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Resumen

Sustratos nanoestructurados de silicio poroso funcionalizados con Acetilcolinesterasa (AChE) de dos diferentes diametros de poros
(muestras circulares de 1.2 cm de didmetro), se evaluaron como plataforma de deteccion de arsénico (Ill). La inhibicion de la
actividad enzimatica del AChE en presencia de As (Ill) se usé para generar especificidad en el sensor 6ptico de As propuesto.
Previo al enlazamiento del AChE la superficie de silicio poroso se modificé a través de 3-aminopropil (dietoxi)-metilsilano, segui-
da de gluteraldehido y la proteina. Cada paso de la funcionalizacién se caracteriz6 por espectroscopia de UV-vis-NIR acoplada al
accesorio de reflectancia especular para monitorear el incremento del espesor éptico debido a la infiltracion de las moléculas. La
espectroscopia de FTIR mostré la presencia de enlaces amida | y Il debidos al enlazamiento del AChE con el substrato de SiP. Un
arreglo enzimatico basado en el reactivo de Ellman se empleé para seguir la actividad enzimatica de la AChE inmovilizada sobre
SiP, asi como su inhibicion en presencia de As (lll). El sistema de deteccién del progreso de la reaccion se basé en el cambio del
espesor optico efectivo de pelicula revelado como el desplazamiento del espectro de reflectancias (método referido como espec-
troscopia con transformada de Fourier del interferémetro de reflectancia). La respuesta 6ptica de las muestras de SiP modificadas
en presencia de As (Ill) se comparé con la muestra de control y revel6 un limite de deteccion de 0.77 uM.

Descriptores: Sensor, deteccion de arsénico, silicio poroso, RIFTS.

Abstract

Acetylcholinesterase (AChE) functionalized nanostructured porous silicon substrates with two different pore diameters (circular
samples with 1.2 cm of diameter), have been evaluated as detection platforms for arsenic (Ill). Inhibition of enzymatic activity of
AChE in the presence of As (Ill) was used to generate specificity in the proposed silicon based optical As sensors. Prior to AChE
attachment, oxidized porous silicon surface was modified through 3-aminopropyl (diethoxy) —methylsilane binding followed by
glutaraldehyde and the protein. Each functionalization step was characterized by UV-vis-NIR spectrophotometry coupled with the
specular reflectance accessory to monitor the increase in optical thickness due to the infiltration of the molecules. FTIR spectros-
copy showed the presence of amide | and Il bonds due to the covalent binding of acetylcholinesterase with porous silicon subs-
trate. An enzyme assay based on Ellman’s reagent was used to test the enzymatic activity of acetylcholinesterase immobilized on
porous silicon as well as its inhibition in the presence of As (Ill). The detection system of the reaction progress was based on the
change in the effective optical thickness of the film revealed as a shift in the reflectivity spectra (method referred as reflective in-
terferometric Fourier transform spectroscopy). The optical response of the modified substrates in the presence of As (lll) was
compared with the control sample and revealed the detection limit of 0.77 uM.

Keywords: Sensor, detection of arsenic, porous silicon, RIFTS.
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INTRODUCCION

