la
S8 de la superficie del L. kefiri dejando la fraccion proteica en solucion. La suspension se
centrifugd a 3500 rpm por 20 minutos y, luego, el sobrenadante que contenia las proteinas de
capa-S (S8) se dializ6 empleando una membrana de celulosa (Sigma Aldrich) contra buffer B
en agitacion por 48 hs, a temperatura ambiente. El dializado obtenido se transfirié a un tubo y

se reservo en heladera 4°C hasta su utilizacion.

La SLP aislada se dividi6 en dos fracciones, la primera denominada S8 y la segunda
denominada S8s. Esta segunda fraccion corresponde al sobrenadante obtenido luego de
centrifugar la S8 aislada a 3500 rpm durante 2 min obteniéndose una suspension traslucida de

S8.

Cuantificacion de SLP
La cuantificacion de proteinas totales se llevo a cabo segiin el método de Bradford

[Bradford, 1976]. Este método, se basa en la unién de un colorante, Comassie Blue G-250 a
las proteinas. El colorante, en solucion acida, existe en dos formas una azul y otra naranja. Las

proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente
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de extincion mayor que el colorante libre y un maximo de absorbancia en 620 nm. Este método
es sensible (1-15 pg), simple, rapido y con pocas sustancias interfieren en su determinacion.
La curva de calibracion se prepar6 utilizando un stock de seroalbumina bovina de 10,00
mg/mL. Las muestras se prepararon tomando 10,00 ul de suspension de proteina y adicionando
200,00 pl del reactivo de Bradford. De igual manera, se prepard cada punto de la curva de
calibracion, la cual se construy6 con concentraciones que van desde 25 pg/mL a 1 mg/mL.

Previo a su determinacion la muestra de S& sufrid una dilucion 1/5.

La absorbancia fue medida a 620 nm en un lector de microplacas Multiskan Go

microplate spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

Caracterizacion analitica de la SLP
Se obtuvo el espectro de absorcion Uv-vis del extracto de SLP (S8) empleando un

espectrofotometro de doble haz (CINTRA 20, GBC Scientific Equipment) en el rango de
longitudes de onda de 200 a 700 nm. Para la obtencion de las medidas de absorbancia se
emplearon cubetas de cuarzo de 1,00 cm de camino 6ptico y 4,00 mL de capacidad

volumétrica. El blanco espectrofotométrico se realizd empleando agua milli-Q.

Para la caracterizacion de la muestra se realiz6 una dilucion de la suspension proteica
inicial con agua milliQ, en un factor de 1/3, llevando a un volumen total en cubeta de 1,20

mL.

Obtencion de nanobiosistemas: proteina de capa S (S8) / nanoparticulas
de oro (AulNPs).

Reactivos utilizados
e Acido clorodurico (HAuCls.3H,0O, Biopack).

e Borohidruro de Sodio (NaBH4, Panreac).

e Citrato de Sodio (CsHsNa307.2H20, Carlo Erba).

e Cloruro de Sodio (NaCl, Anedra).

e Hidrogeno gaseoso (H2, N50, 99,999%, Air Liquide).

Sintesis de AuNPs soportadas sobre S8 utilizando diferentes métodos de

reduccion
Se sintetizaron nanoparticulas de oro soportadas sobre proteina S8 mediante

impregnacion de la sal metalica sobre S8 y posterior reduccion del metal. A fin de evaluar el

efecto de diferentes reductores se obtuvieron tres sistemas uno obtenido a partir de la reduccion
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con hidrogeno y otro sistema reducido inicialmente con hidrégeno seguido del agregado de
borhidruro de sodio en dos concentraciones. EL BH4Na es un reductor mas fuerte que el

hidrogeno
1. Au/S8 reduccion con H;

En un primer experimento se colocaron 3,00 mL de una suspensiéon de S8 1,76 mg/mL,
en contacto con 400 uL de una solucion de acido cloroaurico 0,025 M durante 24 hs. a
temperatura ambiente en oscuridad. Luego del periodo de incubacion, se procedi6 a realizar
una reduccion en corriente de Hz (caudal: 30 mL/min) durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El sistema se reservo a temperatura ambiente durante 24 hs. no observandose
cambios macroscopicos luego de ese periodo. Este primer sistema fue denominado Au/S8-Ha.

Cabe destacar que el sistema Au/S8-Hz no se utiliz6 como tal por no presentar la
coloracion caracteristica de las suspensiones de AuNPs (roja) necesaria para una

caracterizacion mediante espectroscopia UV-Vis.

2. Au/S8 reduccion con H; seguida de NaBH4

Se obtuvieron nanoparticulas de oro soportadas sobre S8 utilizando NaBH4 como

reductor fuerte en dos concentraciones 0.02 M y 0.002 M.

Para ello se tomaron dos alicuotas de 1,50 mL de la suspension conteniendo Au/S8-H»
y se les agrego, a una primer fraccion, 20,00 pL de NaBH4 0,02 M y a la segunda fraccion
20,00 pL de concentraciéon 0,002 M. En ambos casos se observd una coloracién rojo
vinoso/burdeos de la solucion inmediatamente después del agregado del reductor, caracteristica
de la formacién de NPs de oro. Debido a que los sistemas no presentaron diferencias

observables a simple vista, ambos se denominaron Au/S8-NaBHa4.

3. Au/S8s reduccion con NaBH,
La suspension de proteinas de capa-S de 1,76 mg/mL (S8) fue centrifugada a 10.000

rpm durante 2 minutos. Se tom6 1,00 mL del sobrenadante y se lo contactd con 0,15 mL de
acido cloroaurico 0,025 M. La mezcla se incub6 por 24 hs. a temperatura y presion ambiente.
Luego se adicionaron 20,00 pL de NaBHs4 0.02 M observandose una coloracidon rojo
vinoso/burdeos inmediatamente luego del agregado. Este tercer sistema fue denominado

Au/S8s-NaBHa.

14



Obtencion de nanoparticulas de oro coloidales estabilizadas

La sintesis de nanoparticulas de oro coloidales se realiza tipicamente a partir de la sal
metalica mediante una reduccion rapida a temperatura de ebullicion del solvente en presencia
de reductores como el acido citrico, citrato de sodio o borohidruro de sodio. Sin embargo, uno
de los mayores problemas de las AuNPs coloidales suele ser su estabilidad, las AuNPs suelen
sinterizarse con el tiempo y desestabilizarse por lo cual se propuso estabilizarlas utilizando la
proteina de capa S (S8). En este sentido la sintesis se llevo cabo en dos etapas: una primera

etapa se sintesis de NPs de oro coloidales, seguida del proceso de estabilizacion con S8.

1. Sintesis de nanoparticulas de oro coloidal (AuNPsc)

En un vaso de precipitados, se colocaron 50,00 mL de una solucién 5x10* M de 4cido
cloroaurico, la solucién se llevo a ebullicion en agitacion constante. Alcanzada la ebullicion se
agregd 1,00 mL de 4cido citrico 3,4x1072 M. La solucion se mantuvo en ebullicién y agitacion
durante el periodo de una hora. Con el propodsito de evitar la aglomeracion de las nanoparticulas
debido a la evaporacion del solvente se mantuvo el volumen constante mediante el agregado
de agua Milli-Q. Concluida la sintesis, el sistema se llevo a temperatura ambiente y luego se
conservo refrigerado y en ausencia de luz. Las nanoparticulas de oro coloidales obtenidas se

denominaron AuNPscol.

2. Estabilizacion de las nanoparticulas de oro coloidal con S8

La estabilizacion de las AuNPsco con S8 se realizé mediante la adsorcion fisica de las
proteinas de capa-S por simple combinacion de ambas suspensiones.
En una primera instancia, se evaluo la cantidad de SLP necesaria para estabilizar las AuNPscol
sintetizadas previamente. En estos ensayos se contactaron distintos volumenes de una
suspension de S8 de concentracion 0,58 mg/mL, con una cantidad constante de 100,00 pl de
suspension de nanoparticulas de oro coloidales (AuNPsco1) seglin se indica en la tabla 1, todos
los sistemas fueron llevados a un volumen final de 150,00 pl utilizando agua milli-Q. Los

sistemas de AuNPs.o| estabilizados con las S8 fueron denominados AuNPscol-SS8.
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Tabla 1. Condiciones experimentales para la obtencion de AuNPs.,| estabilizadas con S8.

Volumen S8 Masa S8 | AuNPsco [S8]final
AuNPsco1-S8i
(uL) (mg) (uL) | (mg/mL)

AUuNPSco-S81 10,00 0,006 100,00 0,04
AuNPsc-S8> 20,00 0,012 100,00 0,08
AuNPsc01-S83 30,00 0,018 100,00 0,12
AuNPSco1-S84 40,00 0,023 100,00 0,16
AUuNPSco1-S8s 50,00 0,029 100,00 0,19

Previo a continuar se presenta en el siguiente esquema un resumen del proceso de obtencion
de todos los sistemas obtenidos (tanto AuNPs soportadas sobre S8, como AuNPsc

estabilizadas con S8)

< 1 y o 2 y
lsg_1Au™ | 3°NaBH, |
, _,-'l 2 -] H 2
\/Au/S8-H, |/ Au/S8-NaBH.
|® 3

|
Imagen 2. Esquema de la obtencion de las nanoparticulas de oro soportadas en S8 y

obtencion de nanoparticulas de oro coloidales estabilizadas con S8.

