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INTRODUCCION

La preocupacién acerca del nitrito como contaminante ambiental, y sus efectos sobre la
salud humana (Picetti et al. 2022) y seguridad ambiental, ha impulsado el interés por su
deteccion y cuantificacion. Sin embargo, los métodos tradicionales para ello (Wang et al.
2017), son costosos, requieren de material sofisticado y de personal capacitado, y/o no son
adaptables al trabajo en campo abierto.

Los biosensores enzimaticos son una excelente alternativa, debido a su portabilidad,
simplicidad y sensibilidad. Estos utilizan como elemento de biorreconocimiento enzimas que
poseen afinidad por el analito, por lo que las nitrito reductasas son candidatas. La principal
desventaja radica en que requieren potenciales de trabajo muy negativos, regién donde el
oxigeno es una interferencia potencial (Plumeré, 2013). Una posible solucién es utilizar
mediadores electroquimicos que permiten optimizar el potencial de trabajo, y ademas
combinar esta aplicacién, con técnicas electroquimicas sensibles que puedan variar la
escala de tiempo de la medicién y que requieran pequefios volimenes de muestras, de
manera de minimizar el efecto de esta interferencia.

Titulo del proyecto (A): Estrategias para el diagnostico de enfermedades infecciosas de
relevancia en Salud Humana y Animal (Zoonosis) mediante dispositivos analiticos microfluidicos
basados en la incorporacién de nano y/o micromateriales.

Instrumento: CAI+D.

Ao convocatoria: 2020.

Organismo financiador: UNL.

Director: Hernandez Silvia R.

Titulo del proyecto (B): Caracterizacidén de la cadena de transferencia de electrones en una nitrito
reductasa de cobre de tres dominios termotolerante. Estudio del comportamiento de la enzima en
materiales de uso en el campo de biosensores.
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Abreviaturas / Siglas: Bio (Biosensor), PMS (phenazime methosulfate), SWV (Square wave
voltammetry), E (Electrodeposicion), AD (Adsorcion directa)

OBJETIVOS
Analizar el comportamiento electroquimico de enzimas nitrito reductasas, obtenidas
previamente por técnicas de biologia molecular, para evaluar sus potenciales aplicaciones
en la elaboracion de biosensores para la deteccion de nitrito.

METODOLOGIA

Reactivos:

Enzimas: SmNirK (SK) procedente del Sinorhizobium meliloti (PM: 40255,67 Da/mondmero,
pl: 5,7) y TsNirK (TK) procedente del Thermus scotoductus (PM: 49748,85 Da/monomero, pl:
6,08). En un trabajo previo, se obtuvieron de manera recombinante segun la secuencia: mini
preparacion de ADN plasmidico sobre sepas de Escherichia coli, que contienen plasmidos
que ya habian sido clonados con los genes involucrados. Obtencién y transformacion de
células competentes E. coli para la expresién, seguida de la recoleccion, disrupcion celular y
purificacion de las enzimas por cromatografia de intercambio idnico seguida de exclusion
molecular, hasta lograr una unica banda en gel de poliacrilamida. Las soluciones de stock de
las proteinas se realizan en buffer 10 mM Tris-HCI pH 7.0y 10 % glicerol, conservada a -20
°C, lograndose concentraciones de 2,64 y 1,34 mM respectivamente.

El mediador electroquimico, fenacina metosulfato (PMS, del inglés phenazime
methosulfate) y el prepolimero Nafion® 5% (m/v) son la firma Sigma Aldrich, y el resto de los
reactivos de la solucién del electrolito soporte (Buffer 50 mM Tris-HCI + 100 mM HCI, pH 7.0)
y de la solucién de nitrito de sodio son de la calidad reactivo analitico de la firma Cicarelli.
Instrumentos y accesorios: Analizador voltamétrico Epsilon Bionalytical System Electrodos
impresos (screen printed electrodes, SPE) con electrodo de trabajo de grafito,
pseudoelectrodo de referencia, Ag/AgCI y electrodo auxiliar de Ag. Los E informados se
refieren a este electrodo.