El desarrollo de sensores especificos para la deteccion
de metales “suaves” y “pesados”, es una continua meta
en el campo de remediacién ambiental debido al alto
riesgo que estos representan a la salud (Li et al., 2001;
Salomons et al., 2012). El As (III) se asocia a cancer de
higado, pulmones, pie, rifién, pancreas y prostata (Whi-
tacre, 2012). La presencia de As se puede determinar
por algunos métodos de deteccion como espectroscopia
de absorcion atomica (Wang et al., 2016; Zhuravlev et
al., 2015), plasma inductivamente acoplado a espectros-
copia Optica de emisidn y espectroscopia de masas (Liu
et al., 2015; Maher et al., 2015). Sin embargo, estas técni-
cas requieren condiciones especificas en el laboratorio y
son consumidoras de tiempo. En la ultima década se
han propuesto una gran variedad de métodos de detec-
cion de As que no requieren equipos especializados,
van desde el uso de ensayos colorimétricos basados en
bacterias (Diesel et al., 2009; De Mora et al., 2011), 1a mo-
dificacién y mejora de superficies con nanoparticulas
de plata funcionalizadas FeOOH para usar SERS (Prad-
han et al., 2015), o el uso de métodos electroquimicos
con electrodos funcionalizados con agentes bioldgicos
(Sarkar et al., 2010). Por ejemplo, Sanllorete et al. (2010)
utilizaron un electrodo decorado con acetilcolinestera-
sa (AChE) para la detecciéon amperométrica de As (I1I).
Esta deteccion se basa en la inhibicién de la actividad
enzimatica de AChE generada por los iones de As (III)
(Stoytcheva et al., 1998). La AChE es una enzima que
hidroliza el neurotransmisor Acetilcolina (ecuacién 1)
en las uniones neuromusculares y en otras sinapsis co-
linérgicas de interrumpir la sefial neuronal. La inhibi-
cion de esta enzima se estudia como tratamiento del
Parkinson y Alzheimer (Aarsland et al., 2004; Moss et
al., 2016).

Acetilcolina iodida + H,O "X Tiocolina iodida + Acido acético

(M

La actividad enzimatica de la AChE usualmente se ana-
liza mediante espectroscopia UV-Vis utilizando el reacti-
vo de Ellman et al. (1961), ditiolbisnitrovenzoato (DTNB),
que reacciona con el producto de la hidrolisis de la acetil-
colina para generar un producto colorido segtin:

Tiocolina iodida + DTNB — Producto amarillo 2)

Por otro lado, el silicio poroso (SiP) es un material in-
organico nano-estructurado, de alta area superficial
formado por la corrosion de silicio cristalino en pre-
sencia de acido fluorhidrico donde la porosidad, el

espesor de la pelicula y el tamafo de poro se controlan
por los parametros de fabricacion. Este posee una gran
flexibilidad para la fabricaciéon de diversos dispositi-
vos Opticos (Jane et al., 2009), debido a que su estruc-
tura y propiedades Opticas (indice de refracciéon y
absortividad) pueden manipularse a través de las con-
diciones de preparacion de este material. Las estructu-
ras mas complejas fabricadas a base de SiP tienen
como unidad fundamental la monocapa. Esta se pro-
duce cuando se suministra al sistema electroquimico
una densidad de corriente fija en un cierto tiempo. Por
si sola, la monocapa podria considerarse como un dis-
positivo Optico débil, pues posee una baja reflectivi-
dad, respecto a otras estructuras mas complejas. El
espectro de reflectancia de una monocapa (%R vs A) se
compone de ondulaciones sinusoidales, debido a la
formacién de ondas de interferencia constructivas y
destructivas al interior de los poros (Vincent, 1998;
Jane et al., 2009; Balderas et al., 2014).

Las estructuras de SiP se han estudiado como plata-
forma de deteccion Optica, basandose en el desplaza-
miento que el espectro de reflectancia sufre cuando se
cambia el indice de refraccion efectivo de la estructura,
lo que se provoca por la introduccién de algin analito
determinado a los poros del material. La magnitud del
desplazamiento del espectro para una dosis dada de
analito depende de 3 factores:

a) El tamanfo del analito.

b) Elgradoenel cual en analito incrementa el indice de
refraccion de la solucién buffer.

¢) Laafinidad de la superficie de SiP con el analito (Pa-
cholski et al., 2005).

