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RESUMEN

Este trabajo presenta el desarrollo de un nanobiosensor Optico (NBS), facil de
usar y con alta especificidad para Pb(ll), para ello se trabajé con un material
activo compuesto de nanofibras de celulosa bacteriana y un nanobiosensor para
detectar ion plomo en agua. Los nanopapeles activos fueron fabricados mediante
impregnacion in situ. El nanobiosensor incorporado fue formulado a partir de
quantum dots de cadmio-teluro (QDs), los que fueron funcionalizados con un
aptamero especifico que se une al Pb(ll), el que a su vez, esta unido a una
secuencia parcialmente complementaria que contiene un apagador de
fluorescencia. La presencia y cuantificacion de Pb(ll) fue seguido mediante
cambios en la intensidad de fluorescencia del NBS, donde, en presencia de
Pb(ll), el apagador es desplazado de las cercanias del QDs, permitiendo la
emision de fluorescencia de manera directamente proporcional. Finalmente, este
cambio es seguido mediante imagenologia por analisis de fotografias adquiridas
por smartphone. Las condiciones que generaron un correcto funcionamiento del
NBS fueron utilizando 3nmol de aptamero funcionalizado con 1Tmg/ml de QDs
(peak emision 590nm), una proporcion aptamero quencher de 1:3, una
concentracion final de nanobiosensor de 30 pg/ml (con respecto a la
concentracion inicial de QDs) y un tratamiento previo al analisis por imagen de
70°C por 10 minutos. Por su parte, se observo que al funcionalizar papeles de
nanocelulosa bacteriana con QDs de Cd/Te, las nanoparticulas no perdieron su
propiedad fotoluminiscente, donde, se obtuvo una mayor retencion de los
quantum dots en los papeles de nanocelulosa bacteriana, al suspender los
nanoparpeles en soluciones de etanol al 10%. Estos resultados permiten dar
luces de una futura aplicacion para la deteccion de metales pesados en matrices
liquidas utilizando sistemas tecnoldgicos y portables de medicion in situ de
contaminantes.

Palabras clave: nanobiosensor, biopolimeros, contaminacion hidrica

viii



ABSTRACT

This work presents the development of an optical nanobiosensor (NBS), easy to
use and with high specificity for Pb(ll), for this we worked with an active material
composed of bacterial cellulose nanofibers and a nanobiosensor to detect lead
ion in water. Active nanopapers were manufactured by impregnation in situ. The
incorporated nanobiosensor was formulated from cadmium-tellurium quantum
dots (QDs), which were functionalized with a specific aptamer that binds to Pb(ll),
which in turn, is linked to a partially complementary sequence that contains a
fluorescence quencher. The presence and quantification of Pb(ll) was followed by
changes in the fluorescence intensity of the NBS, where, in the presence of Pb(ll),
the quencher is displaced from the vicinity of the QDs, allowing the emission of
fluorescence in a directly proportional way. Finally, this change is followed by
imaging analysis of photographs acquired by smartphone. The conditions that
generated a correct functioning of the NBS were using 3nmol of functionalized
aptamer with 1 mg/ml of QDs (peak emission 590nm), a quencher aptamer ratio
of 1:3, a final concentration of nanobiosensor of 30 ug/ml (with respect to the initial
concentration of QDs) and a pre-imaging treatment of 70 °C for 10 minutes. On
the other hand, it was observed that when functionalizing bacterial nanocellulose
papers with Cd/Te QDs, the nanoparticles did not lose their photoluminescent
property, where a greater retention of quantum dots was obtained in the bacterial
nanocellulose papers, by suspending the nano papers in 10% ethanol solutions.
These results provide insight into a future application for the detection of heavy
metals in liquid matrices using technological and portable systems for in situ
measurement of contaminants.

Keywords: nanobiosensor, biopolymers, water pollution.



CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los metales pesados son contaminantes que generan un gran impacto en el
medio ambiente dado que no son degradables y, por lo tanto, persisten
bioacumulandose en los organismos. Estos contaminantes se liberan a la
superficie del suelo y al agua como resultado de diversas actividades humanas
como la quema de combustibles fosiles, la mineria y la agricultura entre otras
(Saleh et al., 2013). La acumulacion de estos elementos en el cuerpo de animales
y humanos puede causar danos severos a los tejidos blandos, al tracto intestinal,
esqueleto, sistema nervioso central, higado, rifiones y sistemas reproductivos
(Vazquez & Carrillo, 2014), pudiendo tener efectos cancerigenos (Sharma et al.,
2014).

En relacion con los ecosistemas acuaticos, los contaminantes que ingresan a las
aguas costeras y estuarios crean serios problemas que causan grandes dafos a
la vida y las actividades de los organismos acuaticos e incluso generan una
mortalidad masiva. La contaminacién por metales pesados puede tener efectos
devastadores sobre el equilibrio ecologico del entorno y en una gran diversidad

de organismos acuaticos (Farombi et al., 2007; Vosyliene & Jankaite, 2006).

Los contaminantes metalicos en los sistemas acuaticos generalmente
permanecen en forma soluble o en suspensidn y finalmente tienden a depositarse
en el fondo o son absorbidos por los organismos. La acumulacion progresiva e
irreversible de estos metales en varios érganos de las criaturas marinas conduce
a enfermedades relacionadas con los metales a largo plazo debido a su toxicidad,
poniendo en peligro la biota acuatica y otros organismos (Baby et al., 2010).



Los peces, son uno de los principales organismos acuaticos de la cadena
alimentaria y pueden acumular grandes cantidades de ciertos metales. El
aumento de la concentracion a lo largo de la cadena alimentaria provoca un
mayor tiempo de retencion de sustancias toxicas que el de otros componentes
alimentarios normales. En cantidades muy pequefias, muchos de estos metales
son necesarios para sustentar la vida. Sin embargo, en cantidades mayores se
vuelven toxicos y pueden acumularse en los sistemas bioldgicos y convertirse en

un peligro significativo para la salud (Osha, 2004).

En cuanto a los ecosistemas que encontramos en el suelo, numerosos
contaminantes restringen el crecimiento de las plantas. Los factores de estrés
abidtico, como la salinidad, la sequia, las temperaturas extremas, la toxicidad
quimica y el estrés oxidativo del medio ambiente son las principales causas de la
pérdida de cultivos en todo el mundo que plantean serias amenazas a los
productos agricolas. La toxicidad de los metales contaminantes afecta el
rendimiento de los cultivos, la biomasa del suelo y la fertilidad. Los metales y
productos quimicos en concentraciones mas altas dificultan la germinacion, el
crecimiento y la produccion de las plantas asociados principalmente con los
elementos fisioldgicos, bioquimicos y genéticos del sistema vegetal (Sethy &
Ghosh, 2013).

Reflejado en lo anterior es que el nivel de estos elementos es un indicador del
grado de contaminacion ambiental, por lo que la monitorizacion de iones
metalicos tdxicos cobra relevancia en la proteccién ambiental, asi como en la

prevencion y tratamiento de enfermedades.

Sin embargo, la deteccion altamente selectiva y sensible de pequefas cantidades
de metales pesados es todavia un campo de investigacion desafiante. Esto se
debe principalmente a la presencia de altas concentraciones de componentes
interferentes de la matriz en la mayoria de las muestras biolégicas y ambientales.

Por lo tanto, la captura de iones objetivo a partir de una matriz compleja es un



paso clave en la deteccion de metales pesados (Farzin, Shamsipur, & Sheibani,
2017).

Uno de los iones de metales pesados mas téxicos es el Pb(ll), el cual produce un
efecto neurotéxico, afecta el desarrollo cerebral, genera pérdida de memoria,
irritabilidad, anemia, retraso mental (especialmente en nifos) y cancer
(Mazumdar et al., 2011).

De acuerdo al estandar recomendado por la agencia de proteccion
medioambiental de los estados unidos (EPA) y la organizacion mundial de la
salud (WHO), los limites de concentracion de Pb(ll) en agua de consumo humano
es de 15 y 10 ppb respectivamente (Sengani et al., 2017). En Chile el limite
maximo permitido de plomo en agua potable, estipulado en la NCh 409/1, es de
50 ppb (SISS, 2007).

En Chile el método oficial para la determinacion de plomo, sefialado en el Manual
de Métodos de Ensayo para Agua Potable, de la superintendencia de servicios
sanitarios (SISS), es por medio de espectrofotometria de absorcion atbmica con
aspiracion directa. En este ensayo utilizan una solucién blanco término cero que
debe ser preparada con agua para analisis grado reactivo exenta de Pb y en un
medio 1% v/v HNOs. Ademas, las muestras son sometidas a un pretratamiento

que consiste en una digestion en plancha calefactora.

Los requerimientos para agua potable estipulan una concentracion maxima
permitida de plomo de 50 ppb. El método debe proporcionar al menos un limite
de deteccion del método (LDM) de 30 ppb. Para la precision de la medicién, se
debe contar con una minima de 90%, vale decir, diferencias no superiores a 10%,
como desviacion estandar relativa en la implementacion del método, para
muestras con concentraciones cercanas al valor normado en NCh 409/1; y como

diferencia entre duplicados durante el trabajo rutinario. Por otro lado, con la



exactitud, se exige una minima de entre 90 — 110 %, como recuperacion de

estandar de concentracion conocida cercana al valor normado en NCh 409/1.

El bajo nivel permisible y tolerable por humanos y animales ha promovido la
investigacion y el desarrollo de métodos mas sensibles para la deteccion de
plomo. Actualmente, los métodos utilizados para su deteccion son la
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa, los métodos
espectroscopicos (absorcion/emision atomica, emision Optica de plasma
acoplado inductivamente), espectrometria de masas de plasma acoplado

inductivamente y la electroquimica (Mays & Hussam, 2009; Chen et al., 2018).

Aunque son fiables y sensibles, estos métodos generalmente miden solo el
contenido total de plomo y requieren equipos especializados, necesitan pasos o
reacciones de pretratamiento de muestras y tienen un tiempo de analisis
relativamente largo. No estan facilmente disponibles en paises en desarrollo ni
son capaces de realizar detecciones de campo in situ (Kuang, 2013). Por lo tanto,
es muy necesario desarrollar métodos simples, estables y accesibles para

detectar trazas de plomo en el medio ambiente.

Los biosensores proporcionan una nueva clase de instrumentos portatiles de bajo
costo que permiten llevar a cabo rapidamente mediciones analiticas sofisticadas
en el lugar de medicion. Los biosensores se estan aprovechando de nuevos
materiales para simplificar esta tecnologia y mejorar el rendimiento general y las
caracteristicas principales, como la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad.

De modo general, los sensores basados en nanoparticulas no suelen ser
especificos por lo que se requiere de un dispositivo que brinde dicha
especificidad. En particular, el ADN puede actuar como una sonda de afinidad o
elemento de reconocimiento molecular para diversas aplicaciones como
biosensores (J. Liu, Cao, & Lu, 2009).



Los aptameros son moléculas cortas de ADN monocatenario (ADNss) o ARN,
que se seleccionaron in vitro mediante la evolucion sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial (SELEX). Debido a su alta afinidad y selectividad a
los objetivos, los aptameros se han utilizado ampliamente para disefar
biosensores (J. Liu et al., 2009).

Los acidos nucleicos funcionales son herramientas poderosas y ampliamente
utilizadas para el disefio de sensores debido a sus propiedades de alto
reconocimiento y especificidad. Se han seleccionado algunos aptameros de ADN
y ARN para iones metalicos y se han utilizado para detectar iones metalicos,
principalmente Pb(Il), Hg(ll), Cd(ll), Ag(l) y As(lll) (Chen et al., 2018). Estos iones
pueden interactuar especificamente con bases de ADN para formar complejos

fuertes y estables.

Con esta investigacion se busca desarrollar, por medio de un biosensor que
consta de quantum dots de cadmio-teluro funcionalizados con un aptamero
especifico para reconocer Pb(ll), un material funcional para el reconocimiento de
ion plomo. Este desarrollo tiene como proyeccion futura ser la base en el uso
como un sistema tecnologico de deteccion de contaminantes en tiempo real,
incorporandolo en recipientes de almacenamiento de agua, o bien en empaques

de alimentos.



1.2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1 Hipoétesis

Al formular un material funcional, con base en una matriz biopolimérica de
celulosa bacteriana unida a un nanobiosensor fluorescente, permite detectar

Pb(Il) en agua en concentraciones menores de 50 ppb.

1.2.2 Objetivo general

Desarrollar un material funcional, con capacidad de detectar concentraciones
menores a 50 ppb de Pb(ll) en agua, consistente en un nanobiosensor

fluorescente unido a una matriz biopolimérica de celulosa bacteriana.

1.2.3 Objetivos especificos

e Sintetizar un nanobiosensor “turn-on” basado en quantum dots, un
aptamero especifico para detectar Pb(ll) y secuencia complementaria
unida a apagador de fluorescencia.

e Sintetizar una matriz biopolimérica de nanocelulosa bacteriana a partir de
la fermentacién de la cepa K. oboediens.

e Evaluar el material funcional, con base en una matriz biopolimérica de
celulosa bacteriana unida a un nanobiosensor, en la deteccion de Pb(ll)
en agua.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacién por plomo

El plomo es el elemento pesado toxico mas importante del medio ambiente.
Debido a su naturaleza no biodegradable y uso continuo, su concentracion se
acumula en el medio ambiente con peligros crecientes. El plomo es un metal
altamente venenoso que afecta a casi todos los 6rganos del cuerpo. De todos los
organos, el sistema nervioso es el objetivo mas afectado en la toxicidad del plomo
tanto en adultos como en nifios (Wani, Ara, & Usmani, 2015).

El desarrollo de extractantes y biosensores fluorescentes para Pb(ll) es de
importancia para monitorear los niveles exigidos por la norma nacional y mundial.
Para tales aplicaciones, es esencial lograr una alta selectividad para el Pb(ll)
contra otros iones metalicos comunes presentes en los sistemas bioldgicos,
como Cu(ll) y Zn(ll) (Claudio, Godwin, & Magyar, 2002).

