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Resumen: En este trabajo se ha puesto a punto un nuevo método fluorescente para detectar
la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina. El método se basa en los cambios de
fluorescencia que experimenta el polielectrolito conjugado poli-[(9,9-bis(6’-N,N,N-
trimetilamonio)hexilo)-2,7-fluoreno-alt 1,4-fenileno] (HTMA-PFP), por la presencia del
p-nitrofenol (uno de los productos resultantes de la reaccién enzimatica). Tanto la enzima
como el polielectrolito han sido coinmovilizados con éxito en una matriz sol-gel, con objeto de
fabricar un biosensor fluorescente que pueda ser reutilizable y facilmente manipulable.
Este biosensor podria servir para detectar cualquier inhibidor de la fosfatasa alcalina, como
ciertos plaguicidas o pesticidas, cuya deteccidon y control son cada vez mas necesarios por

motivos de salud y seguridad en sectores como el agroalimentario o el medioambiental.

Palabras clave: fluorescencia, fosfatasa alcalina (ALKP), HTMA-PFP, desactivacion,

p-nitrofenol, nanoparticulas fluorescentes, método sol-gel.

Abstract: In this work a new fluorescent method has been developed to detect enzymatic
activity of alkaline phosphatase. The method is based on the changes of fluorescence which
conjugated polyelectrolyte poly{[9,9-bis(6'-N,N,N-trimethylammonium)hexyl]fluorene-
phenylene} (HTMA-PFP) experiences, by the presence of p-nitrophenol (one of the products
resulting from the enzymatic reaction). Both the enzyme and the polyelectrolyte have been
co-immobilised successfully in a sol-gel matrix, in order to produce a fluorescent biosensor
which can be reusable and easily manipulated. This biosensor could be used to detect any
inhibitor of alkaline phosphatase, such as certain pesticides whose detection and control are
increasingly necessary for health and safety reasons in areas such as food and agriculture or

environmental.

Keywords: fluorescence, alkaline phosphatase (ALKP), HTMA-PFP, quenching, p-nitrophenol,

fluorescent nanoparticles, sol-gel method.
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1. Introduccion

1.1 Fosfatasa alcalina (ALKP)

La fosfatasa alcalina (ALKP) es una enzima hidrolasa perteneciente al grupo de las
fosfomonoesterasas, y por lo tanto, es capaz de catalizar la hidrdlisis de un enlace quimico.
Su actividad principal consiste en llevar a cabo la desfosforilacion de determinadas moléculas
como proteinas, nucleétidos y alcaloides, a pH alcalino, como su propio nombre indica.
Por todo ello también recibe el nombre de orto-fosférico-monoéster hidrolasa.
Se encuentra presente en la mayoria de los animales, y en los humanos forma parte de
muchos tejidos del organismo, aunque es especialmente abundante en dérganos como el
higado, rifiones, intestinos y placenta, donde parece estar involucrada en el movimiento de
moléculas a través de las membranas. También en los huesos, donde participaria en el proceso

de mineralizacion.

En cuanto a su estructura (Figura 1), se trata de una proteina formada por dos cadenas
polipeptidicas, cada una con un sitio activo capaz de hidrolizar grupos fosfato. Las dos cadenas
al plegarse contienen un nimero considerable de regiones con estructuras secundarias Alfa y
Beta, junto a otras muchas regiones sin estructura regular, y puesto que son idénticas, hacen

de esta enzima un claro ejemplo de homomultimero.

Figura 1: Estructura de la

enzima fosfatasa alcalina.



1.1.1 Actividad enzimatica

La ALKP, en disolucién acuosa y condiciones éptimas de funcionamiento, es capaz de hidrolizar
al sustrato p-nitrofenilfosfato (PNPP), que es un éster de fosfato artificial, y dar como

productos ién fosfato y p-nitrofenol (PNP) (Esquema 1).
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Esquema 1: Reaccidn enzimatica de la ALKP.

1.1.2 Condiciones dptimas de funcionamiento de ALKP

La ALKP presenta su maxima actividad enzimatica a pH basico entre 7.5 y 9.5 y a una

temperatura de 37 2C. Ademas, suele requerir cofactores iénicos como el Mg?* o el Zn?*.

1.1.3 Inhibidores de la ALKP

La gran mayoria de las sustancias capaces de modular la actividad enzimatica de la ALKP son
xenobidticos, compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es inexistente o
infrecuente, al ser sintetizados por el ser humano en el laboratorio. Entre ellos destacarian,
por su elevada toxicidad en altas concentraciones, pesticidas y plaguicidas quimicos, cuyo uso
en la agricultura a nivel mundial desde hace ya unas décadas es desmesurado, y aumenta
constantemente, debido a la elevada demanda de alimentos por la masificacién de la
poblacién. Esto conlleva graves implicaciones, no solo de residualidad en los alimentos
producidos, sino también de contaminacion de aguas, suelos, aire y demas seres vivos, ya que

la mayoria de estos compuestos son recalcitrantes a la biodegradacion.

Por tanto no es de extrafiar, que ante este preocupante panorama, diariamente los mercados
internacionales y cada vez mds los gobiernos, se vuelvan muy exigentes con respecto a los
limites mdximos permitidos, tanto en los diferente productos de consumo humano como a

nivel medioambiental (Nasreddine y col., 2002).