En una monocapa de SiP el desplazamiento comun-
mente es cuantificado usando la diferencia del Espesor
Optico Efectivo (EOE) antes y después de algtin evento
(introduccion de analito, cambio de medio, etcétera).
El EOE se define como 2 veces el indice de refraccién
(n) por el espesor fisico de la capa (d) y se puede calcu-
lar al aplicar la transformada rapida de Fourier (FFT)
al espectro de reflectancia representado como %R vs
1/X, lo que genera un pico caracteristico, donde el pun-
to mas alto coincide con el EOE y la amplitud de pico
(A) esta relacionada con el indice de refraccion del me-
dio poroso y el medio que lo rodea (Orosco et al., 2009).
Derivado del anterior procedimiento se desarroll¢ la
espectroscopia de interferometria de reflectancia con
transformada de Fourier (RIFTS) (Pacholski et al., 2006
y 2009), que consiste en el analisis en tiempo real del
cambio del EOE o la A, debido a la introduccion de
analitos especificos que interacttian con la superficie
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del SiP generando una sefial que se identifica facil-
mente mediante los graficos de AEOE vs t 6 AA vs t.
Esta técnica ha permitido detectar reacciones enzima-
ticas, separacidon por tamizado molecular y biomole-
culas (Pacholski et al., 2005; Orosco et al., 2009; Pacholski
et al., 2006 y 2009).

Shtenberg et al. (2015) desarrollaron una plataforma
de biosensado en una pelicula delgada tipo Fabri-Perot
de SiP, que permitia el monitoreo de metales pesados
en solucién acuosa mediante la inhibicidn de la activi-
dad enzimatica de la enzima peroxidasa inmovilzada
en la pelicula porosa.

En este trabajo de investigacion se propone usar el
SiP funcionalizado con la AChE como superficie trans-
ductora para registrar la influencia de la presencia de
As (III) en la actividad enzimatica. Se utilizara la espec-
troscopia con transformada de Fourier del interferéme-
tro de reflectancia (RIFTS) para registrar la actividad
enzimatica de las muestras de SiP funcionalizadas con
AChE (que se referiran mas adelante como: SiP/AChE).
El monitoreo se realiz6 en tiempo real usando una cel-
da de flujo como reactor del ensayo enzimatico.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Se fabricaron monocapas de SiP de dos distintos didme-
tros de poros por ataque electroquimico, se emple6 una
solucion electrolitica de HF (48%), etanol y glicerol en
una relacién volumétrica de 3:7:1. Se aplicd una corrien-
te de 55 mA por 4 min y otra de 65 mA por 3 min para
generar dos tipos de muestras. Se utilizo una oblea de
silicio tipo p" con orientacidn cristalina (100) y resistivi-

dad de p=0.001-0.005 Q cm. Las muestras de SiP se oxi-
daron térmicamente a 600°C por 1 hora, con el fin de
estabilizar y preparar las superficies para una subse-
cuente aminosilanizacion. La oxidacion confiere una
superficie hidrofilica que permite la penetracion de so-
luciones acuosas. Las muestras de SiP se sumergieron
durante 60 minutos en una solucién a 5% de 3-amino-
propil (dietoxi)-metilsilano (APDEMS) en tolueno (este
proceso proporciond una terminacion superficial del
SiP con grupos amino (NH,)). Para eliminar los resi-
duos de APDEMS la muestra se lavé en forma consecu-
tiva con tolueno y una solucién de agua/etanol (1:1) y se
seco con un flujo suave de N,. Posteriormente y para
asegurar la eliminacion del solvente organico y promo-
ver la polimerizacion horizontal del APDEMS sobre el
SiP, la muestra se horned a 110°C durante 15 min. Des-
pués las estructuras de SiP modificadas con APDEMS
(SiP/APDEMS) se sumergieron en una solucién de glu-
taraldehido (GTA) a 2.5% diluido en PBS 10 mM, pH 8,
por 90 min. Los enlaces no especificos se eliminaron
lavando con PBS y secando las muestras con flujo suave
de N,. Finalmente, las muestras modificadas SiP/AP-
DEMS/GTA se incubaron durante 12 hrs en soluciones
de acetilcolinesterasa diluida en PBS 10 mM pH 8§, a di-
ferentes concentraciones (0.1 mg/mL y 0.2 mg/mL), el
proceso se realizo en refrigeracion. La enzima no unida
covalentemente a la superficie se removio lavando las
estructuras con PBS y se secaron con un flujo suave de
N,. Las muestras de SiP/AChE se almacenaron en cajas
de petri plasticas previamente marcadas y selladas con
parafilm, y se refrigeraron a 4°C hasta su uso. La figura 1