Aunque algunos métodos analiticos poderosos como la espectrometria de masas
de plasma acoplado inductivamente y la espectrometria de absorcion atomica se
utilizan actualmente para monitorear niveles bajos de estos iones metalicos,
tienen algunos inconvenientes, como un prolongado tiempo de analisis y un costo
elevado. Por lo tanto, existe una gran demanda de un método simple y barato
para monitorear estos iones metalicos (Beauchemin, 2002).

Dado que la fluorescencia es el método mas eficiente para detectar
concentraciones bajas de analitos, existen muchos esfuerzos dedicados al
desarrollo de pequefios sensores quimicos fluorescentes para Pb(ll) (Zhang et
al., 2016; Marbella et al., 2009; He et al.,2006). Aunque se han reportado muchos



tipos diferentes de sensores quimicos pequefios para Pb(ll), la mayoria de ellos
adolecen de limitaciones tales como baja solubilidad en agua, baja sensibilidad y
baja selectividad (Chen et al., 2011; Neupane et al., 2013).

En general, la respuesta de encendido para detectar iones metalicos es
altamente deseada en aplicaciones practicas porque la respuesta de apagado
puede experimentar interferencia por otros factores externos (Jiang et al., 2007).
Por lo tanto, la sintesis de nuevos biosensores fluorescentes que detectan
selectiva y sensiblemente iones de metales pesados en aguas con una respuesta

inmediata es muy desafiante y necesario.

2.2 Biosensores

Los biosensores son un sistema de deteccion que consta de un componente
biolégico combinado con un transductor para realizar la medicidon de una cantidad
de analito. Un biosensor tipico incluye un bioelemento como una enzima, un
anticuerpo o un receptor celular, y un elemento sensor o un transductor. Estos
dos elementos se combinan a través de varios métodos, como enlace covalente,
atrapamiento de matriz, adsorcién fisica y atrapamiento de membrana
(Kougianos & Mohanty, 2006).

Un biorreceptor o elemento de reconocimiento biolégico es un elemento biologico
(enzima, sonda de ADN, anticuerpo, etc.) que es sensible para reconocer el
analito (substrato de enzima, ADN complementario, antigeno, metales pesados,
etc.). Es fundamental que un receptor sea especificamente sensible al analito
diana para evitar la interferencia de otras fuentes de sefial o sustancias de la
matriz de la muestra. El elemento de reconocimiento biolégico aporta esta alta
especificidad dada sus caracteristicas inherentes de unién a un elemento o diana

especifico (Liu et al., 2019).



Los biosensores funcionan segun el principio de transduccion de sefales. Estos
componentes incluyen un elemento de bioreconocimiento, un transductor y un

sistema que procese, amplifique y muestre la informacion (Figura 1).

El elemento de biorreconocimiento, esencialmente un biorreceptor, puede
interactuar con un analito especifico. El transductor mide esta interaccion y emite
una senal. La intensidad de la salida de la sefal es proporcional a la
concentracion del analito. Luego, la sefial es amplificada y procesada (Mortazavi,
Kouzani, & Kaynak, 2011).

Biorecognition
A element Transducer
Target analyte
’ ) Signal
Nontarget analyte
. No signal

Fig. 1. Esquematizacion del funcionamiento y partes que conforman un biosensor. A) emision de sefial por parte del
transductor luego del reconocimiento del analito por el elemento de reconocimiento. B) Situacién en la que el analito
no es el target del biorreceptor (Michalek et al., 2015).

Los biosensores proporcionan una nueva clase de instrumentos portatiles de bajo
costo que permiten llevar a cabo rapidamente mediciones analiticas sofisticadas
en el lugar de medicion. Para aplicaciones como sensores quimicos, las
propiedades de los polimeros convencionales han sido sistematicamente
estudiadas y manipuladas mediante la funcionalizacion con compuestos
metalicos y otros elementos, resultando en una mejora significativa de optica,
propiedades térmicas y mecanicas debido a los efectos sinérgicos a través de
interacciones fisicas o quimicas entre el polimero y el elemento con el que se

funcionalizo (Kim et al., 2014).



Hoy en dia, los biosensores representan una tecnologia emergente que ofrece
ventajas como simplicidad, tiempo y rentabilidad, en una amplia variedad de
aplicaciones. La tecnologia de biodeteccion pretende revolucionar la forma en
que medimos algunos parametros relacionados con el diagndstico, monitoreo

ambiental, seguridad y otros usos industriales.

Los biosensores estan aprovechando nuevos materiales para simplificar esta
tecnologia y mejorar el rendimiento general y las caracteristicas principales,
como la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad.

El desarrollo de sistemas de biosensores ha abierto una nueva y prometedora
forma de utilizar sistemas rapidos y sensibles y técnicas sencillas para la
deteccion de contaminantes en el ambito medioambiental. Los biosensores
basados en nanotecnologia (nanobiosensores) se caracterizan por su alta
especificidad, otorgada por su elemento biolégico de reconocimiento y
sensibilidad, gracias a su pequefio tamafo y gran area superficial, lo que permite
la deteccion de un amplio espectro de analitos en muestras complejas (Gutiérrez
et al., 2020).

2.3 Nanotecnologia

El significado del término nanotecnologia se refiere a cualquier tecnologia que
funcione en la nanoescala, comprendida generalmente entre 0,1 a 100 nmy que
tiene aplicaciones en el mundo real, es decir, emplear solo atomos y moléculas

para formar estructuras funcionales (Nasrollahzadeh et al., 2019).

Muchas aplicaciones de la nanotecnologia se basan en la fabricacion de
materiales disefiados deliberadamente para ser nanoestructurados, para los
cuales el término "nanomaterial® se usa con frecuencia. El término
“‘nanomaterial”’, suele tener muchas definiciones, pero en general se refiere a

materiales con dimensiones externas o una estructura interna con escala
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nanomeétrica, pero que muestra propiedades quimicas y fisicas unicas en
comparacion con las propiedades de materiales con la misma o similar
composicion quimica o molecular, pero de tamafo no nanométrico (Kreyling et
al., 2010).

2.4 Nanomateriales

Los métodos para la obtencion de nanomateriales son de dos tipos: los llamados
“top-down”, en el cual un material de partida adecuado se reduce de tamafo
utilizando medios fisicos o quimicos y los “bottom-up”, en los que se construyen
nanomateriales a partir de atomos o moléculas. El tipo de método y las
condiciones experimentales determinan la forma y el tamafo de los

nanomateriales a obtener (Govindrao et al., 2019).

Los nanomateriales se pueden clasificar segun su fuente, sus dimensiones y sus
materiales constitutivos. Ademas, se suele agregar una clasificacion de acuerdo

a su nivel de toxicidad potencial (Pietroiusti & Magrini, 2014).

Segun su origen o fuente, se puede clasificar en natural o antropogénico. Esta
ultima clasificacidén se puede dividir en incidental o de ingenieria, dependiendo si
su formacion es intencional o no. Nanoparticulas que tienen un origen natural e
incidental se refieren generalmente a particulas ultrafinas, como por ejemplo
cenizas de erupciones volcanicas, particulas de agua producto de olas de mar

rompiendo, tormentas de arena, entre otras (Kumar, 2009).

Los nanomateriales se pueden encontrar igual como subproductos no
intencionales de actividades humanas, como por ejemplo, motores de
combustién interna, centrales eléctricas, incineradores, humos metalicos, etc.
(Dolez, 2015).
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Hoy en dia los nanomateriales se fabrican utilizando una gran diversidad de
compuestos quimicos como, por ejemplo, metales semiconductores, oxidos
metalicos, carbono, polimeros, entre otros. Estos nuevos nanomateriales
antropogénicos incidentales estan disefiados para presentar funciones
especificas, pudiendo obtener asi una gran variedad de formas (esferas,
alambres, fibras, agujas, varillas, tubos, anillos, etc.), ademas de ser
caracteristicos por el control en sus dimensiones y su composicion (Oberdorster
et al., 2005).

Una segunda categorizacion de los nanomateriales es basada en su
dimensionalidad. Segun su forma o de acuerdo con el numero de dimensiones
que tengan a escala de tamafo nanométrica los nanomateriales se subdividen y

se nombran como:

e Una dimensidon a escala nanométrica: nanocapas, nanopeliculas,
nanoplacas.

¢ Dos dimensiones a escala nanométrica: nanofibras, nanotubos, nanohilos.

e Tres dimensiones a escala nanométrica: nanocristales, fullerenos y

nanoparticulas.

2.5 Nanocelulosa

Dentro de los nanomateriales, los nanoceluldsicos tienen muchas caracteristicas
interesantes tales como nano dimension (mayor area de superficie en relacién de
volumen), no toxico, biodegradabilidad, biocompatibilidad, etc. Teniendo en
cuenta las propiedades interesantes de la nanocelulosa, se pueden encontrar
aplicaciones en el campo biomédico, refuerzo en matriz de polimeros para

fabricar nanocompuestos, energia, medio ambiente y mas.

Por definicion, la nanocelulosa y los nanomateriales en general deben tener

dimensiones menores o iguales a 100 nm. Ejemplos tipicos de nanocelulosas son
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nanofibrillas de celulosa (CNF), nanocristales de celulosa (CNC) y nanocelulosa
bacteriana (BNC) (Aitomaki & Oksman, 2014).

La nanocelulosa de origen vegetal se puede extraer mediante el uso de métodos
mecanicos, quimicos o enzimaticos. La estructura macro o micro de la celulosa
consiste en una fase amorfa y también una cristalina. Es relativamente facil
romper la fase amorfa del biopolimero de celulosa por medios mecanicos,
quimicos o enzimaticos, mientras que, es bastante dificli romper Ia
nanoestructura de la fase cristalina de la celulosa debido a la alta presencia de
enlaces de hidrogeno (Kim et al, 2015). Los tratamientos alcalinos
despolimerizan la estructura nativa de celulosa, desfibrilando las microfibrillas de
celulosa y exponiendo cristales de corta longitud.

La nanocelulosa obtenida mediante el uso de bacterias tiene una estructura
quimica similar a la de la nanocelulosa extraida de la biomasa lignocelul6sica por
medio de métodos quimicos y mecanicos. Ademas la red de nanofibras ultrafinas
formadas por un medio de cultivo apropiado exhibe propiedades unicas como alta
pureza, morfologia uniforme, buena capacidad de absorcidén de agua, excelentes
propiedades mecanicas y flexibilidad (Taokaew et al., 2013).

La celulosa bacteriana (CB) exhibe una estructura de red fibrosa con una alta
resistencia, obtenido a partir de las fibras, y de su baja densidad debido a la
naturaleza porosa de la disposicion de las mismas. La porosidad consiste en
micro espacios nanoporosos que pueden alojar una variedad de particulas a
partir de diferentes materiales, tales como polimeros naturales y sintéticos,
formando un biomaterial (Czaja et al., 2007).

La CB posee una alta cristalinidad, alta resistencia a la traccion, extrema
insolubilidad en la mayoria de los disolventes, moldeabilidad, biodegradabilidad,
biocompatibilidad, atoxicidad y alto grado de polimerizacion (George et al., 2005).

El espesor de fibrillas de celulosa es generalmente 0,1-10 nm, es decir, cien
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veces mas delgada que la de las fibrillas obtenidas de celulosa de plantas,

brindando por consecuencia una mayor area superficial por unidad de masa.

Debido a estas caracteristicas la CB ha sido estudiada para formar variados
materiales compuestos con nanoparticulas incorporadas en la red porosa.
Recientemente la celulosa bacteriana se ha sintetizado e investigado para varias
aplicaciones como material para la reparacion de tejidos de la piel por la
incorporacion de colageno de tipo I, nanoparticulas de oro, antioxidantes,
antibioticos, quitosano, etc. (Czaja et al., 2007).

La integracion de materiales nanoparticulados con nanocelulosa proporciona la
funcionalidad de estos, utilizando una matriz o portador ecolégico, de bajo costo,
fuerte, estable en dimensiones, no fundible, no toxico y no metalico, que por si
solo tiene aplicaciones versatiles en la industria, la biotecnologia y la biomedicina
(Bacakova et al., 2020).

Para aplicaciones como sensores, las propiedades de la nanocelulosa bacteriana
han sido sistematicamente estudiadas y modificadas mediante la funcionalizacién
con compuestos metalicos y otros elementos, resultando en una mejora

significativa de sus propiedades y funciones (Kim et al., 2014).

Las caracteristicas sobresalientes de la nanocelulosa la hacen una excelente
plataforma para aplicaciones en el area de biosensores. La nanocelulosa es un
excelente sustrato de acogida para la inmovilizacion de materiales de diversos
tipos como nanoparticulas plasmonicas, quantum dots, nanoparticulas metalicas,
nanomateriales a base de carbono, nanomateriales conductores, y moléculas

fluorescentes (Morales-narvaez et al., 2015).
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2.6 Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen primero como naturales o sintéticas y luego son
subclasificadas como organicas o inorganicas. Algunos de los grupos mas
utilizados y estudiados se definen a continuacion:

- Nanoparticulas a base de carbono.

Este tipo de nanoparticulas se componen principalmente de carbono, las que
comunmente toman la forma de esferas huecas, elipsoides o tubos. Los
nanomateriales de carbono, esféricos y elipsoidales se denominan fullerenos,
mientras que los cilindricos se denominan nanotubos. Estas nanoparticulas son
usadas como peliculas y revestimientos mejorados, materiales mas fuertes y

ligeros, y aplicaciones en electronica (Nasrollahzadeh et al., 2019).

- Dendrimeros.

Los dendrimeros son una clase especial de polimeros que presentan estructuras
definidas, hiper ramificadas que tienen multiples grupos funcionales en la
superficie, que aumenta su funcionalidad y los hacen versatiles y biocompatibles.
Estas caracteristicas han llevado a que las moléculas dendriticas ofrezcan un
abanico de nuevas propiedades y aplicaciones que les confiere un importante y
reconocido interés en muchas disciplinas (Sherje et al., 2018).