De manera que aunque es sin duda éste, uno de los campos donde los métodos de andlisis
convencionales ha hecho grandes aportes, a pesar de su evolucidn siguen en muchos casos
siendo poco sensibles, y conllevando largas y engorrosas etapas en el tratamiento de la
muestra, la extraccion, la limpieza y la validaciéon. Esto les impide en multitud de ocasiones
obtener resultados sensibles y en tiempo real, lo que puede poner en riesgo la salud de la

poblacién.

Como solucién a estos problemas, son muchos los cientificos que han pensado en los
biosensores y a dia de hoy, ya existen algunos comercializados y otros muchos en desarrollo de
los cuales una gran parte son enzimaticos, que representan una verdadera y atractiva
alternativa frente a los métodos analiticos cldsicos. Entre sus ventajas destacarian una
deteccidon y cuantificacion de los compuestos de forma mas sensible, sencilla y barata, que
garantice la comercializacién de productos seguros, y un control adecuado de éstos en las

aguas, los suelos y el aire.

1.2 Biosensores

El término biosensor hace referencia a un tipo especifico de sensor quimico que comprende un
elemento de reconocimiento bioldgico en intimo contacto con un transductor fisico-quimico
(Thévenot y col.,, 1999). De manera que la interaccion del elemento de reconocimiento
(enzima, anticuerpo, microorganismos, DNA, etc.) con el analito produce un cambio en las
propiedades de la disolucién, como por ejemplo la formacidn de un producto, que el

transductor convierte en una sefial cuantificable.

Los biosensores iniciaron su desarrollo y comercializacidon hace varias décadas, orientados a
ciertas aplicaciones clinicas y de impacto bioquimico, y a dia de hoy abarcan todo un campo
multidisciplinar con un futuro brillante, en el que hay depositadas muchas ilusiones y en el que
existe una gran investigacién, una importante inversién econdmica y un mercado en auge a

nivel global.

Han llegado a protagonizar una verdadera revolucién en el sector del diagndstico clinicoy en la
actualidad, estan comenzado a revolucionar otros sectores también de enorme importancia
como el agroalimentario y el medioambiental, al gozar de ciertas caracteristicas tan deseables
como una elevada sensibilidad y selectividad, manejo sencillo, minimo volumen de muestra,
analisis in situ, capacidad multi-analisis, bajo coste de produccién o reversibilidad, que los han

convertido en una alternativa muy atractiva frente a los métodos analiticos clasicos.



1.2.1 Biosensores Opticos enzimaticos

Dentro de los tipos de biosensores que existen, los dpticos son uno de los grupos mas
importantes debido a su simplicidad y bajo coste. Se basan en un indicador que cambia sus
propiedades espectroscdpicas en respuesta a la presencia de un analito determinado. (Ligler y
Taitt., 2002). Los transductores Opticos que los forman, permiten la cuantificacion de
bioanalitos mediante la determinacidn de sus caracteristicas dpticas, como por ejemplo la
variacion de la intensidad de fluorescencia en el caso de los biosensores fluorescentes.
Biosensores que por cierto, estan adquiriendo una enorme importancia debido a su potencial

para detectar ligeros cambios bioquimicos (Chaudhury y col., 2007).

Ademas atendiendo al elemento de reconocimiento bioldgico que contengan, los biosensores
se pueden clasificar en enzimdticos, inmunosensores, genosensores, etc. Sin embargo, no cabe
duda de que son las enzimas uno de los materiales bioldgicos preferidos por su elevada
especificidad y selectividad (Arroyo., 1998), de manera que los biosensores Opticos
enzimaticos, son capaces de detectar las reacciones enzimaticas producidas a través de

cambios colorimétricos o cambios en la fluorescencia.

2. Antecedentes

2.1 Técnica estandar para medicion de actividad enzimatica de ALKP:

espectrofotometria

Hasta ahora la técnica analitica que se ha venido utilizando para la deteccion de la actividad
enzimatica de la ALKP ha sido la espectrofotometria de absorcién (L. Dean., 2002), debido al
color amarillo que posee el compuesto PNP obtenido como producto, en dicha reaccion
enzimatica (Esquema 1) a pH alcalino. Este color le permite ser monitorizado
colorimétricamente a una longitud de onda de 405 nm y en consecuencia, permite también un

seguimiento de la actividad enzimatica de la ALKP.

La espectrofotometria de absorcion y mas concretamente la de UV-visible (fraccion de la
radiacion electromagnética en la que absorbe el PNP), es una técnica analitica que mide la
cantidad de luz de una determinada longitud de onda absorbida por la muestra. En ella el color
se puede correlacionar en la mayoria de ocasiones con la presencia de una sustancia quimica
particular, y dado que las medidas de absorbancia son baratas y faciles de realizar, se ha usado

y se usa ampliamente para mediciones cualitativas y cuantitativas.



Sin embargo estos métodos colorimétricos presentan una serie de desventajas como su baja
sensibilidad, elevadas interferencias y necesidad de una gran cantidad de muestra, que los
hacen poco adecuados para ser utilizados en la deteccidén de sustancias reactivas o peligrosas.
Como alternativa estan los métodos fluorimétricos, que presentan la importante caracteristica

de ser mucho mas sensibles en sus detecciones.