Caracterizacion de los sistemas
Evaluacion de la estabilidad de los sistemas

Test de sal
Frente al agregado de NaCl 10% p/v, las nanoparticulas cuya estabilizacion es
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insuficiente, tienden a aglomerarse producto de la elevada fuerza idnica a la que son
sometidas. Esta agregacion se evidencia a través de un cambio de color de la suspension
pasando de un tono rojo vinoso original a uno azul-violaceo dentro de los 5 a 10 minutos

luego del agregado el cloruro de sodio.

Para llevar a cabo el test de sal, se pusieron en contacto 150,00 puL de los
nanobiosistemas conteniendo nanoparticulas de oro estabilizadas con distintas cantidades
de S8 (AuNPsc-S8;) con 10,00 pl de una soluciéon de NaCl 10% p/v, para comprobar la
estabilidad de las nanoparticulas. Se observo el cambio de color de las suspensiones de
AuNPsc01-S8i luego de 5 a 10 minutos de iniciado el test. Por otro lado, con la finalidad de
analizar los resultados obtenidos en periodos de tiempo mayores, los sistemas se
mantuvieron en reposo durante 1,5 hs a temperatura ambiente, luego de lo cual fueron

evaluados (por observacion) nuevamente.

A fin de comparar los resultados se realizaron los controles
correspondientes: para ello las AuNPsco1 (nanoparticulas de oro coloidales sin estabilizante)
se sometieron al mismo tratamiento, mientras que otra fraccion de las mismas no fueron

tratadas.

Caracterizacion analitica de los sistemas
Espectroscopia UV-Vis

Una de las formas de caracterizar estos sistemas nanoestructurados es la
determinacion del plasmon superficial mediante medida espectrofotométrica UV-Visible.
Por ello se obtuvieron los espectros de absorcion UV-Vis de todos los sistemas obtenidos
empleando un espectrofotometro de doble haz (CINTRA 20, GBC Scientific Equipment) en
el rango de longitudes de onda de 200 a 700 nm. Para la obtencion de las medidas de
absorbancia se emplearon cubetas de cuarzo de 1,00 cm de camino 6ptico y 4,00 mL de
capacidad volumétrica. En todos los casos se realizaron medidas del blanco

espectrofotométrico empleando agua milli-Q.

Todos los espectros UV-visibles que se presentan en este trabajo fueron
normalizados para mayor claridad visual en las comparaciones entre sistemas [Jung et al.,
2019]. La normalizacién matemadtica se realiz6 dividiendo los valores de absorbancia (Axi)
por el valor maximo de absorbancia presentado en cada espectro (Axmax) segun:

Ay

Ak,max

Anormalizada =
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Deteccion colorimétrica de Arsénico

A fin de evaluar la aplicacion del nanobiosistema desarrollado se estudi6 la capacidad de
estos sistemas de interaccionar con arsénico (V), lo que indicaria si es posible su utilizacion

como biosensores de As(V).

Reactivo utilizado
e HNayAsO4 (Carlo Erba).

El analisis de la respuesta del sistema frente a la presencia de Arsénico (V) se llevo a cabo
poniendo en contacto 1,00 mL de Au/S8s-NaBHs y AuNPs¢,1S84 con distintos volimenes de
una solucion de HNaAsOs4 de concentracion variable, llevando en todos los casos a un

volumen final de 1,2 mL seglin se puede observar en la tabla 2.

Tabla 2. Obtencion de diferentes soluciones de As(V)

[As] Volumen [As]final
M (mL) M
0,00025 5 1x107°
0,00025 10 2x10°¢
0,00025 48 1x10°°
0,0025 10 2x10°°
0,0025 19 4x107
0,0025 48 1x10™
0,25 2,4 5x10
0,25 4,8 1x107°
0,25 24 5x107°
0,25 48 1x1072

1 60 5x1072

La deteccion se llevd a cabo mediante la observacion del cambio de coloracion del
sistema luego de 5 minutos de contacto con el As(V). Adicionalmente, se midieron los
espectros UV-Vis de cada suspension como fue descripto en la seccion “Caracterizacion
analitica de los sistemas”. La presencia de un cambio en el color es indicativa de la agregacion
de las nanoparticulas de oro soportadas sobre S8 o estabilizadas con S8 en presencia de

arsénico.
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Interaccion del bionanosistema con otros analitos

Reactivos utilizados:

e Acetato de cobalto tetrahidratado (Co(CHsCOz):-4 H20, Mallinck rodt).
e Acetato de Zinc dihidratado (Zn(CHsCO-)2-2 H-0, Mallinck rodt).

e Cloruro de calcio dihidratado (CaCl>.2H»0, Biopack).

e Cloruro férrico hexahidratado (FeCl3.6H-0O, Cicarelli).

e Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl>.6H20, Mallinck rodt).

e Cloruro de niquel hexahidratado (NiCl..6H-O, Hopkin & Williams).

e Diodxido de manganeso (MnO2, Biopack).

¢ Nitrato de aluminio nano-hidratado (Al(NO3)3-9H,0, Riedel-de Haen).
e Nitrato cuprico trihidratado (Cu(NO3)2.3H20, Mallinck rodt).

e Nitrato de plomo (Pb(NO3)>, Biopack).

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los bionanosistemas como sensores
colorimétricos frente a distintos metales, se evalu6 la respuesta visual de cambio de color y
plasmoénica cuando se ponen en contacto con diferentes sales metélicas llevando adelante el
protocolo que fue mencionado en el apartado anterior.

La respuesta ante distintos metales se evalué mediante espectrofotometria UV-Vis poniendo
en contacto los sistemas Au/S8-NaBH4, Au/S8s-NaBH4 y AuNPsq1S84 con sales Al73, Ca*™,
Co™?, Cu™, Fe", Mg, Mn™, Ni*2, Pb"?, Zn". En todos los casos 1,00 mL del nanobiosistema
se puso en contacto con distintos volumenes de una solucion 0,25 M de cada metal, logrando
cuatro concentraciones finales de cada uno de ellos de 2,5x10, 5x104, 2x103 y 1x1072,
Luego de 5 min de realizado el contacto entre el nanobiosistemas y la solucién metalica se
observo a ojo desnudo el color y se midieron los espectros UV-Vis de cada suspension como
fue descripto en la seccion “Caracterizacion analitica de los sistemas”.

Lo mencionado fue realizado tanto empleando los sistemas descriptos, como utilizando el
control positivo AuNPscl. En todos los casos antes de cada medida se realiz6 un blanco

reactivo empleando agua milli-Q.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo de Lentilactobacillus kefiri y extraccion de proteinas de capa-S
(S8)

De las observacidén macroscopica del cultivo de Lentilactobacillus kefiri CIDCA 8348
en 10,00 mL de caldo MRS se observé un crecimiento tipico de este lactobacillus luego de 48
hs. de incubacion, donde se puede ver en la imagen 3 la turbidez del medio y un deposito sobre

la base y las paredes del tubo.

S

Imagen 3. Inéculo bacteriano en caldo de cultivo MRS.
Con el objetivo de describir en mayor profundidad el cultivo bacteriano obtenido se

llevo a cabo una tincion de Gram de un extendido del cultivo obtenido. La coloracion de Gram
es una técnica de coloracion diferencial muy utilizada en bacteriologia, llamada asi en honor
al investigador que la desarrollo Gram 1884. Esta coloracion permite dividir a las bacterias en
dos grandes grupos, Gram positivas y Gram negativas, ademas constituye un test sencillo pero
grosero de determinacion de posibles contaminaciones de los cultivos. En este sentido, la
imagen 4 muestra una distribuciéon homogénea de bacilos largos de color violeta tipicos de L.
kefiri. Por lo cual puede concluirse que hay presencia de bacilos Gram positivos sin

contaminacion evidente.
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Imagen 4. Tincion de Gram del cultivo de L. kefiri CIDCA 8348.

Como ultimo paso de la extraccion de la proteina S8 se procedio a dializar la proteina
extraida para eliminar el agente caotropico y suspenderla en buffer adecuado para los ensayos
posteriores. En la imagen 5 se muestra la suspension proteica extraida, S8, mientras se dializa
(A) y luego de la didlisis (B). La suspension obtenida mostrd una coloracion amarillo-opaco
traslucida caracteristica de las SLP extraidas en presencia de cloruro de guanidinio (caotrépico)
(imagen 5, A). Luego del proceso de dialisis, la suspension adquirid un aspecto mas turbio y
con una coloracion blanquecina final, 1o cual se asocia al estado de agregacién de las SLP en
el buffer B (imagen 5, B). Este aspecto macroscopico es tipico de las suspensiones de SLP de

distintas cepas de L. kefiri.
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Imagen 5. Suspension de las SLP extraidas, previo a la dialisis (A). Suspension de las SLP
extraidas, luego de la dialisis (B).