- Nanoparticulas metalicas

Dentro de esta subclasificacion se incluyen los quantum dots (QDs),
nanoparticulas de oro, nanoparticulas de plata y éxidos metalicos, como el
dioxido de titanio. Estructuralmente, un QDs consiste en un nucleo semiconductor
recubierto por una cubierta. Estos estan compuestos por cientos o miles de
atomos, y su tamarfo es de entre 2 y 10 nm de diametro. Al cambiar su tamano,
cambian sus propiedades opticas (Reshma & Mohanan, 2019).
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2.7 Quantum dots

Las nanoparticulas semiconductoras fluorescentes o también Illamadas,
nanoparticulas de puntos cuanticos o quantum dots (QDs), tienen la capacidad

de absorber luz y emitir la energia excedente en fluorescencia.

Los espectros de absorcién y emision de los QDs dependen del tamaro y la
composicién de la nanoparticula debido a un efecto denominado confinamiento
cuantico. Este efecto ocurre cuando el electrén que se encuentra en la banda de
valencia del atomo es excitado con energia (luz UV). Al haber una distancia
considerable entre la capa de valencia del atomo y la banda de conduccion del
cristal, el electron es incapaz de alcanzar la banda de conduccién del cristal
volviendo a la banda de valencia del atomo, lo que a su vez genera la emision de

fluorescencia (Figura 2) (Reshma & Mohanan, 2019).
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Fig. 2. Representacién esquematica de las propiedades dpticas ajustables por tamafio de los QDs que ilustran el
aumento de la longitud de onda de emisidn con el aumento del tamafio de los QDs (Reshma & Mohanan, 2019).

De esta forma, el diametro de los QDs, asi como su composicion, modifica la
longitud de onda en la que emiten su fluorescencia al ser excitados. Comparados
con fluoréforos organicos, los QDs poseen espectros de emision estrechos, una
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mayor estabilidad quimica y fotoquimica y alto rendimiento cuantico (Kang,
2016).

En los campos de generacidon de imagenes y deteccion, la fluorescencia es una
herramienta esencial y eficiente, pero sus aplicaciones pueden verse limitadas
por la disponibilidad de sondas fluorescentes adecuadas. Existen algunos
problemas inherentes, como cambios de susceptibilidad a los productos quimicos
en diferentes condiciones y espectros de emision establecidos, en los fluoréforos
quimicos de uso comun. Recientemente, las propiedades opticas y espectrales
unicas de los QD los convierten en una alternativa convincente a los fluoréforos
de uso habitual en una variedad de aplicaciones biomédicas, incluido el
bioanalisis multivariante (Liu et al., 2019).

Uno de los usos que se les ha dado a los QDs es dentro de nanobiosensores
como transductor de sefal. El uso de nanoparticulas para la amplificacion de
sefales se ha utilizado ampliamente en la construccién de biosensores debido a
su gran superficie especifica, propiedad catalitica y biocompatibilidad (Bhainsa &
Souza, 2006). Estos nanomateriales tienen la ventaja para la amplificacion de la
sefal dada su alta area especifica, donde se puede cargar una mayor cantidad
de biomoléculas, y de esta forma se mejora la sensibilidad y selectividad de los
biosensores (Mohammadi, Yammouri, & Amine, 2019).

Como transductor de sefal, los quantum dots son funcionalizados con
biorreceptores unidos covalentemente a la superficie metalica. Se utilizan
principalmente para la rapida deteccidén de analitos, debido a que posee una alta
sensibilidad (Kang, 2016).

Estos nanobiosensores pueden actuar de dos maneras (Huang et al., 2012):

i) Turn on, los cuales se encuentran en un estado de fluorescencia
reprimido y que, al detectar el analito de interés, cambian de estado

generando un aumento en la intensidad de fluorescencia.

17



i) Turn off, los cuales se encuentran en estado de fluorescencia activo y
que, al detectar el analito de interés, la intensidad de fluorescencia del
QDs comienza a disminuir. Este sistema en ocasiones puede incurrir
en falsos positivos debido a factores o apagadores que provocan la
extincion de la fluorescencia. Es debido a esto que actualmente lo

sensores turn on son mayormente utilizados.

2.8 Nanobiosensores

El desarrollo de nuevas e innovadoras tecnologias como los nanobiosensores ha
dado pie a la elaboracion de embalajes bioactivos que ganan cada vez mas
interés, no solo por ser amigable con el entorno sino también por su potencial
para mejorar la calidad y la inocuidad de los alimentos durante su embalaje
(Fuertes et al., 2016).

El envasado inteligente de alimentos ha evolucionado para satisfacer las
demandas de los clientes y la industria alimentaria, especialmente en técnicas de
reconocimiento temprano de contaminantes, patdgenos o bacterias de

descomposicion (Fuertes et al., 2016).

Sumado a esto, los polimeros convencionales y en especial los basados en
petroleo, cuestan mas que los materiales naturales y su reciclaje es
practicamente nulo después de su uso. Por lo tanto, es beneficioso usar
materiales poliméricos naturales como sensores quimicos y bioldgicos (Kim &
Yun, 2006).

Algunas de las deficiencias de los biopolimeros, como las propiedades
mecanicas y de barrera débiles pueden ser significativamente potenciadas por el
uso de nanomateriales como la nanocelulosa (NC). El uso de NC puede extender
la vida util de los alimentos y también puede mejorar la calidad de los alimentos

ya que pueden servir como andamio para un biosensor. Los compuestos basados
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en nanocelulosa tienen un gran potencial en la preparacion de nanocompuestos
econdmicos, livianos y muy fuertes para el envasado de alimentos (Brunswick et
al., 2014).

2.9 Funcionalizacion de nanoestructuras

Como una prometedora matriz en la sintesis de una gran variedad de
nanoestructuras con propiedades y funcionalidades sobresalientes, la CB puede
desempenar el papel de agente reductor, agente directivo de la estructura y
estabilizador (Yang et al., 2012). Los ingredientes poliméricos o inorganicos se
pueden incorporar e interactuar cooperativamente con nanofibras de CB para

lograr algunos productos funcionales.

Las dimensiones de nanoesclala de la nanocelulosa presentan una alta area
superficial, lo que asegura una gran cantidad de grupos hidroxilo en la superficie
que podria ser utilizado para modificaciones quimicas de la superficie o la unién
con otros materiales o nanocompuestos (Lin & Dufresne, 2012). Las
modificaciones quimicas deben ser leves para preservar las otras propiedades

utiles de la nanocelulosa

La incorporaciéon de nanoparticulas en la matriz de nanocelulosa genera un
novedoso nanocompuesto que puede usarse como un potencial detector de
trazas de contaminantes en solucion acuosa. Los detectores basados en
compuestos de nanocelulosa y nanoparticulas tienen la caracteristica de ser

ligeros, flexibles y estables en solucion acuosa acida y alcalina (Wei et al., 2015).

Los sensores basados en papel pueden ser ventajosos para aplicaciones en
diagndstico, monitoreo ambiental y seguridad alimentaria (Parolo & Merkoci,
2013). Ademas, los nanomateriales permiten el desarrollo de plataformas
analiticas miniaturizadas, teniendo plataformas de deteccion simples,

desechables y versatiles basadas en este material (Morales-narvaez et al., 2015).

19



Debido a la nanoestructura de CB, la distribucion espacial de las nanoparticulas
depositadas dentro del nanopapel es completamente diferente en comparacién
con la disposicion de nanoparticulas en solucion o incrustadas dentro de otros
sustratos de papel convencionales como nitrocelulosa. Ademas, debido a la
transparencia 6ptica de CB, el rendimiento de nanoparticulas 6pticamente activas
incrustadas en CB es ventajoso en comparacion con otro sustrato que se utiliza
comunmente en sensores basados en papel como la nitrocelulosa. De este
modo, por su estructura, el papel de nanocelulosa opera como una membrana
de preconcentracion, permitiendo propiedades O6pticas de las nanoparticulas
incrustadas y expuestas debido a su transparencia. (Morales-narvaez et al.,
2015).

Este rendimiento de preconcentraciéon permite medir el contenido de pequefios
volumenes de nanomateriales opticamente activos como AuNP y QDs de manera
ventajosa. Segun lo reportado por Morales-narvaez et al., (2015) los espectros
fotoluminiscentes de una gota de CB manchada con 4 pL de QDs y los espectros
de 4 pL de una suspension coloidal de QDs medidos en una placa de
micropocillos negra mostré que usando CB como soporte, los QDs dieron una
sefal 1,6 veces mayor que la de la pequefia gota de QDs medida en un
micropocillo. En consecuencia, el papel puede preconcentrar y homogenizar el
contenido del pequefio volumen de la muestra moldeada por goteo.

2.10 Aptamero

De modo general, los sensores de deteccion basados en nanoparticulas no
suelen ser especificos por lo que se requiere de un dispositivo que brinde dicha
especificidad. En particular, el ADN puede actuar como una sonda de afinidad o
elemento de reconocimiento molecular para diversas aplicaciones como
biosensores. Una molécula de ADN que funciona como tal se denomina
“aptamero”. Los aptameros son oligonucleotidos sintéticos de cadena sencilla
(ADN o ARN) que se pliegan en formas tridimensionales capaces de unirse de
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forma no covalente y con alta afinidad a una molécula no nucleotidica. (Farzin et
al., 2017)

Los aptameros se pueden unir a un amplio rango de objetivos, incluidas
moléculas pequefas, iones, proteinas, células, tejidos y organismos. Estas
sondas de oligonucledtidos ofrecen varias ventajas sobre los ligandos
tradicionales, como alta afinidad de union, similar a la de los anticuerpos, que
puede ser llevado a una alta sensibilidad, excelente selectividad, alta estabilidad
y falta de inmunogenicidad y toxicidad (Jiang et al., 2015).

Los aptameros como biorreceptores en un biosensor, se han considerado como
una alternativa a los anticuerpos para compensar la debilidad del anticuerpo (Toh
et al., 2014). La principal diferencia es que los anticuerpos generalmente se
extraen y se purifican de animales, donde el problema de la variacién del mismo
anticuerpo de un animal a otro puede afectar la unién al analito (Tombelli,
Minunni, & Mascini, 2005).

Se sabe que los aptameros son menos costosos en su desarrollo, mas estables
en los amplios rangos de pH y temperaturas y presentan menos limitaciones en
sus objetivos que los anticuerpos. Los aptameros se seleccionan de una
biblioteca aleatoria mediante la evolucion sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial (SELEX), pudiendo asi formar aptameros segun un
analito especifico (Tuerk & Gold, 1990).

Ademas, la facilidad de sintesis y modificacién los hace ideales para el
reconocimiento de iones de metales pesados en muestras biologicas y
ambientales. Diversos aptameros de ADN han sido disefados para el
reconocimiento y la deteccion de iones de metales pesados. Estos iones pueden
interactuar especificamente con bases de ADN para formar complejos fuertes y
estables (Farzin et al., 2017).
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Especificamente para Pb(ll), Chen et al., (2018) reportaron un aptamero que
cuenta con la capacidad de union especifica con este ion (Figura 3A). Para el
desarrollo de un sensor, se funcionalizé el aptamero con un reactivo de
derivatizacion fluorescente para etiquetar biomoléculas llamado 6-carboxil
fluoresceina. Se generd, ademas una sonda parcialmente complementaria al
aptamero, funcionalizada en su extremo 3" con Dabcil (4- [4- (dimetilamino)
fenilazo] acido benzoico, que hace la funcién de quencher o apagador. De esta
manera, en ausencia del analito de interés la intensidad de fluorescencia se ve
disminuida por efecto del apagador, y una vez reconocido el analito, la intensidad
de fluorescencia aumenta (Turn on) debido al desplazamiento de la sonda

complementaria quencher debido a la presencia de Pb(ll) (Figura 3B).
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Fig. 3. A) Aptamero especifico para Pb(ll) reportado por Chen et al, (2018), el cual se encuentra a unido al fluoréforo
6-carboxil fluoresceina. B) Esquematizacién del funcionamiento del nanobiosensor reportado por Chen et al., (2018),
en presencia de Pb(Il).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOLOGIA

El presente capitulo se dividié en tres secciones: (i) Desarrollo del nanobiosensor
especifico para el reconocimiento de PDb(ll). (i) Sintesis de los papeles de
nanocelulosa bacteriana, los cuales son usados como soporte del nanobiosensor

y (iii) Fabricacion del papel activo de nanocelulosa bacteriana, el cual incorpora

el nanobiosensor especifico para la deteccion cuantitativa de Pb(ll) en agua.

3.1 DESARROLLO DE NANOBIOSENSOR PARA Pb(ll)

3.1.1 EQUIPOS, REACTIVOS Y SOFTWARE

Equipos

Reactivos

Software

Balanza Analitica
(SHIMADZU, AUX 120)

BioProducts)
Espectrofluorimetro

Agitador orbital (Barnstead
Max Qmini 4000)

Vortex shaker (Benchmark
Benchmixer)
Espectrofotometro para
microplacas UV-Visible
(Biotek Instruments, modelo
Epoch. Software Gene5)
Transiluminador (VILBER
LOURMAT, TFP-M/WL)
Smartphone (Huawei p20
lite)

Resina Sephadex G-25
Fosfato de sodio dibasico

Solucién de Pb (Il)
Agua nanopura (18MQ)

(SYNERGY H1, BIOTEK) - Agua nanopura libre de
- Microcentrifuga (Hettich, nucleasas
mikro 200r) - Oligonucleostido liofilizado

especifico para Pb (Il)

NaCl

Citrato de sodio tribasico
dihidratado
(C6H5Na307x2H20)

Cloruro de cadmio (CdCly)
Telurito de potasio (K2TeO3)
Borato (Na2B4+O7x10H20)

- Microsoft ® Word 2010
- Microsoft ® Excel 2010

- pH-metro (HANNAH, pH 211) (NazHPO4) - Mendeley ®

- Refrigerador (Electrolux, | -  Bifosfato de sodio (NaH.PO.) | -  SigmaPlot ® 11.0
ERDG195YSKW) - Buffer (20 mM Tris-HAc, 10 | - Gene5®

- Centrifuga (HERMLE 7400K) mMNaAc, pH =7.4) - GraphPad Prism ® 9.0.0

- Termobloque (Select | - Ditiotreitol
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3.1.2 METODOLOGIA

3.1.2.1 Sintesis de nanoparticulas

Se utilizaron nanoparticulas de oro (AuNPs) y nanoparticulas fluorescentes o
quantum dots (QDs) de cadmio/teluro. Las nanoparticulas de oro fueron
utilizadas para comprobar la correcta funcionalizacion y la afinidad del aptamero

comercial por el analito al cual fue disefiado.