2.2 Polielectrolitos conjugados fluorescentes (CPEs)

Los polielectrolitos son polimeros de cualquier tipo y estructura, con grupos ionizables
cargados positiva o negativamente, cuya interaccion con los lipidos juega un papel importante

en muchas aplicaciones biofisicas (Kepczynskiy col., 2012).

Mas concretamente, los polielectrolitos conjugados fluorescentes son un tipo de
polielectrolitos que presenta unas propiedades muy interesantes. Se trata de polimeros
m-conjugados que poseen un esqueleto rigido o semirrigido formado por enlaces conjugados,
los cuales facilitan la rdpida migracidn intra e intercatenaria de los electrones (Figura 2).
Ademas, les permiten respuestas dpticas colectivas y sefiales amplificadas en comparacién con
los pequefios fluoréforos, mostrando una fuerte absorciéon y alta eficiencia en
electroluminiscencia y fotoluminiscencia. También contienen cadenas laterales con grupos

idnicos que les facilitan su solubilizacién en agua (Ali Cao y col., 2012).

Normalmente presentan baja citotoxicidad y elevada fotoestabilidad. Ademas, son facilmente
susceptibles a la bioconjugacidn con diversos elementos de reconocimiento a través de sus
cadenas laterales (Wang y col., 2012). Por otro lado, tienen la capacidad de autoensamblarse
de manera reversible mediante interacciones electrostaticas y/o hidrofdbicas, con otras
especies de carga opuesta, dando lugar a estructuras supramoleculares con importantes
propiedades dpticas (Achyuthan y col., 2009). Todo ello hace de los CPEs unos nuevos y
sensibles materiales para el desarrollo de biosensores y la deteccidn de biomoléculas

(Ngo y col., 2011).

PPE PPV PT

Figura 2: Ejemplos de polielectrolitos conjugados (CPEs). La letra R representa una cadena lateral.



2.2.1 Sistemas basados en fluoreno

Los CPEs basados en anillos de fluoreno (Figura 2 izquierda) poseen grandes ventajas ya que
presentan, ademds de una alta fotoestabilidad, excelente estabilidad térmica y buena
accesibilidad sintética, altos rendimientos cudnticos de fluorescencia y emisién en el azul
(adecuada para experimentos de transferencia de energia) (Zhu y col,. 2012).

Constan de una cadena principal rigida e hidrofébica de polifluoreno, con cadenas laterales
flexibles cargadas positivamente que son las responsables de su agregacion, un fenomeno que
se tratard mas adelante y que afecta directamente a su fluorescencia intrinseca

(Wangy col,. 2012).

2.2.2 HTMA-PFP

En este trabajo se utilizd un CPE catidnico basado en fluoreno denominado: bromuro de
poli-[(9,9-bis (6’-N,N,N-trimetilamonio)hexilo)-2,7-fluoreno-alt 1,4-fenileno] (HTMA-PFP), que
fue previamente sintetizado en el laboratorio.

Se trata de un compuesto parcialmente soluble en agua que consta de una fraccién
hidrofdbica, formada por una cadena principal aromatica y dos cadenas laterales alquilicas, y
una fraccién hidrofilica constituida por aminas cuaternarias. Estas son las responsables de las
interacciones electrostaticas no especificas que establece con especies de carga opuesta, y que
pueden ser controladas por cambios en su fluorescencia intrinseca. Su estructura quimica se

muestra a continuacién (Figura 3).
*
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Figura 3: Estructura quimica del HTMA-PFP.



En la Figura 4 se muestra el espectro de absorcién del HTMA-PFP en tampdn, que presenta su

maximo a 380 nm, y el de emisién de fluorescencia cuyo maximo se encuentra hacia 420 nm.
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Figura 4: Espectros de absorcion (negro)
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y de emisién (rojo) del HTMA-PFP en tampdn.

Hasta ahora se ha mencionado el importante papel del PNP en el seguimiento de la actividad

enzimatica de la ALKP, gracias a su cuantificacion colorimétrica. Este compuesto también

presenta otra propiedad muy importante en este trabajo, que es su excelente capacidad

desactivadora de la fluorescencia en CPEs, como el

HTMA-PFP (Ali Cao y col,. 2012).

Se trata de un compuesto anidnico y soluble en agua, que tendria la capacidad de actuar como

nexo de unidn entre la actividad enzimdtica de la ALKP y la fluorescencia del polimero.

2.4 Esquema del biosensor

Con todo lo expuesto anteriormente ya es posible realizar un esquema (Figura 5a), que plasme

la idea en la que se basa el funcionamiento del biosensor fluorescente que se deseaba fabricar.

&
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Figura 5a: Esquema del biosensor

10

©
11
Q Fluorescencia
N débil
A Y
O (@]

p-nitrofenol



En él se puede observar cémo la enzima ALKP seria capaz de hidrolizar todo el sustrato
afadido a PNP vy, tras ser excitado el polielectrolito a la longitud de onda adecuada, el
producto formado ocasionaria una importante bajada de su intensidad de fluorescencia que

seria proporcional a su concentracion.