Cuantificacion de SLP

El método de cuantificacidn utilizado para conocer la concentracion de proteinas en el
extracto inicial fue el método colorimétrico de Bradford, para el cual se construyd una curva

de calibracion con BSA que se presenta en el grafico 1.

Curva de calibracion de BSA
—_ 2
£
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3
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[mg/mL]

Grifico 1. Curva de calibracion de BSA, utilizada para la cuantificacion proteica.

Del analisis de cuadrados minimos de la curva de calibraciéon empleando BSA se obtuvo la
siguiente ecuacion: y= 0,7662x+0,8313. Utilizando la curva presentada, se obtuvo la
concentracion de proteinas en el extracto purificado (S8), la cual resulto ser de 1,76 mg/mL.
De la misma forma, se obtuvo la concentracion de S8y, (obtenida luego del proceso de
centrifugacion descripto en la seccidon “Extraccion de proteinas de capa-S (S8)” la cual resulto

ser de 0,205 mg/mL.
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Caracterizacion analitica de la SLP
Con el proposito de describir el aporte espectroscopico de las proteinas de capa-S se

llevaron a cabo medidas espectrofotométricas en la region UV-Visible entre los 200 y 700 nm.
En el grafico 2 se muestra el espectro obtenido para el extracto de las S8 luego de ser dializada.
Como puede observarse, la suspension de S8 presenta dos bandas de absorcidn ubicadas en la
region ultravioleta del espectro con maximos en 221 y 263 nm. Estas bandas son tipicas de
uniones peptidicas y de estructuras proteicas con aminoacidos que presenta grupos aromaticos
en su estructura. El pico observado a los 263 nm podria corresponderse a la absorcion por parte
de residuos de fenilalanina. A su vez, el pico correspondiente a 221nm se atribuye a la
absorcion por parte de los enlaces peptidicos de la proteina [Beaven & Holiday, 1952].
Ademas, el espectro visualizado en el grafico resulta coincidente con los reportados en

bibliografia para SLP de Lactobacillus acidophilus [Eslami et al., 2013].

Espectro Uv-vis de proteina de capa-S (S8)
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Grifico 2. Espectro Uv-visible en la region 200-700 nm de las suspensiones de S8.

No se observaron picos de absorbancia de la proteina S8 en la regio visible. Esta
informacion resulta relevante considerando que, la banda de resonancia de plasmon superficial
de las nanoparticulas de oro se encuentra alrededor de los 520 y 550 nm, segun lo reportado en
a [Boruah et al.,, 2019, Murray et al., 2007; Priyardarshini et al., 2016], con posibles
desplazamientos por agregacion de las AuNPs hacia longitudes de onda mayores cercanas a
los 650-700 nm aproximadamente [Huang et al., 2010]. Considerando que las proteinas de
capa-S seran utilizadas para estabilizar o soportar nanoparticulas de oro, el hecho de que su
absorbancia no interfiera en la regidén plasmoénica del metal permite descartar la contribucion

de las S8 en los espectros Uv-visibles analizados de aqui en adelante.
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Obtencion de nanobiosistemas: proteina de S8 / AuNPs.
Sintesis de AuNPs soportadas sobre S8 utilizando diferentes métodos de
reduccion
1. Au/S8 reduccion con H:

El proceso de reduccion con corriente de hidrogeno gaseoso tiene la ventaja de ser facil,
eficiente y ocurre de manera rapida. En los ultimos afios se han reportado investigaciones en
los cuales el H» es utilizado como agente reductor dando buenos resultados para la obtencion
de bionanocatalizadores y nanoparticulas de oro obtenidas empleando bacterias enteras y
proteinas de capa-S como soporte [Merroun et al., 2007; Bolla et al., 2020a,b]. En este trabajo
se propuso en primera instancia obtener AuNPs soportadas sobre SLP y reducidas con H»
gaseoso. Luego del tratamiento de reduccion en corriente de hidrogeno no se observaron
cambios macroscopicamente visibles, por lo que se procedid a reservar la muestra al
resguardado de la luz envolviendo al recipiente con papel aluminio y en heladera durante 24
hs. El nanobiosistema obtenido mediante este mecanismo de reduccion fue denominado Au/S8-
Ho».

Terminado el periodo de reposo, no se observaron cambios en la suspension de Au/S8-Hoy se
decidid realizar un segundo tratamiento de reduccion mas drastico empleando un agente

reductor mas fuerte como el borohidruro de sodio (NaBHj).

2. Au/S8 reduccion con H; seguida de NaBHy

El agente reductor, NaBH4, fue utilizado en dos concentraciones 0.02 M y 0.002 M y
aplicado directamente sobre la suspension conteniendo el sistema Au/S8-H.. Mediante el
empleo del agente reductor en cada una de las concentraciones mencionadas, se observo un
rapido cambio de color del blanquecino original hacia una coloracidon anaranjado-rojiza debido
a la turbidez de la suspension, el color rojizo es tipico de la formacion de AuNPs, como se
puede observar en la imagen 6. La utilizacion de las distintas concentraciones de reductor no
mostrd diferencias macroscépicas del sistema con lo cual se concluyo6 que la concentracion del
reductor no afecta sus propiedades macroscopicas (en término de su coloracion y estabilidad

coloidal), por lo que se utiliz6 preferentemente el sistema obtenido empleando NaBH4 0.02 M.
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Imagen 6. A: Suspension del sistema Au/S8-NaBH4, B: AuNPs extraidas de la investigacion
“Highly selective and sensitive colorimetric detection of arsenic (III) in aqueous solution
using green synthesized unmodified gold nanoparticles.” De los autores Harisha K.S,

Narayana B., Sangappa Y. (2021).

Luego de su obtencion, se procedio a analizar espectroscopicamente el sistema Au/S8-
NaBH4, como resultado del mismo no se logro evidenciar con claridad el plasmon superficial

caracteristico de las nanoparticulas de oro esperado como se puede apreciar en e
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Grifico 3. Espectro del sistema Au/S8-NaBHj.

Este hecho, se vincul6 con el estado de agregacién de las S8 utilizadas, producto del
cual la suspension present6 elevada turbidez, resultando en la dispersion del haz de luz durante
la medicidn, con la consecuente interferencia sobre la absorcion de las nanoparticulas de oro

presentes en el sistema. Esta explicacion se puede visualizar a partir de la observacion de la
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solucion, la cual presentaba un aspecto turbio y palido (imagen 6 A) respecto del color rojizo
intenso translucido reportado en trabajos revisados bibliograficamente, como puede observarse
en la imagen 6 (B) [Jung et al., 2019; Lakatos et al., 2015].

Producto de la ausencia de una sefial plasmonica detectable para el sistema Au/S8-
NaBH4 el mismo no fue tenido a cuenta posteriormente para el analisis de la respuesta frente a

arsénico.

Dada la relevancia de la sefial plasmonica y de su nitidez se procedio a modificar el
protocolo con el propdsito de obtener sistemas con menor turbidez.

Como se describe en la seccion “Extraccion de proteinas de capa-S (S8)” se centrifugo el
extracto de S8 inicial y se utilizo el sobrenadante de menor turbidez (S8,) para obtener AuNPs

soportadas, utilizando el mismo agente reductor en la concentracion més elevada (0,02 M).

3. Au/S8sb reduccion con NaBH;y

Luego de realizar el protocolo de incubacién de la suspension S8, con la sal de oro, se
contacto el nuevo sistema con el agente reductor y se observé la aparicion la coloracion rojo
vinosa translucida esperada (imagen 7). El pasaje de una solucion traslucida blanquecina a una
rojo vinosa-burdeos, confiere una observacion cualitativa que denota en la formacion exitosa

de nanoparticulas de oro soportadas sobre las proteinas de capa-S en los sistemas imagen ©.

Imagen 7. Suspension de Au/S8s-NaBH4

De esta manera, se logré mejorar las propiedades macroscopicas del sistema, obteniendo un
nanobiosistema constituido por nanoparticulas de oro soportadas sobre S8, en una suspension
de aspecto translucido. A continuacion, se presenta una imagen comparativa de los sistemas

Au/S8-NaBH4 vs. Au/S8w-NaBHs. En la imagen 8, se puede visualizar la diferencia en la
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turbidez con respecto al aspecto original lo que se vincula auna menor concentracion proteica

y por consecuencia, a una menor turbidez.

Imagen 8. Suspension de los sistemas conteniendo nanoparticulas de oro soportadas sobre
proteinas de capa-S. Izquierda: sistema Au/SLP-NaBH4 (obtenido empleando el extracto
completo); derecha: sistema Au/SLPs-NaBH4 (obtenido empleando el extracto centrifugado).

A continuacion, se presenta el espectro Uv-visible del sistema Au/S8s-NaBH4. En el
grafico 4, se puede observar un pico maximo de absorcién del sistema obtenido a 524 nm, lo
que evidencia la presencia de nanoparticulas de oro soportadas. La posicion del plasmoén se
corresponde al valor reportado por bibliografia, encontrandose entre los 520 a 550 nm [Ribeiro

et al., 2018; Boruah et al., 2019; Jung et al., 2019; Lakatos et al., 2015 & Templeton et al.,

2000].
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Grifico 4. Espectro UV-Vis del Au/S8y,-NaBH4
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El sistema obtenido, Au/S8«-NaBH4, presentd un comportamiento estable a simple
vista durante 48 hs., es decir, sin modificaciones macroscopicas asociadas a la desestabilizacion
de las nanoparticulas (cambios en la coloracion, aparicion de precipitados).