. .
"'O§S[<8 HC” ™ 0- ; $ O
7S[< o» _\/\NH2 e ”O§5i<\o (IJ CHs Parte |
0 0-8i
[ APDEMS 'H_\/\NHZ
Superfice de SiP CHs
Oxidada a 600 °C
O\S[ <O a Oty Q (':') = ,O\S[<O o™ CHs 0 Parte Il
0- S[—\/\NH + By 0- |S[_\/\N— I
CHg : GTA CHg H
O\ <O oo 8§S{<O C')/\CHa Parte Ill
0- Sl—\/\N \N\H + HyN —Proteina O_§iw\N=kN!=N—Proteina
CH3 CH3

Figura 1. Esquema del procesos de funcionalizacién de la superficie de SiP con AChE via enlaces amidas
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muestra un diagrama esquematico de las reacciones
aplicadas en esta funcionalizacion.

Cada paso del proceso de funcionalizacién de la su-
perficie de SiP se monitoreé mediante el registro de los
cambios en el espectro de reflectancia especular de la
capa porosa usando espectrofotometria UV-Vis-NIR,
acoplado al accesorio de reflectancia especular con un
barrido en el rango de 400 a 2500 nm.

Al espectro de refletancia presentado como %R vs
(1/1) se le aplico FFT para obtener directamente el valor
de 2nL que se refiere como EOE de la capa porosa, lo
que se aplico como medida de comparacién para la de-
teccion de la infiltracién y anclaje de moléculas (AP-
DEMS, GTA y AChE). La formacién de enlaces cova-
lentes se comprobaron caracterizando mediante espec-
trometria FTIR.

Se prepararon dos soluciones reactivas basadas en
el protocolo descrito por Ellman et al. (1961) para el ana-
lisis de la actividad de la AChE por método de absor-
bancia. La solucion 1 se empled para comprobar la ac-
tividad enzimatica del SiP/AChE y contenia acetilcolina
iodide 0.3 mM y DTNB 0.2 mM en buffer de PBS 10
mM. La solucién 2 que se empled para registrar la inhi-
bicion de la AChE en presencia de As (II), contenia ace-

tilcolina iodide 0.6 mM y DTNB 0.4 mM en buffer de
PBS 10 mM. El SiP/AChE se expone a la solucién reacti-
va dentro de una celda de flujo conectada a una bomba
de recirculacién a un flujo de 5 ul/min. Se registré el
espectro de reflectancia en tiempo real usando un es-
pectrofotometro de fibra dptica (Ocean Optics HR 4000)
colocado sobre la celda de flujo, donde se recirculd en
ella solucién para el ensayo enzimatico agregandole
Arsenito de sodio (NaAsQO,) a diferentes concentracio-
nes. La FFT del espectro de reflectancia se calculé auto-
maticamente utilizando el software IGOR Pro (www.
wavemetrics.com) (Sailor, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La figura 2 muestra la micrografia de la parte superior
y la seccion transversal de las muestras de SiP fabrica-
das a diferentes corrientes (FESEM Hitachi S5500). Asi-
mismo, la figura 2a muestra la vista superior de una
monocapa sintetizada a 55 mA, donde se observa un
tamano de poro de 16.1376 + 5.7246 nm de diametro,
relativamente menor a la monocapa sintetizada con

b)