Los quantum dots de cadmio/teluro fueron utilizados para confeccionar el

nanobiosensor, siendo estos (QDs) los que emiten la sefial medida.
- Nanoparticulas de oro:

Las nanoparticulas de oro fueron sintetizadas y proporcionadas por el laboratorio
de nanotecnologia de la Universidad San Sebastian ubicada en Lientur 1457,
Concepcién, Region del Bio Bio. Estas AuNPs fueron sintetizadas mediante el
método de reduccion por citrato (Taton 2002; Gutiérrez et al., 2020) con
materiales de grado analitico (Sigma - Aldrich), los cuales son: acido cloroaurico
trinidratado (HAuClIsx3H20) vy citrato de sodio tribasico dihidratado
(CeHsNazO7x2H20).

- Quantum Dots de Cadmio/Teluro:

Los QDs de Cd/Te fueron sintetizadas mediante la metodologia de Perez-Donoso
et al., (2012), con materiales de grado analitico (Sigma-Aldrich), los cuales
fueron: Glutation (GSH), cloruro de cadmio (CdClz>), telurito de potasio (K2TeO:s3),
borato (Na2B4O7x10H20) y citrato (CeHsNa3O7x2H20). Utilizando tampon bérax
citrato 15mM a pH 9,4, se preparo la solucion de sintesis, que contiene CdCl2 (40
uM) K2TeOs (10 uM) y 15 mM de glutation. La solucion de sintesis fue calentada
a 90 °C durante 6 horas para obtener QDs de un tamafo aproximado de 5 nmy
un peak de absorcion en 590 nm de longitud de onda. La reaccion de sintesis fue

detenida al guardar la solucién de sintesis a 4 °C.
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3.1.2.2 Funcionalizacion de los QDs con el aptamero

Para la funcionalizacion de las nanoparticulas se utilizd el aptamero comercial
reconstituido especifico para plomo (5°-
ACGACGACGGCCAGTAGCTGACATCAGTGTACGATCTAGTCGTCGTGACC/
3ThioMC3-D/-3") (Chen et al., 2018), comprado en IDT (Integrated DNA
Technologies, USA). Se reconstituyoé utilizando agua nanopura libre de

nucleasas, y se dejé a una concentracion de 100uM.

Luego de la reconstitucion del aptamero, se realizé la reduccién del grupo
disulfuro a tiol mediante columna con resina Sephadex G-25.

i. Reduccion del grupo disulfuro a tiol (Hill & Mirkin, 2006):

e Se prepard un volumen adecuado de solucién de Ditiotreitol 0,1 M en
buffer de clivaje (Na2HPO4y NaH2PO4 a pH 8,0).

e Se agregd en un tubo tipo eppendorf de 1.6 mL el aptamero tiolado,
suministrado por IDT, a la forma de disulfuro.

e Se agrego un volumen adecuado de solucién de Ditiotreitol 0,1 M a la
cantidad de aptamero, en una relacion de 5 nmol de aptamero por 100
WL de buffer de clivaje.

e Se mezclo y dejo en reposo durante 2 a 3 horas en oscuridad a 22 °C.

ii. Purificacion de los aptameros mediante columna:

e Se eluyo la columna utilizada con resina Sephadex G-25 hasta que el
menisco casi toco la superficie de la resina y se cerro la llave de paso.

e Se descarté el volumen eluido.

e Se agreg6 la mezcla aptamero-DTT.

e Se eluyo hasta que la muestra ingreso a la columna y se cerro la llave

de paso.
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e Se agregd 1 mL de agua nanopura y libre de nucleasas.

e Se eluy6 hasta que el menisco casi toco la resina y se cerro la llave de
paso.

e Se descarto el volumen eluido.

e Se agreg6 26 mL de agua nanopura libre de nucleasas a la columna.

e Se eluydr dejando caer 500 pyL aproximadamente por micro-tubo.

iii. Funcionalizacion de las nanoparticulas con el aptamero tiolado (Hill &
Mirkin, 2006):

e Se mezclo el volumen seleccionado de aptamero purificado con DTT y
la solucion de QDs, segun la proporcién molar deseada, en un tubo tipo
falcon de 15 mL lavado con alcohol y enjuagado con agua nanopura
libre de nucleasas.

e Se mantuvo en oscuridad durante 2 dias a temperatura ambiente.

e Se guardd en oscuridad a 4°C.

3.1.2.3 Evaluacion del reconocimiento de Pb(ll) por el aptamero

Para la deteccion de Pb(ll), empleando el nanobiosensor confeccionado con
nanoparticulas de oro, se realizd el protocolo desarrollado y estandarizado en el
laboratorio de nanotecnologia de la Universidad San Sebastian (campus Tres
Pascualas, Concepcion). En este método se observa una propiedad optica
inherente de las nanoparticulas de metales nobles, como oro y plata, que resulta
de oscilaciones colectivas de las nubes de electrones y permite implementar la
deteccion Optica en el rango visible siguiendo el cambio del espectro de
absorcion/emision. Este ensayo entrega de manera rapida y precisa la afinidad y
reconocimiento del analito por el aptamero (Gutiérrez et al., 2020).
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Se utiliz6 como control, ensayos en que no se agrego el revelador (NaCl), para
confirmar que la agregacion de las nanoparticulas no es producida por el plomo.
De esta manera se tiene claridad en cuanto a la correcta funcionalizacion de las

nanoparticulas, asi como de la afinidad del aptamero por el analito.

Para detectar plomo utilizando el nanobiosensor se procedié como sigue:

e Se incub6 a 60 °C durante 10 minutos 200 pL de la solucion del
nanobiosensor.

e Se dejoé a temperatura ambiente por 5 minutos.

e Se agrego 100 pL de solucion de Pb(ll).

e Seincubo a 60 °C durante 10 minutos.

e Se dejé a temperatura ambiente por 5 minutos.

e Se agreg6 60 pL de solucion de NaCl 5 M.

e Se registraron los valores de absorbancia entre los 400 y 800 nm a los 30
minutos luego de haber agregado la soluciéon de NaCl, utilizando como

blanco agua nanopura.

Para la determinacion del analito se observd el cambio en la relacion de

absorbancias de 620 y 520 nm.

3.1.2.4 Unidn del biosensor a la secuencia complementaria quencher

Para lograr la disminucion de la fluorescencia de los QDs se utilizé una secuencia
complementaria que posee un quencher en el extremo 5°. Se realizd esta
verificacién del funcionamiento del quencher, para conocer qué relacion molar de

aptamero y secuencia complementaria quencher logra apagar las nanoparticulas.

Se utilizé el Quencher 5 lowa Black RQ (QBH) comercial de IDT, con la
secuencia complementaria (5°-/51abRQ/GAGTCACGACGA- 37) a la secuencia
del oligonucledtido tiolado especifica para plomo.
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Se reconstituyé la sonda QBH con agua nanopura libre de nucleasas, y se dejo

a una concentracion stock de 100 uM para trabajos posteriores.

Se realizé la dilucién y el calculo de concentraciones necesarias para la unién de
la secuencia complementaria quencher. Se probaron distintas relaciones molares

de aptamero y secuencia complementaria quencher (1:0, 1:1, 1:3 y 1:6).

3.1.2.5 Analisis de imagen

Imagenes fueron obtenidas mediante smartphone, utilizando software ImageJ.
Los canales de color (Azul, Rojo y Verde) de la imagen fueron separados. Para
estos analisis se trabajo con el canal rojo de imagen debido a que los quantum
dots utilizados tienen una peak de fluorescencia de 590 nm (rojo anaranjado).
Asi, en este canal de color se generé menor interferencia y se logro identificar la

variacion de la intensidad de fluorescencia de manera mas notoria.

Para el analisis, se seleccion6 un area similar para cada ensayo y el software
entregod el promedio de la medicion de los pixeles. Utilizando este dato se observo
la variacion en la intensidad de fluorescencia con respecto a los distintos factores

y condiciones probadas.

3.1.2.6 Determinacion de plomo con el biosensor

Para analizar el cambio en la intensidad de fluorescencia del nanobiosensor a
distintas condiciones de estudio, se utilizd analisis de imagen mediante el

software ImageJ.

Se tomaron 155 pjl del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te

funcionalizados con 3 nmol de aptamero y se mezclaron con 155 ul de Pb(ll) a 5
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concentraciones distintas (10, 50, 100, 500 y 1000 ppb). La mezcla se dejo a

70 °C por 10 minutos. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Luego de probar la condicion de cada ensayo se colocaron los tubos en
transiluminador de luz UV con campana de observaciéon. Se tom¢ fotografia con

smartphone Huawei p20 lite. La fotografia fue de 16 megapixeles, 1ISO 3200.

3.1.2.7 Analisis estadistico

Se trabajo con el software GraphPad Prism 9.0.0. Los datos se presentan como
promedio * 0. La significancia estadistica se analizé con el test no-paramétrico
de Kruskal-Wallis para multiples comparaciones entre distintos grupos, con un
post test de Dunn. Para el analisis de los datos, un valor de p<0,05 se consideré

significativo.

Para la determinacion del limite de deteccion del método (LDM) y el limite de
cuantificacion (LDC) del sistema mediante analisis de imagen se tomo fotografia
de 10 muestras blanco (agua destilada) en microplacas transparentes al UV en
transiluminador de luz UV con campana de observaciéon. Se tomo fotografia con
smartphone Huawei p20 lite. La fotografia fue de 16 megapixeles, ISO 3200.

La fotografia se analizé con el software Imaged. Con el programa se separaron
los canales de color (Azul, Verde y Rojo). Se trabajé con el canal rojo y se
selecciond un area similar para cada ensayo y el software entreg6 el promedio
de la medicién de los pixeles. Utilizando esta informacidn se obtuvo la desviacion
estandar y con este dato el LDM y LDC.
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3.2 SINTESIS DE PAPELES DE NANOCELULOSA BACTERIANA

3.2.1 MATERIAL BACTERIANO

Para la produccion de celulosa bacteriana se utilizé la cepa Komagataeibacter
oboediens aislada desde vinagre de manzana artesanal en el laboratorio de

Biotecnologia de la Universidad San Sebastian.

3.2.2 EQUIPOS, REACTIVOS Y SOFTWARE

Equipos Reactivos Software
- Cémara de flujo laminar | - Glucosa - Microsoft ® Word 2010
(ESCO) - Peptona - Microsoft ® Excel 2010
- Autoclave (Quimis, Q-190- | - Extracto de levadura - Mendeley ®
26) - Agua destilada - SigmaPlot ® 11.0
- Balanza Analitica | -  Sulfato de amonio
(SHIMADZU, AUX 120) - Fosfato de potasio
- pH-metro (HANNAH, pH 211) monobasico
- Agitador magnético | -  Sulfato de magnesio
(Glassco) - NaOH
- Microondas (LG Electronics, | - HCI
MH-3046SP) - Persulfato de  amonio
- Estufa (Quimis, Q-316M4) ((NH4)2S208).
- Refrigerador (Electrolux,
ERDG195YSKW)
- Centrifuga (HERMLE 7400K)
- Vortex (Benchmark

Benchmixer)
- Ultra-Turrax (IKA T18 basic)

3.2.3 METODOLOGIA

3.2.3.1 Fermentaciones para produccion de nanocelulosa bacteriana

i Preparacién de inéculo para fermentacién

Para generar el inéculo para las fermentaciones se utilizd medio Hestrin-
Schramm pH 5 el cual consta de 2.5% de fuente de carbono (Glucosa), 0.3%
peptona, 0.5% extracto de levadura. Se prepard un cultivo liquido desde una
colonia tomada desde placa de cultivo a 10 ml de medio HS y se dejo tres dias a
28 °C en estufa. Pasada la incubacion la suspensién celular resultante se utilizod

como indculo
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ii. Preparacién de medio liquido para fermentaciones

El medio liquido utilizado para las fermentaciones fue el descrito por Yamanaka
(Watanabe & Yamanaka, 2014) el cual utiliza 2 % de glucosa. Ademas, el medio
consta de 0.5% sulfato de amonio, 0.5% extracto de levadura, 0.3% de fosfato
de potasio monobasico y 0.005% de sulfato de magnesio.

iiii. Fermentacion con la cepa Komagataeibacter oboediens

Se realizaron fermentaciones en recipientes de vidrio de 2 litros. A estas fuentes
se les agregd 1 L de medio de cultivo Yamanaka con 2% de glucosa. Las
fermentaciones se inocularon con 0.5 mL de suspension celular antes preparada
y se dejaron en estufa de cultivo a 28 °C por seis dias. Al término del cultivo se
retird la celulosa producida en la superficie, siendo almacenada para su posterior

purificacion.

3.2.3.2 Preparacion de soluciones para purificacion de celulosa

Para lisar las células que pudieron estar adheridas a la celulosa, esta se traté con
una solucion de NaOH 0.1 M y posteriormente se neutralizé con acido acético al
5%. (Chawla et al., 2009).

3.2.3.3 Purificacion de celulosa bacteriana

Para purificar la celulosa bacteriana generada en la fermentacion se tratdé con
solucion alcalina (NaOH 0.1 M) para lisar las células que pudieron quedar
atrapadas en el polimero y ademas limpiar el medio de cultivo existente (Chawla
et al., 2009). Esto se logré calentando a 90 °C la mezcla de celulosa bacteriana
y NaOH por 20 minutos en tres oportunidades. Luego de estos se realizaron
lavados con agua destilada y acido acético al 5% para neutralizacion del pH de

la celulosa.
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3.2.3.4 Preparacion de nanofibras de celulosa bacteriana (Hidrolisis acida)

Para la obtencién de nanofibras de celulosa bacteriana se procedié segun lo
reportado por Rozenberga et al., (2016). El procedimiento consisti6 en una
desintegracion de la pelicula de celulosa bacteriana purificada utilizando Ultra-
turrax y agregando agua desionizada. Luego se transfirid la suspensién de fibras
a un vaso precipitado con HCI (concentrado, 37%) para alcanzar una
concentracion de acido de 1 N en la mezcla. Se calentd la suspensién a 80-90
°C, se afadieron 4 g de persulfato de amonio ((NH4)2S20s) y se agitd la mezcla
vigorosamente durante 2 horas. Posteriormente se realizd un lavado y
centrifugado de la celulosa resultante por 15 minutos a 10.000 rcf. Se agrego
solucion de NaOH 1 N (pH 9) y se calenté la solucién a 60 °C durante 1 hora en
agitacion. El gel resultante se lavd con agua desionizada y se centrifugo
repetidamente hasta que se neutralizé el pH.