El biosensor podria tener aplicaciones en la deteccidn de inhibidores, como se muestra en la
Figura 5b. En presencia de un inhibidor, éste se uniria a la ALKP ocasionando una destacable
bajada de su actividad enzimatica. Como consecuencia de ello la enzima solo seria capaz de
hidrolizar una parte del PNPP a producto (que seria mayor o menor dependiendo de la
concentracion del inhibidor en la muestra), lo que provoca una bajada de la intensidad de

fluorescencia mucho menor.

1l
HO—]P—OH
% iy
<: HO—IP—OH
O
s G Fluorescencia
< AN =
; o e S intensa
fostatasaalcalina p-nitrofenilfosfato 'O,-\'\\o
- p-nitrofenilfosfato
Inhibidor HTMA-PFP

HTMA-PFP
Figura 5b: Esquema del biosensor en presencia de un inhibidor.
Es por ello que el desarrollo de este biosensor podria llegar a ser un éxito a la hora de buscar

en muestras de interés nuevos inhibidores, o cuantificar otros ya conocidos de manera mas

sensible a como se viene haciendo hasta ahora.

3. Objetivos del trabajo
El presente trabajo busca dos objetivos principales, ambiciosos y prometedores:

1. Poner a punto un método fluorimétrico capaz de detectar actividad enzimatica de la ALKP

basado en el polielectrolito conjugado HTMA-PFP.

2. Inmovilizar los componentes del ensayo (ALKP y polielectrolito) en una matriz, con objeto de

fabricar un biosensor fluorescente que sea facilmente manipulable y reutilizable.
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4. Materiales y métodos

4.1 Materiales

El CPE HTMA-PFP (M = 8340 g/mol, siendo el peso de la unidad de repeticién molecular,
694,71 g/mol; n’=12 basandose en la calibracion del polifluoreno) fue obtenido y caracterizado
en el laboratorio. Se sintetizd un lote del polimero de bajo peso molecular poly[9,9-bis(6’-
bromohexil)-fluoreno-fenileno] por la reaccidon de acoplamiento de Suzuki, utilizando Pd (ll)
como catalizador, y se traté con trimetilamina en fase gaseosa para obtener el
correspondiente polielectrolito catidnico. Las soluciones stock de HTMA-PFP (3,65:10* M, en

unidades de repeticién) fueron preparadas en DMSO y almacenadas a -202C antes de su uso.

El tampdn Tris (55 mM, pH 9) utilizado en todos los experimentos se preparé mezclando Tris
basico con agua dos veces destilada y desionizada (agua MQ proveniente del equipamiento

Milli-Q (Millipore, Madrid)).

La enzima ALKP empleada, de Sigma-Aldrich, se encontraba en forma de polvo liofilizado y
procedia de mucosa intestinal de bovino (Mw =140 KDa). Fue disuelta en Tris para su posterior

uso.

El lipido adquirido de Sigma-Aldrich para la fabricacion de los liposomas fue el

L-a-Fosfatidil-DL-glicerol (PG), procedente de lecitina de yema de huevo (Figura 6).

Il 1
0 CHZ—O—C—R

RQ—(”3—O—(|3H 0
CH;O—{::’—O—CHz—CHOH—CHQOH
O
Figura 6: Estructura del fosfatidilglicerol (PG)
empleado. Imagen cogida de la pagina web

de Sigma-Aldrich.

El desactivador de fluorescencia PNP, de Sigma-Aldrich, se disolvio en Tris para ser

posteriormente utilizado.

El sustrato empleado en la reaccién enzimatica fue el PNPP disédico hexahidratado, en polvo,
[O2NCgH4OP(0)(ONa); -6H,0] (Mw = 371.14) procedente de Sigma-Aldrich. Se disolvié en Tris

para su uso posterior.

12



4.2 Métodos

Formacion de vesiculas unilamelares grandes (LUVs): Para obtenerlas en primer lugar, al
lipido PG pesado en un vial de cristal de boca ancha se le adiciond cloroformo/metanol en una
proporcién 2:1, con el fin de disolverlo. A continuacidn se procedid a secar la disolucién con
argon, quedando una pelicula lipidica en la base del vial que tras su resuspension con tampadn
Tris, di6 lugar a las vesiculas multilamelares (MLVs). A éstas se les aplicaron posteriormente
tres sesiones de sonicacidn de 5 minutos, y seguidamente fueron sometidas con ayuda de un
extruder (Figura 7) a un proceso de extrusidon a presién, a través de unos filtros de

policarbonato de 0.1 micras, tras el cual se consiguieron las LUVs.

Figura 7: Extruder para la formacion de LUVs por

extrusién a presion.

Produccion de las nanoparticulas fluorescentes (NPs): Una vez preparadas las LUVs de PG, a
una concentraciéon de 0.5 mM se afiadié una alicuota de HTMA-PFP en DMSO para obtener
una concentracion final de éste de 1.5 uM. Inmediatamente después se agitd vigorosamente la
disolucién con una pipeta Pasteur de vidrio, para que el polimero se introdujera en los

liposomas y se incubé la muestra durante 5 minutos.