Esta observacion se encuentra en concordancia con la hipétesis de que las SLP actian
estabilizando las nanoparticulas metalicas, segun lo reportado previamente [Janowski et al.,

2010; Jung et al., 2019 & Lakatos et al., 2015].

Obtencion de nanoparticulas de oro coloidales estabilizadas

1. Sintesis de nanoparticulas de oro coloidal (AuNPs)

Como se menciona en la seccion experimental, la obtencidon de nanoparticulas de oro
coloidales se llevo a cabo utilizando el método de sintesis de Frens y Turkevich [Turkevich et
al., 1951; Frens 1973]. Durante los primeros segundos del proceso, luego del agregado del
reductor, se visualizo un cambio de color de la solucion transparente hacia el gris, que luego
pasoé rapidamente al azul y tras varios minutos se torné roja derivando al bordo hasta volverse
burdeos (imagen 9), color caracteristico de la formacion de una suspensidon coloidal de
nanoparticulas de oro esféricas de aproximadamente 20-30 nm de diametro segun se describe

en bibliografia [Harisha et al., 2021; Lakatos et al., 2015].

Imagen 9. Suspension del sistema AuNPscol, nanoparticulas de oro coloidal sin
estabilizacion.

El espectro UV-visible obtenido para la suspension conteniendo nanoparticulas de oro
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coloidales se presenta en el grafico 5. El mismo presenta el méximo de absorcion a una longitud
de onda de 521 nm, este maximo es caracteristico de AuNPs esféricas de entre 15-20 nm de
diametro [Borah et al., 2022]. Se ha reportado que a medida que el diametro de particula
aumenta, el maximo de absorcion de la banda del plasmén superficial se desplaza hacia
longitudes de onda mayores [Lakatos et al., 2005; Shrivas et al., 2015; Smitha et al., 2008;
Frens 1973; Turkevich et al., 1951].
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Grifico 5. Espectro de absorcion en el rango 400 a 700 nm de la suspension de AuNPscor.

2. Estabilizacion de las nanoparticulas de oro coloidal con S8
La estabilizacion de las AuNPs., obtenidas con las S8, se realiz6 mediante procesos de

adsorcion fisica de las proteinas.

En primer lugar, cabe destacar que luego del agregado de SLP a las AuNPsco no se
observaron alteraciones macroscopicas indicadoras de desestabilizacion (cambios de
coloracion o precipitacion). Sin embargo, la intensidad de color vari6 ligeramente desde el
color bord6 original de las AuNPs.o hacia un tono més bien rosado, como puede apreciarse en
la imagen 9.

Por otro lado, se evaluo la concentracion de S8 Optima, necesaria para estabilizar las
nanoparticulas de oro coloidales (AuNPs..1) con el fin de mantener el sistema estable frente a
una fuerza i6nica elevada. La estabilidad del sistema se analizo visualmente a ojo desnudo
(mediate la apreciacidén de cambios de color y/o aparicion de precipitados, ambos indicadores

de desestabilizacion de AuNPs), como también mediante la obtencidn de espectros Uv-vis.
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Imagen 10. Suspens1ones de AuNPs.. estabilizadas con diferentes concentraciones de S8.

La estabilizacion, o la adsorcidn fisica de proteinas de capa S sobre las nanoparticulas
metalicas puede confirmarse por espectroscopia UV-vis ya que, como se ha mencionado, el
LSPR depende del entorno y en este sentido de factores como el pH, temperatura, entorno
dieléctrico, presion, entre otros [Priyadarshini et al., 2017].

A continuacidén se muestra el grafico 5 que presenta los espectros UV-vis de las
nanoparticulas de oro coloidales (AuNPscol) y de las nanoparticulas de oro coloidales
estabilizadas con las proteinas de capa-S (AuNPs..1-S8;). Este grafico es representativo de todas

las concentraciones de S8 ensayadas. En todos los casos se obtuvieron graficos idénticos.
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Grifico 6. Espectros UV-Vis de nanoparticulas de oro coloidales en suspension (AuNPscol) y
AuNPs. estabilizadas con proteinas de capa-S (AuNPsco-S84).

Como puede observarse en el grafico 6 existe un leve corrimiento del pico maximo de
absorbancia del LSPR de las AuNPs-S8; respecto a las AuNPsco (coloidales) hacia
longitudes de onda mayores (desplazamiento de 521 nm hacia 527 nm). Este pequefio
corrimiento ante la estabilizacién de AuNPs con SLP ya ha sido reportado previamente y se

vinculo6 con el cambio en el entorno dieléctrico de las nanoparticulas metalicas producto de la
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interaccion con las SLP lo cual impacta directamente en la posicion del plasmon [Priyadarshini
et al. 2017].

Como se aprecia en el grafico 5, el espectro UV-vis no presenta sefales en el rango
600-700 nm caracteristicas de AuNPs desestabilizadas, con lo cual, la interaccion de las SLP
con las AuNPs, no desestabilizaria el sistema sino que modificaria levemente su entorno
dieléctrico introduciendo un pequefio desplazamiento del LSPR. El hecho de que la
funcionalizacion de las nanoparticulas de oro con las proteinas de capa-S no haya generado un
corrimiento del plasmon del oro hacia los 600 nm, es un aspecto a destacar debido a que la
asociacion de las AuNPsc¢ con las S8 no impactaria negativamente sobre la capacidad de
deteccion del nanobiosistema, ya que si hubiera desplazamientos considerables hacia
longitudes de onda mayores o menores, podria verse afectado el posterior proceso de deteccion
de arsénico. Estos resultados concuerdan con los reportados en la bibliografia [Jung et al.,
2019].

Por otro lado, se realizo la prueba de sal con el proposito de evaluar la estabilidad
coloidal de los sistemas (AuNPsc-S8;) a elevadas fuerzas idnicas salinas. Este ensayo
experimental permitird seleccionar la concentracion de S8 dptima en base a la capacidad de
mantener la estabilidad coloidal frente a elevadas concentraciones de NaCl [Geoghegan et al.

1977].

Test de sal con NaCl

La obtencion de un sistema estable frente a alta fuerza i6nica es de gran interés para la
aplicacion que se pretende de los mismos como sensores de arsénico (V).

Al respecto, se evalud la estabilidad de los sistemas de AuNPsco estabilizados con
distintas concentraciones de S8 denominados: AuUNPSco-S81 , AuNPsco-S82, AuNPSsc1-S83,
AUNPs1-S84 y AuNPs-S8s5, en comparacion con el sistema coloidal sin estabilizar
(AuNPso1).

El test de sal permite evaluar el grado de estabilizacion de las nanoparticulas metélicas.
Un cambio de color de la suspension desde un rojo vinoso original a uno azul-violaceo dentro
de los 5 a 10 minutos luego del agregado de NaCl indica la desestabilizacion del sistema
producto de la fuerza ionica. En los experimentos analiticos, se verificod la estabilidad
visualmente del sistema durante los primeros 10 minutos luego del agregado de la solucion
salina y también, luego de 90 minutos, con la finalidad de analizar los resultados obtenidos en
periodos de tiempo mayores.

La estabilidad analizada en el test de sal se evaluo, en primera instancia, en término del
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cambio de color y presencia de solido cuando se exponen los sistemas AuNPs¢-S8; a NaCl
10%. Este analisis resulta relevante ya que si la fuerza idnica logra desestabilizar el sistema,
AuNPs.-S8;, podria generar falsos positivos durante la aplicacidn como sensor que no se
vincularan con el analito de interés (arsénico).

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenido del test, en funcion de la coloracion
del sistema, luego de 10 y 90 minutos de aplicacion NaCl 10%p/v, sobre los distintos sistemas
AuNPs0-S8i. Aquellos ensayos marcados en color rojo indican que el sistema AuNPsco-S8;
no vari6 su coloracion ante el test de sal (resultando estable macroscopicamente), por otro lado
aquellos resultados marcados en color violeta indican una variacion moderada de la coloracion
(indicando inestabilidad macroscopica) mientras que finalmente, aquellos resultados indicados
en color azul se corresponden con sistemas desestabilizados.

Tabla 3. Test de sal sobre los sistemas AuNPSco-S&;

Testde | Test de
Sistemas NaCl NaCl
10 min 90 min

AuNPs0-S81
AuNPs,-S8>
AuNPs-S83
AuNPs,-S84
AuNPs0-S85
AuNPscol

585
]

AUNPScal  AUNPs,-58; AUNPSc-58:  nuNPs.. 58, AUNPs,-58, Au

HPSFﬂ

+ *id
e - - a
— -

Imagen 11. Resultados del test de sal luego de 5 minutos de contacto de los distintos
sistemas AuNPs,-S8; con NaCl 10% p/v
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Imagen 12. Resultados del test de sal luego de 90 minutos de contacto de los distintos
sistemas AuNPsco-S8; con NaCl 10% p/v

Como se puede observar en las imdgenes 11 y 12, los sistemas que contenian menor
concentracion de proteinas (AuNPsco-S81y AuNPsc-S82) viran de color instantaneamente
luego del incremento de la fuerza idnica del medio, al igual que ocurre con el blanco o
suspension de partida (AuNPsci) conformado por las AuNPs sin SLP, es decir, sin
estabilizacion. A su vez, se puede ver que el sistema que contiene una concentracion de 0,12
mg/mL SLP (AuNPsci-S83) mantiene durante los primeros minutos un color similar al
caracteristico de las AuNPs¢,-S8; sin embargo, luego de 90 minutos se desestabiliza y vira al
color grisaceo azulado, indicando la aglomeracion de las nanoparticulas metalicas.