Figura 2. Micrograffas de estructuras de SiP; Monocapa fabricada con 55 mA, a) vista superficial (inset: amplificacién a 200,000
aumentos, escala 200 nm), b) seccion transversal; monocapa fabricada con 65 mA, c) vista superficial (inset: amplificacién a 200,000

aumentos, escala 200 nm), d) seccién transversal
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una corriente de 65 mA mostrada en la figura 2c, donde
se observa un diametro de poro de 50.519 + 12.9705 nm.
Ambas monocapas poseen una superficie tipo esponja
con un poro no circular. La seccién transversal de las
monocapas se muestran en las figuras 2b y d correspon-
dientes a la monocapa de 55 mA con un espesor de
~4.20 pm y a la monocapa de 65 mA con espesor de
~3.61 um, respectivamente. Comparando la secciéon
trasversal de ambas monocapas, se observan los cana-
les formados en la formacién del poro y la diferencia de
tamarnio de dichos canales entre ambas estructuras.

Si bien, el mecanismo de formacion de poro se en-
cuentra en discusion aun, se sabe que la disolucion del
silicio requiere presencia de iones (F) y huecos (h")
parassilicio tipo p. Cuando los iones fluoruros se entre-
gan mas rapido que los huecos, la

En la tabla 1 se compard el cambio de EOE en las
diferentes monocapas de SiP y la concentraciéon de
AChE en la solucién de impregnacion de la taltima eta-
pa del proceso de funcionalizacién. La muestra F65-01
que posee el mayor diametro de poro y se incub6 en
una soluciéon de 0.2 mg/ml de AChE, mostr6 el mayor
desplazamiento del EOE. Para el mismo tipo de estruc-
tura porosa (F65-02), pero usando una solucién de incu-
bacién de 0.1 mg/ml el desplazamiento disminuyd. Por
otro lado, las muestras sintetizadas a 55 mA, F55-01 y
F55-02, mostraron un desplazamiento menor al obteni-
do por sus contrapartes de mayor tamano de poro a la
misma concentracion del AChE en la solucién de im-
pregnacién. Al reducir el tamafio del poro es evidente
que se requiere una mayor concentracion de AChE en

6

=

.
.

LAV

Intensidad (a.u.)

regién entre los poros del SiP se O sacE
agota de huecos y el ataque se pro-
duce solo en las puntas de poro, 30F
donde los huecos se enfocan por un
campo eléctrico. Cuando la densi- 20
dad de corriente decrece, el niime-
ro de huecos en la punta del poro 10
decrece, lo que ocasiona didmetros 0 )
de poros mas pequefios (Ouyang et [ SP-GTA|
al., 2005).
30+

EspecTrOsCOPIA UV-Vis-NIR coN S ol
REFLECTANCIA ESPECULAR =)

s
Se registré el espectro de reflectan- g 10
cia (Perkin Elmer UV-Vis-NIR Win- S 40—
Lab Lambda 900) de las monocapas % | SPAPOENS
de SiP en cada paso de la funciona- % 30l
lizacion. En la figura 3 se observa el <
espectro de reflectancia (izquierda) 2 2ol
y su respectivo pico caracteristico
del EOE (derecha), tomados de una
monocapa de SiP fabricada con una 10
corriente de 65 mA por 3 min. Las 4 [sP-ox
etiquetas de la parte superior iz-
quierda de los interferogramas de- 30 \
notan el paso de la funcionalizacién
después de que se tomo el espectro. 200
Las lineas punteadas en las graficas
permiten observar cémo a cada eta- 10
pa existe un movimiento o “shift” .

e e
i

0

en el espectro de reflectancia y, por
lo tanto, en el pico de EOE. Esto
comprueba la modificaciéon superfi-
cial de las paredes del SiP por efecto
de la inmovilizacién de moléculas.