Ensayos preliminares: Para optimizar los parametros de la SWV utilizada com técnica de
recoleccion de la sefal analitica (la intensidad de corriente de reduccidon del biosensor), se
realizaron determinaciones a un tiempo fijo, utilizando electrodos SPE desnudos a base de
grafito y una solucién (enzima+PMS+nitrito). La Figura 1 muestra voltamogramas a distintas
velocidades de barridos, obtenidas de la variacion de la frecuencia, mientras que el paso y la
amplitud del potencial se mantuvieron en valores constantes de 4 mV y 25 mV
respectivamente. El pico de corriente con la mejor relacién altura/ancho, fue el obtenido bajo
los siguientes parametros (SWV) Paso de potencial 4 mV, Amplitud de potencial 25 mV,
Frecuencia 4 Hz, definiendo una velocidad de 16 mV s™.

Federacion
< Universitaria
delLiGoral




Encuentro
de Jovenes
Investigadores

Preparaciéon de biosensores: se estudiaron protocolos de inmovilizacién simples y que
evitaran reactivos contaminantes, por lo tanto, se aplicé la AD o en combinacién con la
cobertura con Nafion® como asi también, la electropolimerizacion (de las enzimas y/o
mediador electroquimico) en soluciones acuosas. Los biosensores se estudiaron analizando
parametros electroquimicos y las respuestas frente al nitrito (en el rango de 0,1 a2 mM) en
el tiempo. En la Figura 2 se muestran los voltamogramas de dos biosensores construidos
por AD. El Bio1 a partir de una solucién de 1,0 mM PMS y 0,1 mM de TK con 0,5% m/v
Nafion® (en rojo) y el Bio2 con la misma solucion sin Nafion ® (en azul).

Por otro lado, por electropolimerizacion se prepararon otros dos tipos de biosensores segun
la secuencia del procedimiento (Bio3) E(0,1 mM PMS+0.1 mM SK+1% Nafion®) y (Bio4)
E(0,1 mM PMS) y cubierto con (0.1 mM SK+1% Nafion®), obteniéndose la mejor
sensibilidad (65 yA/mM) con el biosensor (Bio2) al minuto.
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Figura 2: A) Voltamogramas Bio1 (color rojo) y Bio2 (color azul) obtenidos a los 10 minutos de la
reaccion con una solucién 0,5 mM NaNO2 . B) Evolucién de la intensidad de corriente de reducciéon
en el tiempo para los biosensores con Nafion® (rojo) y sin Nafion® (azul). Rango de E (-300 a 50)
mV.

CONCLUSIONES

Al comparar las repuestas voltamétricas frente al nitrito de los dos biosensores a base de TK
(Bio1 y Bio2) construidos por AD, pero uno con y otro sin Nafion® respectivamente, se
pudieron observar corrientes cuatro veces mas altas para los biosensores con Nafion,
evidenciando su aporte ventajoso. El Nafion al ser un lonéforo cargado negativamente
podria garantizar una distribucion mas homogénea del PMS cargado positivamente, esto
ocasionaria una red de entrampamiento del mediador y de la enzima mas homogénea y con
mayor contacto con la superficie electrédica, favoreciendo la transferencia electrodica y, por
lo tanto, generando mayores corrientes.

Por otro lado, al comparar biosensores con SK y Nafion® uno obtenido por AD (Bio1 con 1,0
mM PMS) y el otro por electropolimerizacién (Bio4 con 0,1 mM PMS), si bien se pudieron
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observar sensibilidades similares (~ 70 pJA/mM Bio1 y ~ 65 yA/mM Bio4), el Bio4 se logra
con un menor tiempo de respuesta a los 60 s en contraste a los 300 s necesarios para el
otro biosensor. A partir de estos resultados, se ha demostrado que las nitrito reductasas
obtenidas por biologia molecular por nuestro grupo, poseen caracteristicas apropiadas para
ser utilizadas como elemento de biorreconocimiento para la construccidn de biosensores
para nitrito.poseen caracteristicas apropiadas para ser utilizadas como elemento de
biorreconocimiento para la construccion de biosensores para nitrito.
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