Las observaciones indicarian que los sistemas mas estables ante los cambios en la fuerza
ionica son aquellos que presentan una mayor concentracion proteica, 0,16 mg/mL y 0,19
mg/mL, (AuNPsc-S84 y AuNPs.0-S8s respectivamente).

En segunda instancia, se evalu6 la estabilidad frente al test de sal mediante
espectroscopia UV-vis, con el objetivo de confirmar las observaciones a ojo desnudo. Para este
analisis se evaluo el sistema AuNPsc-S84 debido a que no presentd desestabilizacion
macroscopica y fue obtenido con la menor cantidad de S8 (criterio de seleccion que se aclarara
mas adelante).

En el grafico 6 se presentan a los espectros obtenidos para el sistema AuNPsco-S84
antes y después (90 minutos) del test de sal. Como se puede observar en el grafico 6, la
incorporacion de grandes concentraciones de NaCl a la suspension del sistema AuNPsco-S84
no generd cambios en el plasmon caracteristico de las nanoparticulas de oro, manteniéndose el
maximo de absorcion del plasmon en 527 nm. De esta forma se confirma la estabilidad coloidal

del sistema AuNPsco-S84 frente a un aumento de la fuerza i16nica del medio.
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Grifico 7. Espectros UV-vis del sistema AuNPs..1-S84 antes y después del test de sal.

Este conjunto de observaciones permite destacar el aporte estabilizante de las S8 en la
obtencidn de sistemas conteniendo nanoparticulas de oro. Con el proposito de seleccionar una
condicion Optima para la obtencién de nanobiosistemas estales y adecuados para las
aplicaciones propuestas, se tomo el criterio de utilizar la combinacion que se mantenga estable
(visual y espectroscopicamente) luego de 90 minutos del test de sal y que contenga la menor
concentracion de proteinas de capa-S. El sistema que cumple las condiciones propuestas es el
correspondiente a 0,16 mg/mL de S8 (AuNPsc.-S84). Este es el sistema seleccionado para
realizar los ensayos como biosensor de arsénico y su denominacidén continuara de aqui en

adelante de igual forma, AuNPsc1-S84.

Evaluacion de los sistemas obtenidos frente al arsénico
La deteccidn de arsénico (V) en medio acuoso utilizando Au/S8s-NaBH4 y AuNPscoi-

S84 se investigd por ensayos colorimetros a través de espectroscopia UV-visible. Esta técnica
que permite medir el corrimiento del maximo de longitud de onda situado a 527 nm por la
agregacion de las nanoparticulas de oro en presencia del metaloide. Esta agregacion produce
un cambio de coloracion perceptible en el visible y por tanto una variacion en la sefial de
absorbancia en la region del plasmon de 520 nm hacia longitudes de onda mayores [Lin et al.,
2004; Gong et al., 2017; Silva et al., 2021].

Para la evaluacion del limite de deteccion del bionanosistema como sensor de arsénico
se utilizaron soluciones acuosas de concentraciones variables, en el rango de 1x10° M hasta

5%x102M de HNazAsOQs.
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La deteccion del arsénico se analizo de dos formas, en primer lugar, monitoreando
visualmente la coloracién del sistemay, por otro lado, recolectando los espectros UV-vis luego

de 5 minutos de contacto con el As(V) en las distintas concentraciones analizadas.

Ensayo de la respuesta colorimétrica del sistema Au/S8s,-NaBHa.
Al contactar dicho sistema frente a la solucidon de arsénico de mayor concentracion

(5x102M), no se observaron variaciones de color, ni desplazamiento del méaximo de
absorbancia del sistema Au/SLPs,-NaBH4 como se puede observar en el grafico 8. Si bien se
aprecia un ensanchamiento de la banda asociada al plasmon del sistema Au/SLPg,-NaBHy
dicho efecto no resulto suficiente para introducir modificaciones en la coloracion del sistema,
no pudiendo percibirse respuesta ante el arsénico. Debido a que a esta elevada concentracion
de arsénico no se observo una respuesta, el analisis a concentraciones de arsénico menores no

se llevo a cabo.

Respuesta al arsénico de las Au/S8,,-NaBH,
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Grifico 8. Espectros Uv-vis del sistema Au/S8x-NaBH4 y del sistema Au/S8y,-NaBHj frente
a arsénico 5x102M.

Esta observacion podria relacionarse con el tamafio de las nanoparticulas de oro
soportadas sobre SLP. Como se ha reportado previamente, utilizando las proteinas de capa-S
como soporte, las nanoparticulas metalicas se nuclean y crecen confinadas a las dimensiones
de los poros que poseen las SLP [Bolla et al., 2020(a); Aiken et al. 1999; Fahmy et al., 2006;
Selenska-Pobell et al., 2011; Allievi et al., 2011]. Por este motivo, y como se desprende del
analisis bibliografico, el tamafio de las nanoparticulas metalicas obtenidas empleando SLP
como soporte rondan entre los 2 a S nm de didmetro [Bolla et al., 2020(a); Bolla et al., 2020(b);
Larguinho et al., 2015 & Pum et al. 2009]. Un tamaifio tan pequefio de particula no resultaria

Optimo para la deteccidon colorimétrica por desestabilizacion ya que, para apreciar un cambio
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visible se requeriria la agregacion de gran cantidad de particulas hasta formar los agregados de
alrededor de 200 nm que se han reportado como responsables de la coloracion azul

caracteristica frente a un agente desestabilizante, tal como el arsénico [Boruah et al., 2019].

Ensayo de la respuesta colorimétrica del sistema AuNPs-S84
Utilizando el sistema obtenido por estabilizacion de las AuNPsc mediante su

recubrimiento con S8 (AuNPs,-S84) se realizaron los ensayos descriptos en la seccion
experimental, “Deteccion colorimétrica de arsénico”.

Al contactar el sistema AuNPsc-S84 frente a las soluciones de arsénico de
concentracion 1,00x10° y 2,00x10°® M no se observaron modificaciones en la coloracion de la
solucion luego de 10 minutos y, tampoco se observaron alteraciones en el espectro UV-visible
obtenido. A partir de esta observacion, se concluy6 que el sistema no logra responder de manera
apreciable ante dichas concentraciones de arsénico en agua. Debido a la nula respuesta ante
ellas, se omitieron en la imagen 12 para una mejor interpretacion visual.

Por otro lado, al contactar el sistema con las concentraciones de arsénico pertenecientes
al rango entre 1,00x10” a 5,00x10 M, se observaron modificaciones en la coloracion de la
suspension en todos los casos analizados. Como se puede apreciar en la imagen 13, al aumentar
la concentracion de arsénico contactada con el bionanosensor AuNPsc-S84, la coloracion
comienza a variar desde un violeta palido hacia un violeta intenso, que luego se torna azulada-

grisacea en las suspensiones de concentracion superior.

AuMPS;-58, A B c D E F G H |

Imagen 13. Resultados macroscopicos de la interaccion entre el sistema y las distintas
concentraciones de arsénico. (AuNPsc-S84: sistema en agua milli-Q, A: 1,00x107 B:
2,00x107, C: 4,00x107°, D: 1,00x10%, E: 5,00x10*, F: 1,00x107, G: 5,00x10, H: 1,00x102 ¢
I: 5,00x102 M).

Antes de presentar los resultados analiticos de la respuesta del sensor AuNPsco-S84 se

muestra un esquema resumiendo los resultados macroscopicos obtenidos frente a arsénico
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Imagen 14. Esquema de las suspensiones obtenidas al enfrentarlas con arsénico.

El andlisis de los espectros de AuNPsc-S84 obtenidos frente a las distintas
concentraciones de arsénico (V), se realizo en comparacidn con un espectro base, obtenido para
la suspension del biosensor AuNPs.01-S84 en ausencia de arsénico. Los espectros se muestran

a continuacion y se analizaran en etapas conforme aumenta la concentracion del arsénico para

una mejor descripcion.

Absorbancia
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Grafico 9. Espectros UV-vis del sistema AuNPsco1-S84y del sistema AuNPsco-S84 frente a

Como puede visualizarse en los espectros mostrados en el grafico 9, no hay una
variacion significativa en los espectros obtenidos a concentraciones de ordenes micromolares,
con respecto al espectro del sistema AuNPsc-S84. Lo cual concuerda con lo observado a

simple vista, es decir, la nula modificaciéon del comportamiento colorimétrico del sistema

distintas concentraciones del orden micromolar arsénico (V).