800 1200 1600 2000 2400 7000 8000 000 10000
Longitud de onda (nm)

Figura 3. Espectros de reflenctancia y picos del EOE de una monocopa de SiP
fabricada con una corriente de 65 mA por 3 min, tomados a cada paso del proceso de
funcionalizacién con AChE

2 (nL) (nm)
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Tabla 1. Dependencia del cambio del EOE en las monoacapas de SiP a la corriente de fabricacién y a la

concentracién de AChE de la solucién de impregnacion

Muestra Corriente (mA) Tiempo de Concentracion de AChE en la solucion ~ AEOE (nm)
anodizado de impregnacién (mg/ml)
F55-01 55 240 0.2 160
F55-02 55 240 0.1 0
F65-01 65 180 0.2 212
F65-02 65 180 0.1 150

la solucién de incubacién para mostrar un AEOE. Es
importante resaltar que un menor tamafio de poro ad-
mite menos infiltracién de material organico (Palestino
et al., 2009), por lo que para generar un desplazamiento
de EOE se requiere una mayor concentracion de la en-
zima en la solucién de impregnacién. En la monocapa
de mayor diametro de poro la concentracién de 0.2 mg/
ml de AChE en la solucién de impregnacion generd ma-
yor AEOE, por lo tanto, un mayor enlazamiento de la
proteina sobre las paredes del poro, por lo que estas
condiciones de preparacion se eligieron para los estu-
dios subsecuentes.

EspecTrOscoria DE FTIR

El espectro de infrarrojo con transformada de Fourier
(Varian 660 IR) se registro después de la funcionaliza-
cion con GTA y con AChE (figura 4) lo que permitio
monitorear la formacion de los enlaces generados en
estos dos pasos del proceso de impregnacion con AChE.
La grafica alojada dentro de la figura 4 muestra el es-
pectro de IR tomado desde 800-4.000 cm™, en ella se ob-
servan los dos picos mas prominentes en ambos
espectros (SiP/GTA y SiP/AChE) a 1.054 y 1.183 cm™
que corresponden al modo dptico transversal (TO) y al
modo dptico longitudinal (LO) de los enlaces Si-O-Si,
respectivamente; estos picos se generan debido al pro-
ceso de oxidacion térmica. El pico a 801 cm™ se asigna a
los grupos funcionales de Si-OH. El grafico principal
muestra los picos resultantes de la funcionalizacién con
GTA y AChE. La linea sdlida pertenece al espectro de la
muestra de SiP/GTA y se observan los picos de las vi-
braciones de deformacién de CH, y estiramiento del
C=Oen 1.410 y 1.724 cm™, respectivamente. Ademés el
pico a 1.647 cm™ se asigna al modo de vibracién de N=C
que envuelve la formacién de los enlaces entre las mo-
léculas de la superficie aminosilanizada y el GTA. Los
grupos alifaticos inmovilizados en la superficie se ob-
servan como los picos en 2.864 y 2.938 cm™ que pertene-
cen a los modos de vibracién asimétrico y simétrico de
los enlaces C-H. Después de la inmovilizacion de la
proteina (linea punteada) se observa la aparicion de dos
picos significativos a 1.540 y 1.651 cm™ atribuidos a la
banda amida II (vibracién de N-H) y amida I (C=O) que

estan relacionadas con la proteina. Otro pico apenas vi-
sible se observa por efecto de la inmovilizacién de la
proteina a 3.071 cm™ que se asocia al modo de estira-
miento del enlace N-H. La designacion de picos se rea-
lizé6 tomando como referencia el estudio previo de la
funcionalizacion bioldgica, realizado por Hiraoui et al.
(2011).