Fabricacidon de monolitos mediante el empleo de la técnica sol-gel: De todos los métodos de
inmovilizacién enzimatica existentes, el proceso sol-gel es uno de los mas utilizados por las
muchas ventajas que posee. Los monolitos o matrices que con él se obtienen presentan entre
otras bondades, estabilidad térmica y quimica, posibilidad de variar el nimero y tamafio de sus
poros, estabilidad de las biomoléculas encapsuladas en su interior, y resistencia a la pérdida y

desorcidn de las mismas.
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El proceso sol-gel esta incluido por tanto dentro de los métodos de atrapamiento. Se basa en
una reaccidon de polimerizacion de alcéxidos metalicos como el tetraetil ortosilicato (TEOS),
qgue es el empleado en este trabajo, y da como resultado una matriz porosa y transparente en
cuyos poros es posible la inmovilizacion de la ALKP y del HTMA-PFP (Salinas-Castillo y col.,
2008).

El protocolo seguido en este trabajo para la fabricacion de matrices sol-gel, fue descrito por
primera vez por Ferrer y col. en el aflo 2002 para la inmovilizacién de membranas lipidicas en
sol-gel, de manera que se le realizaron las modificaciones necesarias para inmovilizar los

compuestos de nuestro interés.

-Preparacion de TEOQOS hidrolizado: En un vial de boca ancha se preparé a temperatura

ambiente una disolucion madre de silice (sol), mezclando TEOS (4.46 mL) con agua MQ
(1.44 mL) y HCI 0.6 M (40 puL). La disolucidn, con dos fases claramente diferenciadas, se puso a
agitar vigorosamente durante aproximadamente 1 hora, tiempo necesario para que el TEQOS se
hidrolizase. La aparicién de una sola fase se utilizd de indicador visual para saber que la

hidrélisis habia finalizado. Como producto de esta reaccidon quimica se genera etanol.

-Rotacidon del TEOS hidrolizado: El objetivo de esta fase fue la completa eliminacion del etanol

residual generado durante el proceso de hidrdlisis, ya que puede interferir negativamente con
las biomoléculas inmovilizadas y en las proteinas, inducir un desplegamiento total o parcial de
su conformaciéon nativa. Para ello en primer lugar, se mezclo una cantidad determinada de
TEOS hidrolizado con agua MQ en proporcion 1:1. Entonces se peso el vial con la disolucion en
una balanza y a continuacién, se sometid a rota-evaporaciéon a vacio en el Rotavapor.
Tras 15 minutos aproximadamente se pard la rotacion y se volvié a pesar el vial, con el objetivo
de comprobar si todo el etanol habia sido eliminado, sabiendo que 1 mL de TEOS contiene

0.62 g de etanol. El poco volumen perdido fue restaurado con agua MQ.

-Preparacion de matrices con la enzima ALKP y el HTMA-PFP: Una vez obtenido el TEOS rotado,

en cubetas cuya forma y tamafio dependia de la aplicacidn final, se mezclaron en tampdn las
NPs previamente preparadas con la enzima ALKP, y por ultimo el TEOS rotado (ya que una
vez adicionado se produce rapidamente la polimerizacién). Enseguida con la misma pipeta, se
agitd la mezcla varias veces pero cuidadosamente para no formar burbujas. Siguiendo este
protocolo, se produjo la formacion del gel en aproximadamente 15 minutos a presion y
temperatura ambiente. Tras una espera de 60 minutos se afiadid Tris sobre la superficie de las
matrices formadas para mantenerlas hidratadas, se taparon con parafilm y se guardaron a 42C

durante, al menos, 48 horas.
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También fueron preparados monolitos en los que no se inmovilizd la ALKP aunque si el

HTMA-PFP, y sirvieron de blanco en los experimentos.

Cabe destacar que los monolitos fabricados fueron de dos tipos: unos de 10x10 mm que
sirvieron para caracterizacion, y otros mas finos de 10x2 mm que se utilizaron para el estudio
de la actividad enzimatica de la ALKP, en los diferentes experimentos que con ella se

realizaron.

-Desmoldado de los monolitos: después de 48 horas se les retird el tampdn que los cubria, y

se desmoldaron uno a uno todos los monolitos fabricados dando pequefios golpecitos sobre la
bancada, con la mano que contenia la cubeta, siempre con cuidado de que no se rompieran al
desmoldarse. El resultado eran monolitos de silice con la enzima y el HTMA-PFP inmovilizados

en su interior.

Las enzimas, asi inmovilizadas, conservan su actividad durante varios meses, siempre que se

mantengan hidratadas.

Espectros de absorcion y fluorescencia: Las mediciones de absorcidn se llevaron a cabo a
temperatura ambiente utilizando un modelo de espectrofotémetro UV-1603 (Shimadzu, Tokio,
Japdn). Por otro lado para la obtencidon de todos los espectros de fluorescencia, fue empleado
un espectrofluorimetro QuantaMaster (PTI, Birminghan, Nueva Jersey, EE.UU). Con respecto a
las cubetas utilizadas para los experimentos de absorcion y fluorescencia en disolucion, las
muestras se colocaron en cubetas de cuarzo de 10 x 10 mm. Sin embargo en los estudios de
fluorescencia en sol-gel las cubetas fueron de cuarzo triangulares. En todos los experimentos

la longitud de onda de excitacién para el HTMA-PFP se fijé en 380 nm.