3.2.3.5 Preparacion de nanopapel de celulosa bacteriana

Para preparar el nanopapel de celulosa bacteriana se procedi6 como sigue,
segun lo reportado por Rozenberga et al., (2016):

e Se diluyo el gel de celulosa antes preparado con agua desionizada a una
concentracion del 0,35% y luego se disperso usando ultrasonido (455 W
durante 15 minutos).

e Se agregod la solucion resultante en un recipiente de silicona y se seco en
estufa a 30 °C durante 48 h.
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3.3 FABRICACION DEL PAPEL ACTIVO QUE INCORPORA EL
NANOBIOSENSOR

3.3.1 EQUIPOS, REACTIVOS Y SOFTWARE

Equipos Reactivos Software
Balanza Analitica | -  Solucion de Pb(ll) - Microsoft ® Word 2010
(SHIMADZU, AUX 120) - Agua nanopura libre de | - Microsoft ® Excel 2010
pH-metro (HANNAH, pH 211) nucleasas - Mendeley ®
Agitador magnético - SigmaPlot ® 11.0
(Glassco) - ImageJ®
Estufa de secado (Quimis)
Refrigerador (Electrolux,
ERDG195YSKW)
Agitador orbital (Barnstead
Max Qmini 4000)
Vortex (Benchmark
Benchmixer)

3.3.2 METODOLOGIA

3.3.2.1 Funcionalizaciéon de papel de nanocelulosa bacteriana con biosensor

Para la funcionalizacion del papel de nanocelulosa antes formulado se procedié
como sigue, segun lo reportado por Pourreza et al., (2015):

e Se cortaron piezas de nanopapel de celulosa bacteriana de 2 x 2 cm.

e Se anadid 20 mL de agua nanopura libre de nucleasas en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL.

e La mezcla es agitdé y calenté a 65 °C por 2 horas usando un agitador
magneético con control de temperatura.

e 5 mL de biosensor (0,1% w/v), confeccionado anteriormente, se agrego
por goteo (30 gotas/minuto aproximadamente) a la mezcla, en las mismas
condiciones de temperatura y agitacion.

e Cada papel humedo funcionalizado se colocé en un molde de silicona y
fue secado en estufa.
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3.3.2.2 Evaluacion de la estabilidad QDs de Cd/Te en papeles de nanocelulosa
bacteriana

Para conocer la adhesién de los QDs de Cd/Te insertos en la matriz de celulosa
bacteriana en presencia de distintas soluciones, se desarrollé esta experiencia.
Se tomaron rectangulos de 2 x 1 cm de papeles de nanocelulosa bacteriana
funcionalizados con QDs. Estos rectangulos se colocaron en 3 soluciones
distintas (agua destilada, solucién de alcohol al 5% y solucién de alcohol al 10%).
Los papeles se dejaron en las soluciones por 2 horas a temperatura ambiente y

en agitacion a 100 rpm.

Finalizado el tiempo de contacto los papeles fueron secados a temperatura
ambiente y luego puestos en transiluminador para observar el cambio en la
intensidad de fluoresceina con respecto al control que no fue expuesto a

soluciones, temperatura ni agitacion.

Se tomd fotografia con smartphone Huawei p20 lite. La fotografia fue de 16
megapixeles, ISO 3200, y utilizando el software Imaged se separaron los canales
de color (Azul, Rojo y Verde).

Para estos analisis se trabajé con el canal rojo de imagen debido a que los
quantum dots utilizados tienen una peak de fluorescencia de 590 nm (rojo
anaranjado). Asi, en este canal de color se genera menos interferencia y se logra

identificar la variacién de la intensidad de fluorescencia de manera mas notoria.
Para el analisis, se seleccion6 un area similar para cada ensayo y el software

entregod el promedio de la medicion de los pixeles. Utilizando este dato se observo
la variacion con respecto a los distintos factores y condiciones probadas.
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Capitulo 4

RESULTADOS

4.1 Desarrollo de nanobiosensor para Pb(ll)

4.1.1 Evaluacion del reconocimiento de Pb(ll) por el aptamero

Para comprobar el correcto reconocimiento del aptamero por su analito (Pb(ll)),
se evaluo la agregacion de las nanoparticulas de oro (AuNPs), funcionalizadas
con el aptamero en presencia y ausencia de Pb (ll).

Este ensayo permite visualizar mediante cambios en la agregacion de AuNPs, la
presencia de diversos agentes (en este caso el aptamero y el aptamero unido al
Pb(Il)) presentes en la superficie de las AuNPs, las cuales ejercen un efecto
estérico diferencial dependiendo del volumen y ocupacion de dichos agentes,
cuando se aumenta la fuerza idnica en la solucién (Gutiérrez et al., 2020).

Esto debido a que el aumento de la fuerza ionica en el medio, generado por la
concentracion de sales presentes (NaCl), provoca la agregacion y por
consecuencia la precipitacion de las nanoparticulas, cambiando su
comportamiento espectrofotométrico. Asi, esta situacion se ve afectada por como
la nanoparticula se encuentre recubierta y expuesta hacia el medio.

En presencia del Pb(ll), el aptamero adopta una conformacion tridimensional que
deja mayormente expuesta a la nanoparticula, y por lo tanto es vulnerable a
agregar por efecto del NaCl. De esta manera se puede comprobar que, si las
AuNPs estan agregando luego de anadir el revelador, es debido a que el
reconocimiento del aptamero por su analito es correcto y ademas se infiere que

existe una correcta funcionalizacién de las nanoparticulas.

Para este ensayo (Figura 4 y 5) se probaron dos proporciones de AuNPs y
aptamero. La primera proporcion probada fue 1 nmol de AuNPs y 20 nmol de
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aptamero y la segunda fue de 1 nmol de AuNPs y 40 nmol de aptamero. Se
utilizaron 6 concentraciones de Pb(ll) distintas (400, 200, 100, 50, 25y 0 ppb) y
ademas se utilizd6 como control agua destilada y un ensayo con 0 ppb de Pb(ll) y
sin NaCl.

Se trabajo con dichas relaciones molares (1:20 y 1:40), de acuerdo a condiciones

experimentales previamente optimizadas en nuestro laboratorio (Datos no

publicados).
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Fig. 4. Determinacion de Pb(ll) utilizando nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro. A) Proporcion de
nanoparticula aptamero 1:20, luego de 30 minutos de aplicado el NaCl. B) Razén entre el valor de absorbancia
obtenido a 620 y 520 nm, en funcién de la concentracion de Pb(Il) probada. Se muestra el promedio del resultado de
2 experimentos independientes (n=2). Los datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferencias estadisticamente significativas comparadas con el control (0 ppb) y entre si son indicadas (* = p < 0,05).
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Fig. 5. Determinacion de Pb(ll) utilizando nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro. A) Proporcidon de
nanoparticula aptamero 1:40, luego de 30 minutos de aplicado el NaCl. B) Razdén entre el valor de absorbancia
obtenido a 620 y 520 nm, en funcién de la concentracion de Pb(Il) probada. Se muestra el promedio del resultado de
2 experimentos independientes (n=2). Los datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferencias estadisticamente significativas comparadas con el control (0 ppb) y entre si son indicadas (* = p < 0,05).
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En la figura 4, se observé que al realizar el ensayo de determinacion de Pb(ll)
utilizando el nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro en una proporcién
1:20, la razon entre el valor de absorbancia obtenido a 620 y 520 nm disminuyo

al aumentar la concentracion de plomo en el sistema.

Por otro lado, en la figura 5, se observo que al realizar el ensayo de determinacion
de Pb(ll) utilizando el nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro en una
proporcion 1:40, la razén entre el valor de absorbancia obtenido a 620 y 520 nm

mostro un leve aumentd al aumentar la concentracién de plomo en el sistema.

Esto permite visualizar que utilizando una proporcion de funcionalizacion de 1:20
se ve una saturacion del sistema en la primera concentracién de Pb(ll) probada
(25 ppb), generando que el aumento de Pb(ll) en el sistema no esta generando
un aumento en la agregacion. De esta forma se evidencia un sistema reactivo

capaz de reconocer al analito.

Para descartar la posibilidad de que el Pb(ll) sea el causante de la agregacion de
las nanoparticulas, se realizdé un ensayo en el que no se agrego el revelador

(NaCl) y se observo la razon entre la absorbancia obtenida en 620 y 520 nm.

Para este ensayo (Figura 6 y 7) se probaron dos proporciones de AuNPs vy
aptamero. La primera proporcién probada fue 1:20 nmol y la segunda fue de 1:40
nmol. Se utilizaron 6 concentraciones de Pb(ll) distintas (400, 200, 100, 50, 25y
0 ppb) y ademas se utiliz6 como control agua destilada y un ensayo con 0 ppb
de Pb(ll).
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Fig. 6. Determinacion de Pb(ll) utilizando nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro. A) Proporcidon de
nanoparticula aptdmero 1:20. B) Razén entre el valor de absorbancia obtenido a 620 y 520 nm, en funcidén de la
concentracion de Pb(ll) probada. Se muestra el promedio del resultado de 2 experimentos independientes (n=2). Los
datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Diferencias estadisticamente significativas

comparadas con el control (0 ppb) y entre si son indicadas (* = p < 0,05).
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Fig. 7. Determinacion de Pb(ll) utilizando nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro. Proporcion de
nanoparticula aptdmero 1:40. B) Razén entre el valor de absorbancia obtenido a 620 y 520 nm, en funcidén de la
concentracion de Pb(ll) probada. Se muestra el promedio del resultado de 2 experimentos independientes (n=2). Los
datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Diferencias estadisticamente significativas

comparadas con el control (0 ppb) y entre si son indicadas (* = p < 0,05).

Enlafigura6y 7, se observé que al realizar el ensayo de determinacion de Pb(ll)

utilizando el nanobiosensor basado en nanoparticulas de oro en una proporcién

1:20 y 1:40, pero sin revelador (NaCl), la razon entre el valor de absorbancia

obtenido a 620 y 520 nm se mantuvo relativamente constante al aumentar la

concentracion de plomo en el sistema.
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Esto indica que la agregacion del nanobiosensor, independiente de la proporcion
molar (1:20 o 1:40), es provocada por el aumenta en la fuerza ionica del medio,
generado por la concentracion de sales presentes (NaCl), y no por el Pb(ll).

Se realizd, ademas, el ensayo de agregacion utilizando nanoparticulas de oro sin
funcionalizar (Figura 8) y se midié su absorbancia entre 400 y 800 nm luego de
30 minutos de haber agregado el revelador (NaCl). Se utilizaron 6
concentraciones de Pb(ll) distintas (0, 25, 50, 100, 200 y 400 ppb) y ademas se
utilizd6 como control agua destilada y un ensayo con 0 ppb de Pb(ll) y sin NaCl.
Esto para comparar el comportamiento en la agregacion de las AuNPs

funcionalizadas y sin funcionalizar.
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Fig. 8. Determinacion de Pb(Il) AuNPs sin funcionalizar y agregando Pb(ll) y NaCl. A) Variacion de absorbancia en
funcién de la longitud de onda para las muestras de AuNPs con distintas concentraciones de Pb(ll). B) Razén entre el
valor de absorbancia obtenido a 620 y 520 nm, en funcién de la concentracién de Pb(ll) probada. Se muestra el
promedio del resultado de 2 experimentos independientes (n=2). Los datos fueron analizados utilizando el test no
paramétrico Kruskal-Wallis. Diferencias estadisticamente significativas comparadas con el control (0 ppb) y entre si
son indicadas (* = p < 0,05).

En la figura 8, se observd que al realizar el ensayo de determinacién de Pb(ll)
utilizando el nanoparticulas de oro sin funcionalizar, la razén entre el valor de
absorbancia obtenido a 620 y 520 nm aumentdé levemente al aumentar la

concentracion de plomo en el sistema.
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Este ensayo control nos permite evidenciar la agregacion de las AuNPs al no
estar funcionalizadas y por lo tanto recubiertas en su superficie. Al no estar
recubiertas las nanoparticulas agregan debido al aumento de la fuerza iénica por
parte del revelador (NaCl).

Considerando los ensayos expuestos en las figuras 4, 5, 6, 7 y 8, se observé que
las nanoparticula de oro fueron funcionalizadas efectivamente en dos
proporciones distintas (1:20 y 1:40) y que ademas el aptamero utilizado reconocia
efectiva y selectivamente al Pb(ll).

4.1.2 Condiciones de union del biosensor a la secuencia complementaria
quencher

Para evaluar la unibn de la secuencia complementaria quencher al
nanobiosensor, se utilizaron QDs de Cd/Te funcionalizados con 2 nmol de
aptamero. Se trabaj6 con dicha relacién molar (1:2) debido a que, a diferencia de
las AuNPs utilizadas anteriormente (15 nm), estos QDs tienen un tamafio menor
(5 nm) y por ende una menor superficie de funcionalizacion. Estas condiciones
experimentales se encontraban previamente optimizadas en nuestro laboratorio

(Datos no publicados).

Se probaron 4 proporciones de aptamero quencher (1:0, 1:1, 1:3 y 1:6). Estas
proporciones probadas fueron seleccionadas en base al trabajo realizado por
Chen et al., (2018). Una vez anadidos las soluciones al tubo de reaccion se
incubaron a 70 °C (Tm del aptamero) por 10 minutos. Posteriormente se analizo
la intensidad de fluorescencia mediante espectrofluorimetro (SYNERGY H1,
BIOTEK), utilizando una ganancia de 80, una excitacion de 360 nm y una lectura
de emision entre 400 y 700 nm (Figura 9).
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Fig. 9. Intensidad de fluorescencia obtenida por el nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizados con 2
nmol de aptamero con 4 proporciones aptamero quencher (1:0, 1:1, 1:3 y 1:6), medidos en espectrofluorimetro
(SYNERGY H1, BIOTEK), utilizando una ganancia de 80, una excitacion de 360 nm. Se muestra el resultado de 1
experimento (n=1).