750




AuNPsq01-S84 frente a estas concentraciones de arsénico.
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Grafico 10. Espectros UV-vis del sistema AuNPsco-S84 y del sistema AuNPsco-S84 frente a
distintas concentraciones del analito de interés en el orden de magnitud de 10> M.

Al contactar el sistema frente a concentraciones del orden de 10 M, se observo una
modificaciéon en la conducta espectral como se observa en el grafico 10. Se aprecia en los
espectros obtenidos una variacion respecto al espectro UV-Vis del biosensor (AuNPsc,1-S84),
pudiendo vincularse a la aglomeracion de las nanoparticulas de oro debido a la adicion de
arsénico en 1,00x107°, 2,00x107y 4,00x10~> M de concentraciones. Se observa un corrimiento
del méximo de la banda del plasmon de resonancia desde 527 nm (del biosensor) hacia
longitudes de onda mayores, de 534, 537 y 539 nm respectivamente. La tendencia al
desplazamiento hacia longitudes de onda cercanas a 625 nm se encuentra reportada en
bibliografia y se ha vinculado con la banda caracteristica de AuNPs aglomeradas de forma
completa (alcanzando un tamafio aproximado de 200 nm) localizada alrededor de los 650-700
nm [Boruah et al., 2019]. De igual manera, lo propuesto se encuentra respaldado por el cambio
de color visible en las soluciones de la imagen 13, los cuales muestran una mayor coloracion

violacea e intensidad de tono a medida que aumenta la concentracion del analito problema.
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Grifico 11. Espectros UV-vis del sistema AuNPsco-S84 y del sistema AuNPsco1-S84 frente a
distintas concentraciones del analito de interés en el orden de magnitud de 107*M.
Los espectros obtenidos para el biosistema bajo concentraciones de arsénico de ordenes

de magnitud de 10 M, muestran un corrimiento del maximo de absorcion ain mas marcado.
Como se puede apreciar en los graficos 9 y 10, las bandas de absorcion presentan hombros y
picos ensanchados, en distinta proporcion. Este hecho podria vincularse con que, en dichas
suspensiones, se encuentra coexistiendo una mezcla de nanoparticulas con una doble poblacion
de tamafios: nanoparticulas agregadas de manera parcial (es decir sin llegar a un gran tamafio)
y nanoparticulas totalmente aglomeradas. Es por eso, que presentan dos maximos, uno que
corresponderia a la absorcion cercana a los 550 nm para las AuNPs aglomeradas de manera
parcial y una absorcion cercana a los 625 nm para las AuNPs de aglomeracién completa, sin
definirse un pico méximo de absorcién debido al ensanchamiento del plasmon. A medida que
la concentracion de arsénico se incrementa, la poblacién de mayor agregacion, vinculada con
el hombro centrado a 625 nm, se vuelve dominante desplazando cada vez mas la posicion de
la banda. Esta observacion se encuentra en concordancia con lo observado en la imagen 13,
donde se aprecia que, en las soluciones de 1,00x10* y 5,00x10* M de concentracion de
arsénico hay un cambio drastico de color que vira desde el violaceo hacia el grisaceo y llega a
los azules, coincidente con la tendencia de los espectros desplazando su maxima absorcion

hacia los 700 nm.
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Grifico 12. Espectros UV-vis del sistema AuNPsco-S84 y del sistema AuNPsco1-S84 frente a
distintas concentraciones del analito de interés en ordenes de magnitud milimolar.
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Grifico 13. Espectros UV-vis del sistema AuNPsco-S84 y del sistema AuNPsco1-S84 frente a
distintas concentraciones del analito de interés en ordenes de magnitud de 10M.

En los graficos 12 y 13, se presentan los espectros obtenidos para concentraciones de
1x107 y 5x10° M arsénico y 1x10?y 5x102 M, respectivamente. En ambas figuras se pueden
observar espectros con un comportamiento similar a lo descripto para concentraciones de orden
de magnitud de 10° M. A medida que aumenta la concentracion de arsénico el maximo de
absorcion se desplaza hacia longitudes de onda mayores, cercanas al area de absorcion del azul,
tendiente a los 650-700nm. Finalmente, cabe destacar que cuando el sistema se contacta con la
concentracion de arsénico 1x102 M se observd un color violaceo (imagen 13, H) lo cual
indicaria un retroceso en el desplazamiento hacia las tonalidades azules. Esta observacion
pareceria indicar que las nanoparticulas agregadas se desaglomeran o que, se agregan en
aglomerados de menor tamafio. Como consecuencia, se podria pensar que el sistema presenta

un cambio en la conducta de absorcion, lo que podria deberse a una estabilizacion del sistema
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por un exceso de arsénico en el medio, lo que conduce a una alteracion de las interacciones
electrostaticas entre nanoparticulas impidiendo su aglomeracién total [Lakatos et al., 2015].

Con el objetivo de desarrollar un analisis de mayor precisién sobre la respuesta
colorimétrica comparativa del sistema de deteccion desarrollado, se puede reducir el analisis
espectral a la absorbancia observada a 625 nm en cada condicidn. Para esto se determind el
cambio porcentual en el coeficiente de extincion (Ag,%) segun:

A625nm, AuNPs—-SLP+As — A625nm, AuNPs-SLP
* 100

Aggz5nm (%) = A
625nm, AuNPs—-SLP

En los graficos 13 y 14, se presentan las graficas de Ae%e250m vS. concentracion de
arsénico. Estas figuras ofrecen una mejor visualizacion de la conducta en la actividad del
sistema frente al analito, acompafiando los espectros obtenidos y permitiendo comparar de

manera mas simple los cambios en la respuesta del mismo.

Cabe destacar que este analisis se puede realizar con el cambio porcentual de extincion
a diferentes longitudes de onda, sin embargo, se ha elegido 625 nm por tratar de la ubicacion

del maximo de absorcidn ante los desplazamientos del biosensor.
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Grifico 14. Grafico del coeficiente de extincion molar a 625 nm frente a las distintas
concentraciones del analito de interés, As(V).
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Grifico 15. Cambio porcentual del coeficiente de extincidn en el sistema frente a As(V) a
625 nm.

En los graficos 14 y 15 se puede observar como hay un cambio brusco en la respuesta
del sensor AuNPs.-S84 durante el cambio de concentracion de 2,00x10 a 1,00x10° M. A
partir de esta ultima concentracion y hasta 5,00x10™* M, se puede observar una conducta
aproximadamente lineal de la absorbancia del biosensor a 625 nm. En este sentido, el sistema
presenta una aplicabilidad futura como herramienta para la determinacion cuantitativa de
arsénico en aguas.

Luego de este rango mencionado, se puede visualizar como el sistema AuNPsc.-S84 no
modifica sustancialmente su absorbancia frente a incrementos en la concentracion del analito.
En este punto, se puede adjudicar que el sistema se satur6 y no hay condiciones que aumenten
la aglomeracién de las nanoparticulas, aunque se aumente la cantidad de arsénico disponible.
Asimismo, se mantiene la concordancia con lo observado en las soluciones presentadas en la
imagen 13 y los espectros UV-vis descriptos anteriormente. A su vez, se puede visualizar la
caida de absorbancia en concentraciones 5x107* M que resulta coincidente con el retroceso del
color en la solucion de dicha concentracion. Como se menciono anteriormente, en esta seccion,
es posible que se produzca una estabilizacion por parte del analito problema sobre las
nanoparticulas del sistema a causa del exceso de arsénico en el medio. Finalmente, se puede
observar que en la concentracion de 5x107* M, el sistema presenta un color y un Age2snm%
similar al de 5x102 M. Ambas observaciones respaldan el hecho de que el sistema no
incremente su respuesta en este rango de concentraciones de arsénico.

Si bien se han desarrollado otros sistemas de deteccion de arsénico basados en
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nanoparticulas de oro, el nivel de deteccion minimo alcanzado por el biosensor AuNPsco-S84
basado en la estabilizacion de AuNPscoi con S8 es destacable. Esta sensibilidad se ha explicado
en reportes previos bajo la sospecha de que la proteina de capa-S que estabiliza las particulas
metalicas interactuaria con el arsénico facilitando el proceso de deteccion y aglomeracion. Si
bien esta teoria se ha planteado [Lakatos et al., 2015], ain no ha sido comprobada. Las
interacciones entre las nanoparticulas de oro estabilizadas con proteinas de capa-S y el arsénico
(V) se pueden atribuir a una serie de grupos funcionales relevantes como NH>, NH, OH, CO y
COOH que se encuentran, comunmente en la superficie de proteinas de la capa-S [Sara &
Sleytr, 1987; Gyorvarya et al., 2004].

Finalmente, si se deseara mejorar el limite de deteccion, disminuyendo la cantidad de
arsénico necesaria para introducir un cambio macroscopico en el sistema se podria recurrir a
una estrategia sencilla. Se ha reportado en bibliografia que la eficiencia en la deteccion de
arsénico mejora con el aumento del tamafio de nanoparticula metalica. Las nanoparticulas de
oro mas grandes producen una sefial detectable incluso con agregados de arsénico mas
pequefios, lo que amplia el rango de deteccion. Esta disminucion en el limite de deteccion se
vincula con que, al aumentar el tamafio de la nanoparticula de oro, se requiere menor cantidad
de agente desestabilizante para lograr agregados de alrededor de 200 nm los cuales se asocian

con los cambios bruscos de coloracion [Boruah et al., 2019].