Experimentos de desactivacion de fluorescencia: la emision de fluorescencia del HTMA-PFP
se estudid en presencia y en ausencia de diferentes concentraciones de PNP, tanto en
disolucién como en sol-gel. A los resultados de desactivacion obtenidos se les aplico el analisis

de Stern-Volmer, de acuerdo con la ecuacion 1:

170= 1+ Ksv[Q] Ec.1

Donde Iy e | representan las intensidades de fluorescencia en ausencia y en presencia del PNP
respectivamente, [Q] es la concentracidn de PNP, y K la constante de Stern-Volmer, que

indica el grado de desactivacidn de fluorescencia provocado por el desactivador.
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5. Resultados y discusion

5.1 Estudios de absorbancia en disoluciéon

Los primeros experimentos que se realizaron en este trabajo fueron una serie de estudios de

absorbancia en disolucion, cuyo objetivo principal era comprobar la actividad enzimatica de la

ALKP, mediante la hidrdlisis del sustrato PNPP a PNP (Figura 8A). También se realizd una

cinética de la transformacion (Figura 8B). Los espectros obtenidos muestran como la banda de

absorcidn tipica del PNPP, con su maximo de absorcién a 310 nm, desaparece tras la adicién de

la enzima, y aparece en su lugar una nueva banda a 405 nm caracteristica del PNP formado.
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Figura 8: (A) Espectros de absorcién del PNPP 50 uM (negro), y del PNP formado tras la

adicién de ALKP 0.15 uM (rojo). (B) Cinética de transformacion del PNPP en PNP.

600

Estos resultados confirman la actividad de la enzima ALKP, y su especificidad por el PNPP, al

que es capaz de hidrolizar por completo rapidamente, en menos de 5 minutos, como muestra

su cinética.

Es por dicha razén por la que este método es un referente en la deteccién de inhibidores de la

ALKP, ya que permite detectarlos y cuantificarlos en poco tiempo, afiadiendo la enzima y su

sustrato a la muestra y midiendo la sefial obtenida a 405 nm (L. Dean., 2002).
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5.1.1 Optimizacion de condiciones experimentales

Con el objetivo de conseguir unas condiciones experimentales apropiadas para que la actividad
enzimdtica de la ALKP fuera la dptima, se llevaron a cabo una serie de estudios a diferente pH,
diferente concentracién de enzima y cofactor Mg?*. En todos ellos el volumen total y el
volumen de sustrato PNPP permanecieron constantes. Los resultados obtenidos fueron

comparados y combinados en la siguiente grafica para hacerlos mds visuales (Figura 9).

Pendiente

ph8(0.035) ph9(0.035) ph9(0.02) ph9(0.02)Mg

Figura 9: Representacidn en grafica de barras de los resultados obtenidos en los
experimentos de optimizacion. Los numeros entre paréntesis del eje de abscisas
indican la concentracién utilizada de ALKP en uM. El eje de ordenadas muestra la

pendiente correspondiente a la cinética enzimatica en la zona lineal (velocidad inicial).

Estos resultados sirvieron para elegir como pH de trabajo el pH=9, ya que segun los
experimentos anteriores fue el que permitid una actividad de la enzima ALKP dptima.
De manera que desde este momento todos los experimentos fueron realizados a dicho pH.
Por otro lado, una vez elegido éste, se probé el efecto del cofactor Mg?* (MgSO,; 1.18 mM) y
como se puede comprobar en la grafica, no parecié tener efectos significativos por lo que se

decidid no utilizarlo.

Ahora era necesario determinar la concentracién de enzima. Para ello se llevd a cabo un nuevo
experimento en el que se obtuvieron cinéticas a diferentes concentraciones crecientes de
ALKP, manteniendo la cantidad de sustrato constante. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacioén (Figura 10).
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Figura 10: Representacion en grafica de barras de los resultados
obtenidos en los experimentos de concentraciones crecientes de
ALKP. El eje de ordenadas muestra la pendiente correspondiente

a la cinética enzimatica en la zona lineal (velocidad inicial).

Con los resultados obtenidos se tuvo que elegir una concentracién de enzima adecuada para
ser usada en la técnica fluorescente y posteriormente en el biosensor. La eleccién no resulté
facil ya que lo ideal era encontrar la concentracion, a la cual la actividad enzimatica fuera la
mayor con la menor cantidad posible de enzima, lo que respondia a un interés puramente
econdmico por ser ésta cara. Finalmente se eligié una concentracién de 0.15 uM de ALKP, que

fue la utilizada en todos los experimento posteriores.

5.2 Estudios de fluorescencia en disolucion

Una vez estudiada y optimizada la actividad enzimdtica de la ALKP con la técnica de
absorbancia, se procedié a entrar en el grueso de la parte experimental de este trabajo, que
consistia en el desarrollo de una técnica de fluorescencia basada en el polielectrolito
conjugado HTMA-PFP. En ella se siguieron utilizando todas las condiciones puestas a punto

anteriormente.
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5.2.1 HTMA-PFP y agregacion

Hasta ahora solo se han mencionado las importantes ventajas del HTMA-PFP, sin embargo este
polimero posee una desventaja considerable y es su tendencia a la agregacién en medio
acuoso. En estudios previos a este trabajo ya se comprobd que se auto-ensamblaba y formaba
agregados en disolucidén acuosa, tal y como ocurre con el resto de los CPEs. Esta agregacion se
debe a interacciones hidrofébicas intercatenarias y da lugar con el tiempo, a una gran
disminucién de su intensidad de emisidn y a un desplazamiento de los espectros de absorcion,

excitacion y emision hacia el rojo (Kahveci y col., 2013).