Estos resultados indican que el quencher utilizado logré disminuir la intensidad
de fluoresencia generada por el nanobiosensor, y la proporcion aptamero
quencher que produjo la mayor disminucion fue de 1:6 con un 40,56% con
respecto al nanobiosensor en proporcion 1:0 (100%).

Esto confirma que la sonda parcialmente complementaria quencher logra unirse
al aptamero, quedando el apagador a una proximidad tal del QDs que logra
disminuir su intensidad de fluorescencia.

Se realiz6 ademas, el anadlisis de la union de la secuencia complementaria
quencher al nanobiosensor mediante imagen (Figura 10) utilizando el software
Imaged y con fotografia de 16 megapixeles, ISO 3200 tomada con smartphone

Huawei p20 lite. Se trabajo en el canal rojo de imagen para el analisis.
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Fig. 10. Intensidad de fluorescencia del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizados con 2 nmol de
aptamero con 4 proporciones aptamero quencher (1:0, 1:1, 1:3y 1:6). 1) NBS 1:1. 2) NBS 1:3. 3) NBS 1:6. 4) NBS 1:0.
Se muestra el resultado de una medicién realizada

En la figura 10 se observo la disminucidn en la intensidad de fluoresencia del
nanobiosensor debido a la sonda parcialmente complementaria quencher
mediante imagenologia. Este resultado indicd, por lo tanto que estos cambios son
posibles de cuantificar mediante analisis de imagen.

Se compararon los resultados obtenidos de la union de la secuencia
complementaria quencher al nanobiosensor mediante imagen y mediante
espectrofluorimetro (Figura 11). Se analizd el porcentaje de variacion en la
intensidad de fluorescencia del nanobiosensor en presencia de la sonda
parcialmente complementaria quencher con respecto al nanobiosensor en
ausencia de ésta (100%). Se realiz6 el analisis de la intensidad de fluorescencia
del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizados con 2 nmol de

aptamero con 3 proporciones aptamero quencher (1:1, 1:3y 1:6).
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Fig. 11. Comparacién en sensibilidad de imagenologia y fluorimetria. Nanobiosensores basados en QDs, en
proporciones 1:1, 1:3 Y 1:6 (NBS : sonda apagador) que fueron incubados por 10 minutos a 70°C y posteriormente se
determind la fluorescencia de las distintas soluciones por imagenologia (Canal rojo, software Imagel) y
espectrofluorimetria (590 nm, SYNERGY H1, BIOTEK). Barra gris y azules corresponde a la variacion de valores
observadas por imagenologia y espectrofluorimetria, respectivamente. Se muestra el resultado de una medicién
realizada a una misma solucién por las dos metodologias descritas.

Esta comparacién permitié visualizar que el cambio en porcentaje de la
intensidad de fluorescencia es posible seguir mediante analisis de imagen aun
cuando el analisis mediante espectrofluorimetro muestra un mayor cambio pero

con la misma tendencia.

Se evalud por analisis de imagen el apagamiento del nanobiosensor en distintas
condiciones. Se utilizaron QDs de Cd/Te a una concentracion de 1mg/ml
funcionalizados con 2 nmol y 3 nmol de aptamero, figura 13 y 14 respectivamente.
Se evaluaron 3 proporciones de aptamero quencher (1:0, 1:3 y 1:6). Se utilizo
para la confeccion del nanobiosensor Buffer Tris-Acetato pH 7,4. Una vez
afiadidos los componentes del nanobiosensor (QDs funcionalizadas, secuencia
complementaria quencher y buffer) al tubo de reaccién se probaron tres
condiciones, 10 minutos a 70 °C (Tm del aptamero), temperatura ambiente por
20 minutos antes de ser analizado por imagen y por ultimo 6 horas a temperatura
ambiente y luego 10 minutos a 70 °C. Finalmente se agreg6 el mismo volumen

de nanobiosesor que agua destilada libre de nucleasas (simulando analito).
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Posteriormente se analizé la intensidad de fluorescencia mediante fotografia,
utilizando el programa de analisis de imagen ImagedJ. Se trabajo en el canal rojo
de imagen para el analisis (Figura 12, ejemplo del analisis). Las concentraciones
finales probadas del nanobiosensor luego de agregar el agua destilada libre de
nucleasas fueron 15y 20 ug/ml en ambas condiciones de funcionalizacién 2 nmol
(Figura 13) y 3 nmol de aptamero (Figura 14). Todas las pruebas se realizaron
por triplicado. Se realiz6é un t-test no paramétrico de comparacion multiple para
definir si el cambio fue significativo o no con respecto al nanobiosensor con

proporcion aptamero quencher 1:0.

20 pg/ml 15 pg/ml
1:6 1:3 1:0 16 1:3 1:0
1 2 3 4 5 b6

Agua

nanopura

Fig. 12. Intensidad de fluoresencia del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizado con aptamero, 3
proporciones aptamero quencher (1:0, 1:3 y 1:6) y 10 minutos a 70 °C. Se probaron 2 concentraciones finales de
nanobiosensor (20 pg/ml y 15 pg/ml). Se trabajé en triplicado y se analizé agua nanopura para obtener el limite de
cuantificacion y deteccién del método.

Estos resultados indican que existe un cambio medible mediante analisis de
imagen en el canal rojo, en cuanto a la intensidad de fluorescencia del
nanobiosensor a dos concentraciones diferentes (15 y 20 pg/ml) y con 3
proporciones aptamero quencher distintas. Utilizando este tipo de analisis se
elaboraron los resultados expuestos en las figuras 13 y 14.
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Fig. 13. Intensidad de fluoresencia del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizado con 2 nmol de
aptamero y 3 proporciones aptdmero quencher (1:0, 1:3 y 1:6). Se estudiaron dos concentraciones finales de
nanobiosesnor, 15 pug/ml (A, Cy E) y 20 ug/ml (B, D y F) y tres condiciones de ensayo, 10 minutos a 70 °C (A y B), 20
minutos a T. ambiente (Cy D) y 6 horas a T. ambiente (E y F). Se muestra el promedio del resultado de 2 experimentos
independientes (n=2). Los datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Diferencias
estadisticamente significativas comparadas con el control (0 ppb) y entre si son indicadas (* = p < 0,05).
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Fig. 14. Intensidad de fluoresencia del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizado con 3 nmol de
aptamero y 3 proporciones aptdmero quencher (1:0, 1:3 y 1:6). Se estudiaron dos concentraciones finales de
nanobiosesnor, 15 pug/ml (A, Cy E) y 20 ug/ml (B, D y F) y tres condiciones de ensayo, 10 minutos a 70 °C (A y B), 20
minutos a T. ambiente (Cy D) y 6 horas a T. ambiente (E y F). Se muestra el promedio del resultado de 2 experimentos
independientes (n=2). Los datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Diferencias
estadisticamente significativas comparadas con el control (0 ppb) y entre si son indicadas (* = p < 0,05).

Este resultado indica que las condiciones que generaron un cambio significativo,
medido por imagenologia en el canal rojo de imagen utilizando el software

Imaged, fueron incubando las muestras por 10 minutos a 70 °C, QDs de Cd/Te
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funcionalizados con 2 nmol de aptamero y una concentracién final del
nanobiosensor de 20 pyg/ml y QDs de Cd/Te funcionalizados con 3 nmol de
aptamero y una concentracion final del nanobiosensor de 15 pg/ml. Estos
ensayos permitieron definir las condiciones, concentraciones y proporciones
aptamero quencher que se utilizarian para los ensayos siguientes en el

reconocimiento de Pb(ll) por el nanobiosensor.

4.1.3 Determinacion de plomo con el biosensor

Para conocer si el Pb(ll) en solucién logra aumentar la intensidad de
fluorescencia del nanobiosensor al cual se le ha afiadido la sonda parcialmente

complementaria quencher, se realizo este experimento.

Este experimento se realiz6 para el nanobiosensor en proporcién aptamero
quencher 1:3 y concentracion final de nanobiosensor 15 ug/ml y 30 pg/ml (Figura
15). Se trabajo con una concentracion final del nanobiosensor de 30 pg/ml, y no
20 pg/ml, para aumentar la sefial y asi aumentar la sensibilidad del método. Se
realizé como control el mismo ensayo, pero teniendo el nanobiosensor (NBS) en
ausencia del quencher (QBH) y también un ensayo teniendo solo QDs de Cd/Te

sin funcionalizar y sin quencher.
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Fig. 15. Intensidad de fluoresencia con respecto del nanobiosensor compuesto por QDs de Cd/Te funcionalizados con
3 nmol de aptamero con proporciones aptamero quencher 1:3 en contacto con 0 ppb de Pb(ll). Se probaron 5
concentraciones distintas de plomo (10, 50, 100, 500 y 1000 ppb). Se estudiaron dos concentraciones finales de
nanobiosesnor, 15 pg/ml (A, Cy E) y 30 ug/ml (B, Dy F) y tres sistemas como sensor. Nanobiosensor (A y B), QDs
funcionalizados pero sin quencher (C y D) y QDs sin funcionalizar y sin quencher (E y F). Se muestra el promedio del
resultado de 3 experimentos independientes (n=3). Los datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico
Kruskal-Wallis. Diferencias estadisticamente significativas comparadas con el control (0 ppb) (* = p < 0,05).
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Se observo que para los experimentos con el nanobiosensor en proporcion
aptamero quencher 1:3 y concentracion final de nanobiosensor 30 pg/ml (Figura
15 B) se generd un aumento en la intensidad de fluorescencia con respecto al
control en presencia de las cinco diferentes concentraciones de Pb(ll) probadas.

Utilizando QDs sin funcionalizar se generd una disminucion de la intensidad de
fluorescencia de forma casi proporcional con respecto al aumento de la
concentracion de Pb(ll). Este resultado indica que el analito es capaz de disminuir
la intensidad de fluorescencia de los QDs proporcionalmente a la concentracién

de este metal en la muestra.

4.2 Sintesis de papeles de nanocelulosa bacteriana

4.2.1 Preparacion de nanopapel de celulosa bacteriana

Luego de la produccion y purificacion de la celulosa bacteriana, se realizé una
hidrdlisis acida. Esto produjo una despolimerizacién de la estructura nativa de
celulosa, desfibrilando las microfibrillas de celulosa y exponiendo cristales de
corta longitud. Para la preparacion de los nanopapeles de celulosa bacteriana, la
mezcla resultante de nanocelulosa bacteriana y agua destilada fue agitada

vigorosamente y secada en estufa en un molde de silicona (Figura 16 C y D).
Se exponen ademas, micrografias SEM y TEM (Figura 16 A y B) de celulosa

bacteriana tomadas para una investigacion anterior realizado por el autor y

colaboradores de esta trabajo (Nufiez et al., 2020).
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Fig. 16. Celulosa bacteriana obtenida desde la fermentacidn de K. oboediens. A y B) Micrrografias SEM y TEM
respectivamente de fibras de celulosa bacteriana (NUfiez et al., 2020). C) Nanocelulosa bacteriana himeda producida
mediante hidrolisis acida. D) Papel de nanocelulosa bacteriana.

Con estos resultados se observd que mediante la hidrdlisis acida se obtiene un
blanqueamiento y translucidez luego del secado de la celulosa bacteriana
producida por la fermentacion de la cepa K.oboediens.

4.3 Fabricacion del papel activo

4.3.1 Unién del QDs de Cd/Te al papel de nanocelulosa bacteriana

Las nanofibras de celulosa bacteriana humeda fueron mezcladas con QDs de

Cd/Te. La mezcla resultante fue agitada vigorosamente y secada en estufa en un
molde de silicona. El resultado de este proceso se muestra en la figura 17.
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Fig. 17. Exposicion de papeles de nanocelulosa bacteriana a luz UV. A) Papel de nanocelulosa bacteriana en mezcla
con QDs de Cd/Te. B) Papel de nanocelulosa bacteriana.

Este resultado demostré que los QDs de Cd/Te mantienen su caracteristica de
emitir fluorescencia al ser expuestas a luz UV, aun cuando estén unidos a la
matriz de nanocelulosa bacteriana. Por lo tanto, esta es una situacién promisoria
para el funcionamiento del nanobiosensor en el papel de nanocelulosa

bacteriana.

Con la finalidad de conocer la estabilidad de los quantum dots de cadmio/teluro
en los papeles de nanocelulosa bacteriana, y observar si estas nanoparticulas
quedaban unidas fuertemente al papel o se desprendian en presencia de

distintas matrices es que se realizo el siguiente experimento.

Luego del contacto por dos horas, en agitacion a 100 rpm y a temperatura
ambiente con tres soluciones distintas (Agua destilada, solucion de etanol al 5%
y solucién de etanol al 10%) (Figura 18 A), se cuantificé mediante la diferencia
en la intensidad de fluorescencia con respecto al control (Papel no expuesto a
soluciones). El analisis se realizé mediante imagen en el canal rojo utilizando el

software ImageJ (Figura 18 B).
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Fig.18: Estabilidad de QDs de Cd/Te impregnadas en papeles de nanocelulosa bacteriana en presencia de distintas
matrices, analizada mediante analisis de imagen con el software ImageJ en canal rojo. Se muestra el resultado de una
medicién realizada a cada papel y condicidn probada 1) Papel de nanocelulosa bacteriana sin QDs sometido a contacto
con agua destilada como control. 2) Nanopapel con QDs no sometida al experimento como control. 3 Nanopapel con
QDs sometido a contacto con agua destilada. 4) Nanopapel con QDs sometido a contacto con etanol al 5%. 5)
Nanopapel con QDs sometido a contacto con etanol al 10%.