Interferencias con distintos analitos.
La interferencia en la respuesta del biosensor AuNPsc-S84 frente a distintos analitos

cuya presencia en aguas de red es frecuente, resulta de suma importancia para conocer el
alcance eficaz del biosensor.

Con dicho objetivo, en este trabajo se evaluaron diez metales, cuya interferencia se
clasifico en metales de union reducida o metales de union fuerte. En este sentido, los metales
que generan un corrimiento de la banda del plasmon y por consecuencia un cambio de color,
se denominaron metales de union fuerte y los metales de union reducida seran aquellos que no
generan un corrimiento brusco ni un cambio de color perceptible en la solucion. Cabe destacar,
que en los ensayos de interferencias se utilizaron concentraciones de todos los metales que no
tienen un correlato real con las concentraciones en aguas de red ya que los valores de todos
ellos en el agua corriente son mucho menores por tratarse de especies sumamente reguladas.
[CAA, art. 982; OMS, 2022].

Como se describio previamente, los metales evaluados fueron Al™, Ca*?, Co*?, Cu*?,
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Fe™, Mg Mn™ Ni'2 Pb"?y Zn™2 que se contactaron en distintas concentraciones con el
biosensor AuNPs.,-S84, cuya respuesta se evalud a simple vista y mediante espectroscopia
UV-vis con la intencidn de observar si la banda de resonancia del plasmon presentaba alguna
modificacién en presencia de los posibles interferentes.

A continuacion, se presenta una imagen de las soluciones preparadas en el laboratorio

de los metales a medir.

Imagen 15. Soluciones acuosas de los analitos evaluados.

La imagen 15 muestra las soluciones madres de las sales preparadas para el estudio de
deteccion de los bionanosistema AuNPsco-S84.

Los graficos derivados de las respuestas espectroscopias se presentan a continuacion,
discriminados por la concentracion a la cual se evalu6 cada metal.

Complementariamente y con el fin de mejorar la interpretacion y conocer el cambio
real en la actividad del biosensor, se llevo a cabo el calculo del cambio porcentual del
coeficiente de extincion molar a 625 nm tal y como se describid en la seccion “ensayo de la
respuesta colorimétrica del sistema AuNPs.1-S84”, de los distintos metales interferentes, en las
respectivas concentraciones medidas.

A su vez, se analizan las variaciones porcentuales respecto al Ags25% del biosensor
AuNPs..1-S84 frente a una concentracion de arsénico de 1x10” M, elegida por ser la primera
concentracion de arsénico en propiciar una respuesta visible y a nivel espectral del biosensor.
Este analisis comparativo permite visualizar cuando un analito es efectivamente un interferente
y cuando su cambio espectral en la suspension es despreciable. Para dicha clasificacion se

establecidé como punto de corte, que si la respuesta del AuNPs..1-S84 frente a un analito supera
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en un 50% al Ags25% del AuNPsco-S84 para el arsénico 1x107° M, se definira como metal de

union fuerte y por se clasificara como interferente en el método, en la concentracion analizada.

Los analisis comparativos se hacen a continuacidn de cada figura espectral mediante un analisis

por grafico de barras.
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Grifico 16. Espectros UV-Vis de del sistema AuNPs..1-S84 y del sistema AuNPsc,1-S84

frente a metales en concentracion 2,5x10*M.

En el grafico 16 se puede visualizar como el plomo y el aluminio interfieren en la

respuesta de AuNPsci-S84 en la menor concentracion analizada (2,5x107*M). Debido a la

interferencia, el plomo y el aluminio se clasifican como metales de union fuerte generando un

desplazamiento del LSPR nm hacia los 600-700 nm. En este sentido, y considerando que el

nanobiosistema AuNPs..-S84 presenta su plasmon centrado en los 533 nm, se puede visualizar

como se desplaza hacia longitudes de onda mayores, 617 nm en el caso del aluminio, y 646 nm

por parte del plomo.
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Grafico 17. Representacion del analisis para del cambio porcentual del coeficiente de
extincion a 625nm para AuNPsco1-S84 frente a los metales ensayados a 2,5x107*M.

Por su parte, en el grafico de barras (grafico 17) se puede observar como lo mencionado
anteriormente resulta significativo, generando un Ags25% mucho mayor al dado por el arsénico,
contemplando, que la concentracion analizada de estos metaloides supera en 25 veces a la
concentracion tomada como referencia para el arsénico. En conclusion, respecto al plomo y el
aluminio seria conveniente considerarlos como interferentes del nanobiosensor AuNPsco1-S84
en la concentracion analizada (2,5x10™* M). Respecto a este analisis cabe destacar que estos
analitos se encuentran normalmente en agua de red, con lo cual se ha reportado mediante el
CAA [CAA, art.982] un limite permisible de 0,20 mg/L (7,4x10°° M) para el aluminio residual
y 0,05 mg/L (2,4x10”7 M) para el plomo. En este contexto, en el agua apto consumo de red la
concentracion maxima de los analitos seria entre 30 y 1000 veces menor a la analizada, con lo
cual se puede estimar que no representarian una interferencia en un contexto real.

Por otro lado, se puede observar una reactividad significativa del sensor AuNPso-S84
con el hierro, cambiando la forma y desplazando la banda principal del plasmon hacia 538 nm,
en dicha concentracidén. En este sentido el minimo desplazamiento de la banda de absorcion
del LSPR no permitiria clasificar al hierro como interferente ya que se encuentra en el rango
aceptado para AuNPs de 520 a 550 nm [Bourah et al., 2019; Murray et al., 2007; Priyardarshini
et al., 2016]. Sin embargo, en el grafico de barras se visualiza que el hierro se comporta como
un interferente ya que representa una respuesta mayor al 50% de la respuesta colorimétrica del
arsénico. Consecuentemente, se clasifica al hierro como un metal interferente del AuNPscoi-
S84 en una concentracion de 2,5x10™* M. Sin embargo, se ha reportado mediante el CAA [CAA,
art.982] un limite permisible para el hierro total de 0,30 mg/mL (5,4x10° M) por lo cual, en el

marco de la utilizacion experimental del biosensor, el hierro no se considera un interferente
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real.
Para finalizar, podemos concluir que los demas iones, a esta concentracion (2,5x10
M), pueden definirse como metales de union débil ya que no generan desestabilizacidén del

sistema ni variacion significativa en la absorbancia a 625 nm.
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Grifico 18. Espectros UV-Vis de del sistema AuNPs..1-S84 y del sistema AuNPsc,1-S84
frente a metales en concentracion 5,00x10™* M.

En el espectro presentado en el grafico 18 se muestran los espectros UV-vis del
nanobiosensor AuUNPSs.1-S84 frente a una concentracion de 5,00x10* M para todos los analitos
analizados. Se puede observar como se acentua la actividad del hierro en la aglomeracion de
las nanoparticulas, generando un mayor cambio en la forma del plasmon obtenido y el
desplazamiento de la poblacion aglomerada hacia longitudes de onda que comprenden desde
los 654 nm en adelante. En este sentido, concuerda con lo concluido durante la descripcion del
grafico 16 y se lo designa finalmente en esta concentracion evaluada (5,00x10* M), como un
metal de union fuerte. A su vez, el aluminio y el plomo siguen induciendo una respuesta en el

sensor AuNPsc.1-S84 a esta concentracion mayor.
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Grifico 19. Representacion del analisis para del cambio porcentual del coeficiente de
extincion a 625nm para AuNPso-S84 frente a los metales ensayados a 5,00x10™M.

Por otro lado, se observa que el cobre en esta concentracidn introduce una respuesta en
el biosensor AuNPsc.-S84 impulsando su aglomeracidn. El cobre genera un aglomeramiento
parcial de las nanoparticulas del sensor AuNPsc1-S84 lo que se traduce en la formacidn de un
hombro en el plasmon localizado en 612 nm. En este sentido, esta agregacion resulta en la
interferencia efectiva del sensor, generando un cambio porcentual por encima del limite
planteado para la respuesta del sistema ante el arsénico (graficol9), categorizando al cobre
como un interferente de unidn fuerte en una concentracion de 5,00x10°* M. Segun el CAA, el
limite permitido del cobre en agua residual es de 1,00 mg/mL (1,6 x10° M), en este contexto,
no se considera al cobre como un interferente ya que los resultados indican reactividad para el
nanobiosistema en concentraciones de alrededor de diez veces mayor que la permitida.

Finalmente, en la concentracion evaluada se sigue los demas analitos no actian como
interferentes, ya que no introducen modificaciones en el espectro del AuNPs.-S84. Si bien se
puede visualizar una pequefia reactividad del sensor frente al niquel y al magnesio, esta minima
respuesta se considera despreciable en comparacion con la respuesta porcentual frente al

arsénico.
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Grifico 20. Espectros UV-Vis de del sistema AuNPs..1-S84 y del sistema AuNPs.,1-S84
frente a metales en concentraciones milimolares.
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Grafico 21. Representacidn del analisis para del cambio porcentual del coeficiente de
extincion a 625nm para AuNPs..-S84 frente a los metales ensayados en concentraciones
milimolares.