Con el fin de comprobar este fendmeno se realizd un experimento en el que se adiciond
polielectrolito (1.5 uM) a tampdn Tris, y se fue recogiendo su espectro de fluorescencia cada

10 minutos durante dos horas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11.
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Figura 11: Espectros de emisidn de

fluorescencia del HTMA-PFP en tampén,

medidos cada 10 minutos durante 2 horas.

Tal y como se esperaba, los espectros registrados estaban ligeramente desplazados hacia el
rojo (ya que el maximo de emisién del HTMA-PFP ha de estar en 415 nm), y la intensidad de
fluorescencia del polimero fue disminuyendo con el tiempo, lo que indicaba la existencia de
agregados inestables del polielectrolito en disolucion acuosa. El hecho de que la disolucién se
pusiera cada vez mas turbia apoyd este resultado, confirmando que el tamafio de los

agregados aumentaba con el tiempo.

19



5.2.2 Nanoparticulas fluorescentes (NPs)

Con el objetivo de solucionar el grave inconveniente de la agregacién del HTMA-PFP, y asi
poder estabilizar la sefial fluorescente, se recurrié a una estrategia basada en la formacién de
nanoparticulas liposomales. Se trata de una técnica que consiste en la incorporacion del
HTMA-PFP a liposomas, y que da lugar a las denominadas nanoparticulas fluorescentes (NPs),
en las que el polimero es capaz de mantenerse estable y altamente fluorescente en
disoluciones acuosas (Kahveci y col., 2013).

Los liposomas, de forma aproximadamente esférica y talla normalmente nanométrica, se han
convertido en los ultimos afios en herramientas muy versatiles en campos como la Bioquimica
o la Medicina. Se trata de vesiculas con una fase acuosa interna rodeada por una o mas
bicapas lipidicas anfipaticas, y pueden clasificarse atendiendo al nimero de éstas y al tamaiio

de las mismas en vesiculas multilamelares o unilamelares.

En este trabajo las vesiculas lipidicas preparadas para contener al HTMA-PFP fueron
multilamelares (LUVs), con aproximadamente 100 nm de didmetro. Ademas, al utilizarse el
fosfatidil glicerol (PG) para su produccién poseian un caracter anidnico, provocando que el
polielectrolito al incorporarse en ellas quedara en el interior de la bicapa lipidica, de manera

similar a la representada en la Figura 12 (Kahveciy col., 2013).

[ Se¥ - |

Me,N @ @\\"‘a ‘%}» ﬁ?
Gur Bre

HTMA-PFP

Figura 12: Imagen en la que se ilustra la incorporacidn y disposicién del

HTMA-PFP en la bicapa lipidica del liposoma de PG.

Una vez preparadas las LUVs de PG a una determinada concentracién, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado materiales y métodos, se realizé un experimento similar
al anterior (Figura 11) pero esta vez con el HTMA-PFP no en disolucion acuosa, sino formando
parte de las NPs. El procedimiento de incorporacion del polimero a los liposomas que se siguio
aparece también en ese apartado del trabajo. El objetivo de dicho estudio fue observar el
efecto de estas NPs sobre la agregacion del polimero. La Figura 13 muestra los resultados

obtenidos.
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Los resultados de los dos experimentos anteriores se han recopilado en una Unica grafica
(Figura 14) que permite su mejor comparacion. En ella queda manifiesta la gran estabilidad
qgue le confiere al HTMA-PFP su incorporacion en los liposomas, en un entorno acuoso.
Prueba de ello es la importante intensidad de fluorescencia que fue capaz de emitir, al

igual que el mantenimiento de la misma a lo largo de las dos horas que duré el
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400 420 440 460 480 500
A (nm)
Figura 13: Espectros de emision de

fluorescencia del HTMA-PFP en LUVs de PG,

medidos cada 10 minutos durante 2 horas.
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Figura 14: Estudio de estabilidad con el tiempo del

HTMA-PFP libre (m) o incorporado en LUVs de PG (o).

(Aexc =380 nm) (Aem =410 nm).
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5.2.3 Comprobacion de la incorporacion del HTMA-PFP a las LUVs

Una vez comprobada la estabilidad del HTMA-PFP en las nanoparticulas fluorescentes, era
necesario establecer una relacion &ptima polielectrolito/LUVs en cuanto a sus
concentraciones, que permitiera la incorporacién de todo el polimero afiadido a los liposomas
de PG. Para ello se llevd a cabo un experimento en el que se adicionaron a 9 cubetas
concentraciones crecientes de LUVs, desde 0 hasta 1 mM, y posteriormente una concentracion
fija de HTMA-PFP de 1.5 uM. A continuacion se le realizd un espectro de emisidon de
fluorescencia a la disolucién de cada cubeta (Figura 15). El aumento de la sefial fluorescente y
el desplazamiento del espectro hacia el azul indican la ruptura de los agregados de
polielectrolito al entrar en contacto con la membrana lipidica. También se representd en una

grafica el drea de cada espectro en funcidon de la concentracion de PG (Figura 16).