Estos resultados indican que una solucion de etanol al 10% genera una menor
disminucién en la intensidad de fluorescencia que las generadas por solucién de
etanol al 5% y agua destilada. De esta manera se infiere que la estabilidad de
adhesion de los QDs al papel de nanocelulosa es mayor cuando la solucion de
ensayo presenta etanol al menos al 10%. Por lo tanto, para contactos con
soluciones de metales pesados se deberia trabajar con matrices que contengas
etanol al 10% permitiendo que el nanobiosensor no se desprenda de la matriz de

nanocelulosa bacteriana.
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Se realizé la comparacién porcentual de la intensidad de fluorescencia con
respecto al papel de nanocelulosa funcionalizado con QDs de Cd/Te (Figura 19),

el cual no fue sometido a contacto con ninguna solucién y se tomé como control.
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Fig.19: Intensidad de fluorescencia con respecto al papel de nanocelulosa bacteriana funcionalizado con QDs
(NCB+QDs). NCB) Papel de nanocelulosa bacteriana. NCB+QDs en agua destilad) Papel de nanocelulosa bacteriana con
QDs sometida a contacto con agua destilada. NCB+QDs en alcohol al 5%) Papel de nanocelulosa bacteriana con QDs
sometida a contacto con solucién de alcohol al 5%. NCB+QDs en alcohol al 10%) Papel de nanocelulosa bacteriana con
QDs sometida a contacto con solucién de alcohol al 10%.

El porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia obtenido al utilizar
etanol al 10 % fue de 0,21 %, mientras que al usar etanol al 5 % fue de 39,28 %
y agua destilada un 56,42 %. La muestra de NCB presenté un 1,61 % de
intensidad de fluorescencia (control negativo), en tanto que NCB+ QDS se tomd
como el 100 % de intensidad de fluorescencia (control positivo) para la

comparacion.
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Capitulo 5

DISCUSION

5.1 Evaluacién del reconocimiento de Pb(ll) por el aptamero

Los nanobiosensores Opticos que presentan la propiedad de plasmoén de
resonancia superficial (SPR) son sistemas de sensores ampliamente utilizados.
El SPR es una propiedad Optica inherente de las nanoparticulas de metales
nobles, como oro y plata, que resulta de oscilaciones colectivas de las nubes de
electrones y permite implementar la deteccion 6ptica en el rango visible siguiendo
el cambio del espectro de absorcion/emision. Esta propiedad depende de las
dimensiones y la geometria de las nanoparticulas. Por tanto, se vuelve posible
disefiar NBS opticas cuya interaccion con un analito causa que las nanoparticulas
agreguen y, en consecuencia, absorban o dispersen la luz en diferentes regiones
espectrales que pueden ser detectado y cuantificado instrumentalmente
(Gutiérrez et al., 2020).

Mediante este ensayo (Figura 4, 5, 6, 7 y 8) se determin6 que el aptamero
reconoce efectivamente a su analito, dado que existidé una correlacion entre la
concentracion de Pb(ll) probada y la razén de absorbancia (620/520) resultante.
Asi, al variar la concentracion de Pb(ll) en la muestra produjo un desplazamiento
de la banda de absorcion de ~520 a ~620 nm y por ende una modificacion en el

sistema, evidenciando un reconocimiento por el analito.

Para la proporcidon probada nanoparticula aptamero 1:20, una menor
concentracion del analito en ppb provocd un cambio menor en las absorbancias
probadas (Figura 5 A), que en el caso que se tenga una mayor concentracion del
analito (1:40). Esto pudo deberse a que al existir una mayor cantidad de aptamero
funcionalizando las nanoparticulas, al haber mayor cantidad de analito, la
conformacién tridimensional que adopta el aptamero recubrié aun mas las AuNPs
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evitando la entrada del revelador (NaCl) y por ende la agregacion. A mayor
agregacion de las AuNPs, la relacion 520/620 disminuye debido al
desplazamiento de la banda de absorcion de ~520 a ~620 nm.

De esta manera en el caso de la proporcién probada nanoparticula aptamero
1:40, una menor concentracion del analito en ppb provocd un cambio mayor en
las absorbancias probadas (Figura 5 B), que en el caso que se tenga una mayor
concentracion del analito. Esto puede deberse a que a una mayor concentraciéon
de Pb(ll), los aptameros que funcionalizan las AuNPs, se encuentran en una
conformacién tal que dejan espacios en la superficie de las nanoparticulas,
permitiendo que entre el NaCl agregando las AuNPs.

Mediante el experimento control (Figura 7 Ay B) se observd que en ausencia del
revelador (NaCl) no ocurrié una agregacion considerable. Esto se observé en el
calculo de la razon de las absorbancias de 620 y 520 nm. De esta manera se
infiere que el Pb(Il), no genera la agregacion de las AuNPs.

En el ensayo de agregacién utilizando nanoparticulas de oro sin funcionalizar
(Figura 8), en el que se midio la absorbancia entre 400 y 800 nm luego de 30
minutos de haber agregado revelador (NaCl), se observo que el comportamiento
espectrofotométrico de las AuNPs se mantuvo practicamente constante,
independientemente de la concentracion de Pb(ll) probado (0, 25, 50, 100, 200 y
400 ppb). Esto debido a que como las nanoparticulas no estan funcionalizadas,
no se encuentran recubiertas, al aumentar la fuerza ionica debido a la
incorporacion de sales (NaCl) existe un comportamiento de agregacion similar

independientemente de la concentracion de Pb(ll) en el medio.
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5.2 Condiciones de union del biosensor a la secuencia complementaria
quencher

Para evaluar la unibn de la secuencia complementaria quencher al
nanobiosensor, se analizé6 la intensidad de fluorescencia mediante
espectrofluorimetro (Figura 9), y mediante analisis de imagen (Figura 10).
Ademas, se realizd la comparacion entre la medicidn de estas dos maneras para
conocer en qué forma se relacionan y asi poder utilizar el analisis de imagen
como metodologia. Esto ultimo debido a que este analisis resulta mas rapido y
ademas es posible llevarlo a cabo en terreno, tomando fotografias con un

smartphone y analizarlas con un software o aplicacion movil.

Los teléfonos inteligentes ofrecen una plataforma atractiva para el analisis
quimico, como el diagndstico y el monitoreo ambiental, esto debido a que son
enfoques analiticos de bajo costo y faciles de realizar para la deteccién de varios
contaminantes. Las aplicaciones de teléfonos inteligentes mas utilizadas se

basan en colorimetria y analisis de imagenes.

Los smartphones, se han vuelto cada vez mas populares en el desarrollo de
biosensores rapidos, portatiles y de bajo costo. Con un procesador de alta
velocidad, una camara de alta resolucion y una comunicacion inalambrica ubicua,
los teléfonos inteligentes con aplicaciones personalizadas se han utilizado con
frecuencia para la recopilacion de imagenes o el analisis de datos. Ademas, los
teléfonos inteligentes a menudo estan equipados con un sistema de
posicionamiento global y pueden indicar la ubicacion precisa para la recoleccion
de muestras en el mapa electrénico precargado. Por lo tanto, la combinacion de
teléfono inteligente, y aplicaciones de analisis de imagen o de otras variables
prometen como una solucién que podria proporcionar plataformas simples y de

bajo costo para la deteccion rapida contaminantes (Zheng, Cai, & Wang, 2018).

56



Safarik et al, (2019), demostraron que el analisis de imagenes empleando
fotografias tomadas con smartphone se pueden utilizar con éxito para la
determinacién de la concentracidn de tintes presentes en agua. Después de la
preconcentracion del tinte, los autores tomaron fotografias de cuadrados textiles
con el tinte adsorbido usando un teléfono mévil. Usando el software Imajed y
aplicaciones de celular como ColorMeasure y ColorLab lograron la determinacion
de la concentracién de tintes adsorbidos en cuadrados de tela que fueron
contactados con las aguas analizadas. Con este ensayo economico y sin elucion,
fue posible analizar la concentracion de colorantes en un rango de 0 a 120 ppb

en varias soluciones.

Si bien el analisis de los resultados mediante espectrofluorimetro entrega una
mayor exactitud y capacidad de discriminacion entre los valores obtenidos, es un
proceso que requiere de un equipo sofisticado y costoso y que no puede ser
utilizado en terreno. Ademas, estos sistemas presentan un tiempo de analisis

mayor al empleado mediante analisis de imagen.

Se compararon los resultados obtenidos de la union de la secuencia
complementaria quencher al nanobiosensor mediante imagen y mediante
espectrofluorimetro (Figura 11). Analizando el porcentaje variacion de intensidad
de fluorescencia con respecto al nanobiosensor en ausencia de la sonda
parcialmente complementaria quencher (100%), se observé que para ambas
modalidades de lectura (imagen o espectrofluorimetro) se consiguié una mayor
disminucién porcentual de la intensidad de fluorescencia cuando la relacién

aptamero-quencher es de 1:6.

Esto es consistente con lo reportado por Chen et al., (2018), quienes trabajaron
con el mismo aptamero y sonda parcialmente complementaria quencher. En su
trabajo, el candidato de aptamero elegido se marcé con 6-carboxil fluoresceina
(FAM) en su terminal 5°, mientras que la sonda parcialmente complementaria se

marco con Dabcyl (4- [4- (dimetilamino) fenilazo] acido benzoico) en su terminal
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3". Los espectros de fluorescencia los obtuvieron a temperatura ambiente
mediante espectrofluorimetro modelo Hitachi F-4600 (Hitachi, Jap6n) con una
excitacion de 485 nm y un rango de emision de 500 a 650 nm. Los autores
realizaron pruebas con proporciones diferentes, desde 1:0 a 1:12, y lograron
determinar que cuando la proporcion fue 1:6, los sistemas de deteccion lograron

una disminucidon maxima de la intensidad de fluorescencia.

En quencher utilizado fue modificado con el respecto al utilizado por Chen et al.,
(2018). Esto debido a que para conseguir un optimo apagamiento por parte del
quencher, la distancia entre este elemento y aquel que emite la sefial, ya sea un
fluoréforo o una nanoparticula, debe existir una distancia de entre 2 a 10 nm como
maximo (Crisalli & Kool, 2011). Debido a que los QDs utilizados para formular el
nanobiosensor son mas pequefios que el fluoréforo 6-carboxil fluoresceina
utilizado por los autores, se acorto la sonda parcialmente complementaria
quencher en un oligonucleoétido y ademas se modificé el aptamero reportado por
Chen et al., (2018) para que al momento en que este y la sonda parcialmente
complementaria quencher estuviesen unidos la distancia entre la nanoparticula y

el quencher no superara los 3 nm.

Mediante analisis de imagen se evalud el apagamiento del nanobiosensor en
distintas condiciones. Se evaluaron 3 proporciones de aptamero quencher (1:0,
1:3 y 1:6). Una vez anadidos los componentes del nanobiosensor (QDs
funcionalizadas, secuencia complementaria quencher y buffer) al tubo de
reaccion se probaron tres condiciones, 10 minutos a 70 °C (Tm del aptamero),
temperatura ambiente por 20 minutos antes de ser analizado por imagen y por
ultimo 6 horas a temperatura ambiente y luego 10 minutos a 70 °C.
Posteriormente se analizé la intensidad de fluorescencia mediante fotografia,
utilizando el programa de analisis de imagen ImagedJ. Se trabajo en el canal rojo
de imagen para el analisis (Figura 12).

Se calculd el limite de deteccion (LDM) y limite de cuantificacion (LDC) para la
metodologia de cuantificacion mediante analisis de imagen. Esto se obtuvo con
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fotografias tomadas a pocillos con agua destilada (Blanco) en los ensayos
realizados y posteriormente un analisis de imagen mediante el software ImagedJ
en el canal rojo de imagen. De esta forma se logro identificar los limites que el
sistema mediante analisis de imagen es capaz de detectar descartando el ruido
de la metodologia. EI LDM del sistema, con una incertidumbre del 5% fue de 11,3
(Unidades relativas a escala de grises) y un LDC de 34 (Unidades relativas a

escala de grises).

Se observo que la sonda parcialmente complementaria quencher logra disminuir
la intensidad de fluorescencia de los QDs funcionalizados. La condicion que
genera una mayor disminucién en la intensidad de fluorescencia fue con la
proporcion aptamero quencher de 1:3, una concentracion final de nanobiosensor
de 15 pg/ml y 20 yg/ml y una condicion de ensayo en la que se sometié a 70°C
por 10 minutos con ambas cantidades (2 o 3 nmol) de aptamero funcionalizando
la nanoparticula (68,6 y 53,6% respectivamente) (Figura 13 y 14 A). En los
resultados reportados por Chen et al., (2018), la proporcion aptamero quencher
que genero una mayor disminucion en la intensidad de fluorescencia fue 1:6 e

indujo una disminucion del 75,7% de la intensidad de fluorescencia.

5.3 Determinacién de plomo con el biosensor

Para conocer si el Pb(ll) en solucion lograba aumentar la intensidad de
fluoresencia del nanobiosensor y por consecuencia poder correlacionar la
concentracion de plomo con el aumento de la intensidad e fluoresencia, se realizo

este experimento (Figura 15).

Se observd que para ambas concentraciones finales de QDs sin funcionalizar
probados (15 y 30 pg/ml), mayores concentraciones de Pb(ll) disminuyen
porcentualmente la intensidad de fluorescencia con respecto al ensayo con 0 ppb
de Pb(ll) (Figura 15 E y F). Varios autores (P. Sharma & Mehata, (2020); Xu et
al., (2019); Bano et al., (2019)) reportaron este fendmeno utilizando diferentes
tipos de QDs (Cd/Te, Mos2 y N-CDots). En estos casos se realizé un analisis del
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apagamiento de los quantum dots en presencia del analito y se relaciono con la
concentracion de éste. Si bien este tipo de sensores presenta un cambio medible,
no es especifico debido a que no se tiene un elemento de reconocimiento
especifico como un aptamero y ademas podria existir un falso positivo al
disminuir la intensidad de fluoresencia del QDs debido a que se estan

desarmando por otro factor y no por la presencia del analito.

Por otro lado, cuando se trabajé con una concentracion final de nanobiosensor
de 30 pg/ml, utilizando QDs funcionalizados con aptamero, pero sin apagador
(Figura 15 D), se presentd el mismo fendmeno que con los quantum dots sin
funcionalizar. Una correlacion entre la disminucion en el porcentaje de
fluorescencia y la concentracion del Pb(ll). De esta manera se podria tener el
funcionamiento de un sensor de modalidad “Turn-off” pero con la selectividad que
proporciona el aptamero.