En los gréaficos 20 y 21 se presentan los espectros UV-visible y el analisis del cambio
porcentual para los interferentes en una concentracion de 2,00x10 M. Se puede observar y
concluir que a partir de una concentracion de 2,00x10~* M, todos los analitos ensayados excepto
el manganeso, representan una interferencia fuerte para el biosensor AuNPsc-S84. A esta
elevada concentracion tanto el zinc, como el niquel y el calcio desestabilizan el sistema
AuNPs.-S84 generando una disminucion la aglomeracion de las nanoparticulas manifestando
absorbancias a partir de los 600 nm en adelante. Lo mencionado se puede visualizar en el

espectro UV-Vis y se encuentra respaldado por lo presentado en el grafico de la variacion de

la absorbancia porcentual, Ags25%.
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Grifico 22. Espectros UV-Vis de del sistema AuNPs..1-S84 y del sistema AuNPs.,1-S84
frente a metales en concentracion 1,00x102M.
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Grafico 23. Representacion del analisis para del cambio porcentual del coeficiente de
extincion a 625nm para AuNPs..-S84 frente a los metales ensayados en concentracion
1,00x102M.

En los gréficos 22 y 23 se presentan los espectros UV-visible y el analisis del cambio
porcentual en la respuesta del AuNPsc-S84 para los interferentes en una concentracion de
1,00x102 M. Se observa que el comportamiento de casi todos los analitos como interferentes
se mantiene a esta nueva concentracion, excepto en el caso del manganeso el cual no genera
una respuesta evidente, incluso a las maximas concentraciones ensayadas.

Es relevante destacar que no se evaluaron en esta maxima concentracion (1,00x10°2 M)
aquellos analitos categorizados como interferentes fuertes en alguna de las concentraciones
menores analizadas ya que se considera que continuardn comportandose como interferentes.

Ademas, es de importancia mencionar que un analito cominmente presente en agua
corriente es el sodio (Na"), el cual no se analizo en estas instancias como interferente ya que,
en el test de sal se contacto al sistema frente al NaCl en concentraciones muy elevadas (10%

p/v, aproximadamente 4,3 M en Na') y no se observaron modificaciones en el espectro del
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AuNPs,1-S84 (como se observa en el grafico 6). Con lo cual, no se considerd necesario hacer
este analisis a menores concentraciones de NaCl, como las usadas para los metales ensayados
anteriormente.

Finalmente, cabe destacar que las ultimas concentraciones de analitos interferentes
evaluadas (1x102 y 2x10° M) no representan una problematica para la deteccién real de
arsénico en aguas de red. Por lo general, estas concentraciones extremadamente elevadas no
corresponderian a concentraciones reales de metales en agua de red apto consumo, por lo cual,
su interferencia se limita al marco experimental y resultan despreciables para un analisis futuro.

Como era de esperar, el biosensor AuNPsc-S84 utilizado no respondi6 de manera
idéntica frente a la variaciones en la concentracion para todos los analitos ensayados. Un dato
no menor a tener en cuenta es que el sistema respondid de forma positiva (es decir, con una
modificacion en su coloracion) ante AIl(III), Pb(Il) y Fe(Ill), a pesar de sus diferentes
caracteristicas y estructuras atomicas, y de las diferencias que presentan estos respecto al As
(V). Segin Jung y col. (2019) las proteinas de la capa-S interaccionan con los analitos
examinados mediante los grupos funcionales presentes en la superficie de las SLP, con lo cual,
las interacciones SLP-metal no tendrian por qué ser especificas ya que se trataria de
interacciones metal-ligando convencionales y reportadas para distintos analitos [Allievi et al.,
2011; Gyorvary et al., 2004; Pum & Sleyter, 2009]. En funcion de esta hipotesis, si la
interaccion entre los analitos catidnicos y las proteinas de capas-S seria Unicamente de
naturaleza electrostatica no especifica, todos los cationes ensayados deberian haber mostrado
la misma respuesta. Sin embargo, no se ha observado esto y por lo tanto, los resultados
obtenidos permitirian formular una hipotesis basada en la interaccion diferencial entre el

sistema AuNPsco-S84 y algunos metales.

Conclusiones.

1. El aislamiento, extraccion y purificacion de las proteinas de capa S (S8), logré ser efectivo
y con un rendimiento esperado segun lo reportado previamente en el grupo de
investigacion.

2. La S8 no presentd absorbancia en longitudes de onda cercanas al LSPR de las

nanoparticulas de oro, permitiendo desarrollar una estrategia en la que se las utilice como

parte de un sensor colorimétrico.

3. Conrespecto al anélisis de la reduccion para la obtencion de nanoparticulas de oro se puede

concluir que el hidrogeno gaseoso no es efectivo para la generacion de AuNPs que
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presenten una coloracion visible en suspension—Sin embargo, un reductor fuerte como el
borohidruro de sodio permitio sintetizar AuNPs y generar un sistema de color rojizo-bordo

tipico de las nanoparticulas de oro en suspension.

4. Como aspecto a destacar, se requiere encontrar una concentracion 6ptima de S8 para la
realizacion de este tipo de sistemas ya que, en grandes cantidades las proteinas representan
una interferencia analitica para la utilizacion de métodos 6pticos debido a la turbidez que

adquiere el sistema.

5. El aporte de S8 como soporte de AuNPs resulté efectivo demostrandose que las
interacciones de las S8 con las AuNPs no generan alteraciones en el sistema coloidal como

la formacion de agregados de nanoparticulas.

6. Por otro lado, la estabilidad generada por parte de las proteinas de capa-S de L. kefiri en
las nanoparticulas de oro coloidales, no introdujo modificaciones relevantes en el plasmoén

caracteristico de las nanoparticulas de oro.

7. La S8 estabiliz6 las nanoparticulas metélicas, aun en entornos extremos, como en elevada
fuerza idnica, en coincidencia con lo reportado en bibliografia. En este sentido, la
estabilidad evaluada bajo la prueba del test de sal permitio elegir la concentracion de S8
Optima para la generacion de un bionanosensor estable, siendo este el denominado AuNPs-

S84,

8. Respecto a la aplicacion del sistema AuNPs-S84 como biosensor de arsénico se puede
concluir que el mismo resulto efectivo en la respuesta ante el arsénico obteniendo un rango

de linealidad entre 1,00x10” y 5,00x10** de concentracion molar.

9. Sin embargo, el biosensor AuNPs-S84 no respondid a las concentraciones mas bajas de
arsénico estudiadas (1,00x10° y 2,00x107%), resultando ser un inconveniente ya que no
lograria cumplir con la necesidad de encontrar un sistema que responda sensiblemente a
concentraciones limitadas por la OMS. Condicion que podria mejorarse controlando el
tipo y cantidad de reductor utilizado para sintetizar las nanoparticulas de oro coloidales,

logrando de manera controlada obtener AuNPs de mayor tamafio.

10. Ante concentraciones elevadas de arsénico (mayores a 1x10M), el biosensor AuNPs-

S84 pierde linealidad en su respuesta, sin embargo, sigue siendo efectivo para una
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deteccion cualitativa dado que se observa el cambio de color claramente. Cabe destacar
que estas elevadas concentraciones no representan un desafio para una futura
cuantificaciéon en muestras reales ya que tales cantidades de arsénico en agua no se

encuentran reportadas en acuiferos.

11. Por ultimo, respecto al andlisis de interferentes con otros metales y metaloides
convencionalmente presentes en agua de red, es necesario discriminar en diferentes
conclusiones:

¢ El aluminio, el hierro y el plomo interfieren en la sefial del biosensor AuNPs-S8, en
concentracion menor o igual a 2,5x10*M, con lo cual se consideran potenciales
interferentes en el rango de deteccion lineal del biosensor. Sin embargo, esta
concentracion supera ampliamente los limites de concentracion aceptados para estos
metales en agua corriente, no representando una interferencia para la deteccion de
arsénico en agua de red potable.

ePor su parte, el cobre comienza a comportarse como una interferencia en
concentraciones superiores a 5x10* M, lo cual supera la regién de linealidad de
respuesta del sensor AuNPs-S84 a arsénico no constituyendo una interferencia para
dicho rango.

¢ Por otro lado, el calcio, cobalto, magnesio, niquel y zinc, comienzan a interferir en
concentraciones superiores a 2x10~°M. Finalmente, el manganeso no interfiere en la
sefial del biosensor incluso en la maxima concentracién ensayada (1x102M). Con lo
cual ninguno de ellos es considerado un potencial interferente para la deteccion de
arsénico. Una vez mads, cabe destacar que las concentraciones en las cuales se
manifiestan las interferencias mencionadas no se presentan en muestras reales apto

consumo debido a exceden ampliamente los valores permitidos.

12. Se obtuvieron nanoparticulas de oro estabilizadas y soportadas sobre proteinas de capa
S, los sistemas coloidales estabilizados con capa S fueron capases de detectar arsénico
en concentraciones mayores a 1x10°M, con muy buena respuesta frente a interferentes

metalicos y a condiciones extremas de fuerza ionica.
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