ACTIVIDAD ENZIMATICA

Al aplicar la FFT al espectro de reflectancia (%R vs 1/1)
de una monocopa de SiP, se obtiene un pico caracteris-
tico, donde el punto mas alto representa el EOE con
cierta amplitud. La amplitud de un pico, A, en la FFT
del espectro estd relacionado con las interfaces limitan-
tes de la capa porosa seguin la ecuacion

A= kpapb (3)
donde
k = constante de proporcionalidad

P,V p, = contraste entre los indices de refracciéon en
cada interface como se describe en la ecuacion

siguiente
n —-n n — ns.
d 1 ¢
pa="ut = g o @)
nmed + 7’11 7’11 + nSi

donde n,,, n,, n, constituyen el indice de refraccion de
la solucion, la capa porosa y el silicio en bulto, respecti-
vamente. La cantidad n, representa el indice de refrac-
cién de todo lo que contiene esa capa (silicio, oxido de
silicio, solucién, biomoleculas, etcétera). Si bien, los
modelos para ajustar los datos con el resultado de la
FFT son bastantes simplificados, estos proporcionan
una imagen coherente de las propiedades épticas de las
nanoestructuras (Pacholski et al., 2005). Al usar el RIFTS
como método de seguimiento de la actividad enzimati-
ca de la superficie de SiP/AChE se observé una mayor
respuesta en la sefial de amplitud. El cambio en la mag-
nitud de la amplitud demostré ser efectivo y sensible
en la deteccion de cambios relativos a la interface SiP-
solucion (Balderas et al., 2014). El cambio de amplitud
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Figura 4. Espectro de FTIR de las superficies tipo SiP/GTA (Iinea
solida) y SiP/AChE (linea punteada). El gréfico insertado muestra
el espectro completo de las muestras desde 800 a 4000 cm”

respecto a la amplitud inicial (AA = A-A,) se registrd
como sefal para dar seguimiento a la actividad enzima-
tica. En la figura 5 se observa el incremento de la ampli-
tud del pico de la FFT debido al avance de la reaccién al
usar la solucién 1. Esta muestra se sometid a reaccion en
tres ocasiones, por lo que se demuestra la posibilidad
del re-usar el sustrato modificado, aunque se observo
una pérdida de la actividad catalitica la tercera vez que
se hizo reaccionar.

Cuando el SiP/AChE reacciona en presencia del As
(III) se observa un cambio en la respuesta del cambio de
amplitud atribuido a la inhibicién de la AChE. En la fi-
gura 6 se muestra el resultado de los diferentes ensayos
enzimaticos llevados a cabo en la celda flujo, usando la
solucién 2. Sin la presencia de As (III) el AA alcanza va-
lores ~1.1 unidades, sin embargo, se observa que al au-
mentar la concentracion de As (III) en la solucion
reactiva los valores de AA disminuyen. Se observé que
a concentraciones de As (III) mayores de ~30 uM no se
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Figura 5. Respuesta del ensayo enzimatico del SiP/AChE usando
la solucion 1. El sustrato de funcionalizado se someti6 a reaccion
en 3 ocasiones consecutivas

00
Tiempo (S)

Figura 6. Respuesta del AA del ensayo enzimatico del SiP/AChE
a diferentes concentraciones de As (I11)

presentd actividad enzimatica, mientras que a valores
menores ~0.77 uM la actividad catalitica se compara
con la que se ilustra sin la presencia de As (III), por lo
que este valor se considera como el limite de deteccion.

CONCLUSIONES

La carga de enzima en la estructura de SiP depende de
la concentracion inicial de la soluciéon de impregnacién
de AChE, asi como del tamafio de poro del sustrato na-
noestructurado, por lo que un mayor tamano de poro
permite una mayor infiltracién de la solucién de im-
pregnaciéon de la proteina. La inmovilizacién de la
AChE sobre el SiP se realizé mediante la formacion de
enlaces covalentes del tipo amida I y amida II. En au-
sencia de As (III) los sustratos de SiP/AChE pueden
reutilizarse para propdsitos de deteccion en cierta me-
dida. El sistema de deteccidn propuesto en este trabajo
de investigacion demostro6 ser efectivo para la detec-
cién de As (I11) con un limite de deteccion de ~0.77 uM.
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