Finalmente se observdO que al trabajar con una concentracion final de
nanobiosesnor de 30 pg/ml, utilizando QDs funcionalizados con aptamero y con
apagador, se presentd un aumento en la intensidad de fluorescencia en
presencia de Pb(ll) con respecto al nanobiosensor con 0 ppb de ion plomo (Figura
15 B). Similar a nanobiosensores de modalidad “Turn-on” (Chen et al., 2018) que
correlacionan el aumento en la intensidad de fluorescencia en presencia de

distintas concentraciones del analito.

Para una caracterizacion mas completa del funcionamiento del nanobiosensor se
requiere el calculo del rango lineal de deteccion y de esta manera tener el limite
de deteccion y poder identificar el ruido del sistema. Por su parte Chen et al,,
(2018) obtuvieron un rango lineal de deteccion de 20,83 a 208,3 ppb (R? =0,989),
un limite de deteccidn de 12,65 ppb para Pb(ll). Como el nivel maximo de
contaminacién de Pb (Il) en el agua potable ha sido definido en 15 ppb por la
EPA, el nanobiosesnor podria ser aplicable para la deteccidn en agua potable.
Los autores realizaron el analisis de intensidad de fluorescencia en

espectrofluorimetro a 518 nm y con una relacion aptamero-quencher de 1:6.
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Es necesario, ademas realizar pruebas de selectividad del nanobiosensor. Para
determinar la especificidad de los dos aptameros, se debe medir la intensidad de
fluorescencia del nanobiosensor al ser incubado con diferentes iones metalicos.
Chen et al., (2018), mostraron que el aptamero utilizado para el nanobiosesnor
después de la incubacién con Pb(ll) y otros iones metalicos interferentes, como
Mn(Il), Al(IIT), Cu(ll), Co(ll), Zn(ll), Ca(ll), Ba(ll), Cd(ll), Hg(ll), Ni(ll) exhibe una
excelente selectividad a Pb(ll) frente a otros iones metalicos.

Finalmente, y para explorar mas a fondo las potenciales aplicaciones del
nanobiosesnor seria necesario realizar estas pruebas con muestras reales, y
cotejar los resultados con metodologia robustas como la espectrometria de
emision Optica de plasma acoplado conductivamente. Con estos resultados se
podria validar el método para la deteccion selectiva y simple de Pb(ll) en solucion.

5.4 Preparacidon de nanopapel de celulosa bacteriana

Luego del proceso de obtencion del papel de nanocelulosa y el posterior secado
en estufa, se obtuvo un papel de color blanco traslucido, uniforme y de aspecto y
textura suave. Este aspecto del papel de nanocelulosa bacteriana obtenida
mediante hidrolisis acida es similar a la reportado por Rozenberga et al., (2016).

Para una caracterizacion detallada del papel se debid6 realizar un ensayo de XRD.
De esta manera se puede conocer la cristalinidad y el tamafo del cristal. De
acuerdo con lo reportado por los autores antes mencionados las peliculas de
celulosa liofilizadas y en polvo fueron medidas a temperatura ambiente en un
difractometro Bruker D8 Advance utilizando radiacion de cobre (CuKa) a una
longitud de onda de 1.54180A. Este dispositivo estaba equipado con un detector
sensible a la posicién LynxEye para recopilar los datos. El voltaje y la corriente
del tubo fueron ajustados a 40 kV y 40 mA respectivamente. La ranura de
divergencia se fij6 en 0,6 mm y la rendija de antidispersién se fijé en 8,0 mm. Los
patrones de difraccién se registraron utilizando una velocidad de escaneo de
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0.2s/0.02 ° de 5 ° a 50 °. Cristalinidad (Cr) y tamafio de cristal (CrS) se calcularon
basandose en las mediciones de difraccion de rayos X obtenidas. Para las
muestras analizadas los autores obtuvieron valores de cristalinidad de entre

83,87 a 97% y un tamafo de cristal de entre 5,5 a 6,5 nm aproximadamente.

Para conocer la pureza de la celulosa bacteriana obtenida se debid realizar un
FT-IR. De esta manera los resultados del espectro se pueden comparar con los
datos del espectro de celulosa microcristalina pura. Para este estudio se requiere
la liofilizacidon y molienda en pulverizador o molino de bolas del papel de
nanocelulosa bacteriana. A partir de esto, los valores del espectro se pueden
registrar utilizando un espectrometro Spectrum One (Perkin-Elmer) con una

resolucién de 4cm™.

Rozenberga et al., (2016), reportan que los espectros en el rango de 4500—-600
cm revelan la existencia de regiones vibracionales caracteristicas de C-H fuera
del plano de flexion en la regién de 900-870 cm™'. La banda en 892 cm™' se asigna
al estiramiento C-O-C en el enlace [(1-4), mientras que las bandas
caracteristicas 1046 cm™y 1071-1067 cm™', se corresponden con la flexion de
enlace de carbohidratos C-O-H. El peak de absorcion alrededor de 1111 cm™ es
otra banda caracteristica de celulosa y se ajusta a los enlaces C-C de las
unidades monomeéricas del polisacarido (Fan, Dai, & Huang, 2012). Una débil y
amplia banda centrada en 892 cm™', y una banda fuerte en 1424 cm"' identifica
las muestras como celulosa | (Goh et al., 2012). La banda caracteristica a 2900
cm se atribuye a la vibracién de estiramiento C-H y confirma la porcion amorfa
caracteristica de la celulosa. La banda ancha en el 3600-3100 cm™ esta
relacionada con la vibracion de valencia de grupos OH unidos por hidrogeno. El
enlace de hidrégeno intramolecular de O(2)H---O(6) y O(3)H:--O(5) corresponde
a las bandas de absorcion a 3410 cm™ y 3380 cm respectivamente. De manera
similar, el enlace de hidrogeno intermolecular de O(6)H---O(3) ocurre a 3340
cm (Singh et al., 2013). La aparicion de banda en 1732 cm™ es atribuida al grupo
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carboxilato en su forma acida, y es una consecuencia clara de la reaccién de

oxidacion (Coseri et al., 2013).

En cuanto a la caracterizacion de las nanofibras es posible realizar un analisis
mediante imagenes en microscopio de fuerza atomica (AFM) para confirmar que
la reaccion de oxidacion produjo nanofibras de celulosa. Rozenberga et al.,
(2016) reportaron que al oxidar los granulos de CB con persulfato de amonio en
medio acido, el rendimiento de la reaccion es del 75,25% de CB en peso seco.
Obtuvieron un ancho promedio de las nanofibras de 80 + 15 nm y una longitud
que varié entre 600-1200 nm. Durante el proceso de oxidacion, las regiones
amorfas se disuelven, por lo tanto, la cristalinidad aumenta, mientras que el grado
de polimerizacion disminuye significativamente. La disminucion del tamafio de los
cristalitos se puede explicar por el proceso de despolimerizacion que ocurre
durante la oxidacién, dado que el proceso de oxidacién tiene lugar principalmente
en las regiones desordenadas y en la superficie de regiones cristalinas, la
despolimerizacion se producira por la B-eliminacion del grupo aldehido C6 (Biliuta
et al., 2013).

Con titulacién conductimétrica, Rozenberga et al., (2016) determinaron que el
contenido de carboxilo en la fibra oxidada fue de 7,73%. Para determinar el
potencial electrocinético de nanofibras midieron el potencial Zeta. Se analizé una
soluciéon de nanofibras al 0,07% en peso usando el equipo Zetasizer Nano ZS90.
El potencial zeta de nanofibras oxidadas fue de -53,8 mV, lo que indica que las
nanofibras son altamente estables en dispersion coloidal.

Para investigar las propiedades mecanicas del nanopapel de CB, se deben
probar las muestras en un estado cercano a su estado original, inalterado y
autoensamblado en lo posible. El papel secado bajo presion en caliente puede
alterar la red de fibrillas en comparacién con los papeles secados libremente. La
celulosa bacteriana, secada al aire produce una pelicula dura y arrugada que no

se puede utilizar para pruebas de traccién. La suspension debe ser vertida en un
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recipiente de vidrio organico y luego secada al aire para permitir que las
nanofibras se autoensamblen y produzcan una pelicula plana y uniforme
(Rozenberga et al., 2016).

Los autores antes mencionados reportaron que en las pruebas mecanicas del
papel de CB se obtuvo un médulo de Young de 0.3 Gpa, que se atribuye a
limitaciones en la ductilidad como resultado de la alta cristalinidad y grado de
polimerizacién. La deformacion por traccion esta directamente relacionada con la
cristalinidad y el contenido de fase amorfa en muestras de celulosa. La
resistencia a la traccion y médulo de Young del nanopapel preparado a partir de
nanofibers de CB resultd ser significativamente mas alta que las respectivas
peliculas CB. El nanopapel (nanofibras oxidadas) exhibié un modulo de Young
24 veces mayor (7,39 GPa) en comparacion con su respectiva pelicula CB (0,3
GPa).

El mdédulo elastico de una red de fibras depende de una serie de factores, como
la orientacion de la fibra, la rigidez de la fibra y la interconectividad de la red. Al
secarse, el papel se encoge y esto influye significativamente en sus propiedades
mecanicas. El papel secado en caliente tiene un mayor modulo de elasticidad en
comparacion con los papeles de secado libre. Esto generalmente se explica por
el concepto de activacion de red, donde las secciones de fibra entre los puntos
de contacto (segmentos de fibra libres) se estiran y enderezan en un secado
restringido, haciéndolos disponibles para transportar cargas (Galland, 2012).

5.5 Unién del nanobiosensor a papel de nanocelulosa bacteriana

En los ensayos en que se funcionalizaron papeles de nanocelulosa bacteriana
con quantum dots de Cadmio/teluro se observé que los QDs insertos en la matriz
de celulosa bacteriana mantuvieron su emision de fluorescencia caracteristica al

ser expuesto a luz UV (Figura 17).
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En cuanto a los ensayos realizados con distintos liquidos para conocer el
comportamiento en la adsorcion de los QDs al nanopapel de CB (Figura 18), se
observd que en solucion de alcohol al 10% la intensidad de fluorescencia solo
disminuyé con respecto al control (nanopapel funcionalizado con QDs no
expuesto a ninguna solucion) un 0,21%. En tanto con soluciones de alcohol al
5% y agua destilada, la disminucion de la intensidad de fluorescencia medida
mediante analisis de imagen con respecto al control fue de 39,28 y 56, 42%
respectivamente (Figura 19). En experimentos futuros se deben realizar los
ensayos de contacto de soluciones de Pb(ll) con nanobiosensor adherido al
nanopapel en una matriz que no genere cambios en la intensidad de
fluorescencia y que el cambio sea unicamente producido por el analito buscado
(Pb(Il)).

Para una caracterizacion acabada de estos papeles funcionalizados se debid
realizar un analisis de los espectros de absorcidon UV-vis mediante un
espectrofotometro UV-visible colocando los papeles en celdas de vidrio de 1 cm
y analizando en un rango de longitud de onda de 350-700 nm (Pourreza et al.,
2015).

Se debid realizar, mediante un microscopio electrénico de barrido de emision de
campo (FE-SEM) micrografias del nanopapel desnudo y funcionalizado. De esta
manera se puede revelar la presencia de los QDs adsorbidos mediante la
comparacion de ambas micrografias (Feng et al., 2014).

Con un analisis espectroscopico de rayos X de dispersion de energia (EDX)
conectado con FE-SEM seria posible revelar la estabilidad de los QDs o bien si

estos se han desarmado en el proceso de funcionalizacién.

Un analisis termogravimétrico (TGA) seria confirmatorio comparando las curvas

de TGA para el nanopapel desnudo y el funcionalizado, en el rango de
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temperatura de 25 a 700 °C donde la pérdida de peso total ocurre por debajo de

700 °C para el nanopapel desnudo (Pourreza et al., 2015).

La vida util y la estabilidad de los dispositivos son factores muy importantes para
sus aplicaciones practicas. Si bien los QDs en soluciéon son muy estables, podrian
desarmarse al ser funcionalizados en los nanopapeles o al transcurrir el tiempo.
Al inmovilizar los quantum dots en los nanopapeles se puede observar la
estabilidad de los nanopapeles funcionalizados almacenandolos en una botella
marron sellada a 4 °C durante cuatro meses y registrando el correspondiente UV-
vis. Pourreza et al., (2015) encontraron, trabajando con nanopapeles
funcionalizados con AgNPs, una estabilidad significativa demostrada en el bajo
cambio en los espectros UV-vis durante tres meses. Esto muestra la larga vida
util de los papeles funcionalizados para aplicaciones practicas.
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Capitulo 6

CONCLUSION

Mediante la fermentacion de la cepa bacteriana K. oboediens se logré obtener
celulosa bacteriana la cual, mediante hidrolisis acida, se utilizé para formular la

matriz biopolimérica la que fue funcionalizada con QDs de Cd/Te.

Se funcionalizaron quantum dots de Cd/Te con aptamero para generar un
aptasensor. Se establecié que la proporcion aptamero quencher que disminuye
en mayor medida la intensidad de fluorescencia fue 1:3, trabajando con una
concentracion final de nanobiosensor de 15 pg/ml y una condicion de ensayo de
70 °C por 10 minutos. Fue posible definir las condiciones de formulacién y trabajo
del nanobiosensor que permitiran, con ensayos posteriores, correlacionar
distintas concentraciones de Pb(ll) con intensidades de fluorescencia medidas
mediante analisis de imagen. Existe novedad en esto debido a que esta técnica
permite realizar analisis mediante imagenologia y uso de teléfonos inteligentes,

haciendo de esta tecnologia simple, de bajo costo y de terreno.

No fue posible evaluar el material funcional en la deteccién de Pb(ll) en agua,
pero se realizaron aproximaciones y experiencias que demuestran que las
propiedades fluorescentes de los QDs se mantienen, ya que éstos permanecen
insertos en la matriz de celulosa bacteriana al ser sumergidos en agua, dando
luces de su funcionamiento promisorio para la deteccion de Pb (1) en muestras

acuosas.
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