2,5x10°
2,0x10°
1,5x10°
L

1,0x10°

5,0x10°

0,0 T T T T T T
390 420 450 480
A (nm)
Figura 15: Espectros de emision de fluorescencia del HTMA-PFP

(1.5 uM) en diferentes concentraciones de LUVs (0-1 mM).
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Figura 16: Representacion de las dreas de cada espectro de
emision de la Fig. 15 frente a la concentracion de LUVs (M).
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Atendiendo a los resultados obtenidos en este experimento se acabd eligiendo una
concentracion de LUVs de 0.5 mM, ya que con ella era segura la incorporacion de todo el

HTMA-PFP afadido a una concentracién de 1.5 uM (Figura 16).

5.2.4 Desactivacion de la fluorescencia del HTMA-PFP por PNP

Una vez elegidas las concentraciones de liposomas y de polimero que se iban a usar a partir de
ahora para fabricar las NPs, llegaba la hora de probar el PNP y comprobar su efecto
desactivador sobre la fluorescencia de las mismas.

Para ello se disefié un experimento en el que se adicionaron alicuotas de concentraciones
crecientes de PNP (0-50 uM), a una solucidn de tampdn que contenia previamente las NPs
(Figura 17).

También se realizé paralelamente otro experimento que sirvié de blanco del anterior, y en el
que lo Unico diferente fue la utilizacion de tampdn en lugar de PNP a la hora de adicionar las

alicuotas.
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Figura 17: Espectros de emision de las NPs tras su

desactivacion de fluorescencia por PNP (0-50 uM).

Estos resultados fueron luego analizados mediante el ajuste de Stern-Volmer (Ec.1 de
materiales y métodos), que demostré una desactivacion muy eficiente caracteristica de este
polimero, ya que la tendencia es lineal en todo el rango de concentraciones utilizado y se
obtiene un valor de Ksy = 4.7 x10* M (Figura 18). Esta desactivaciéon puede deberse a un
mecanismo de transferencia de energia entre el HTMA-PFP, que actuaria como donador, y el
PNP, que seria el aceptor, dado que el espectro de emision de las NPs (Figura 17) solapa con el

espectro de absorcion del PNP (Figura 8A).
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Figura 18: Grafico de Stern-Volmer para la desactivacion

de fluorescencia de las NPs por PNP.

5.2.5 Medida de la actividad enzimatica en disolucion

Llegados a este punto el siguiente paso fue asegurarse de que las NPs podian ser desactivadas
en presencia de la enzima ALKP y su sustrato PNPP. Ademas, el experimento que se realizd en
esta ocasidn permitia también comprobar, por comparacion con el anterior, si existe o no una
relacion aproximada 1:1 entre la desactivacion de fluorescencia producida por una
determinada concentracion de PNP, y la ocasionada por la misma concentracién pero de PNPP.
Para ello se prepard en primer lugar una cubeta con una disolucién de NPs a la que también se
afiadié la enzima ALKP (0.15 uM), y posteriormente cada cinco minutos, fueron adicionandose
concentraciones crecientes de PNPP (0-50 uM). A los cinco minutos de cada adicion se tomd
un espectro de la fluorescencia del polimero, de manera que cada bajada de su intensidad fue
debida al producto PNP obtenido en dicha reaccion enzimatica (Figura 19). A partir de los
espectros se representd la grafica de Stern-Volmer en la que se ha obtenido un valor de

Ksv=3.9+0.5x10* M* (Figura 20).
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Figura 19: Espectros de emisidn de las NPs tras su desactivaciéon

de fluorescencia en presencia de ALKP y PNPP (0-50 uM).
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Figura 20: Grafico de Stern-Volmer para la desactivacion de

fluorescencia de las NPs, por el PNP formado a partir de ALKP y PNPP.

Tras la comparacidn de las Ksv obtenidas en ambos experimentos (Figuras 18 y 20), que fueron
muy parecidas, se llegd a la conclusion de que la desactivacion de fluorescencia del HTMA-PFP
era practicamente la misma tanto si se adicionaban directamente 50 uM de PNP, como si se
afiadia la misma concentracion de PNPP en presencia de ALKP. Este resultado confirmé que el
método fluorescente planteado funcionaba correctamente para seguir la actividad enzimatica
de la ALKP. Durante el resto del trabajo se utilizé esta concentracién de sustrato PNPP (50 uM),

ya que permitia una desactivacién de fluorescencia importante y adecuada.

5.3 Estudios de fluorescencia en sol-gel

Una vez concluidos todos los estudios necesarios para poner a punto el método fluorescente,
se pasoé a inmovilizar los componentes con objeto de fabricar un biosensor que fuera capaz de
detectar actividad enzimatica de la ALKP. Para ello, se opté por un método de atrapamiento
conocido como proceso sol-gel, que permite la retencién de las biomoléculas en las cavidades
interiores de una matriz sélida porosa y transparente, construida a partir de alcoxidos
metadlicos de silicio como el TEOS (Figura 21), mediante el proceso descrito en el apartado
materiales y métodos. Ademas, también permite el uso de técnicas Oopticas, como la
fluorescencia, gracias a esta transparencia.

Otras ventajas que llevaron a decantarse por esta técnica fueron, por un lado, la sencillez y
facilidad a la hora de la inmovilizacidn de los compuestos, y por otro, la resistencia a la
desorcion, al igual que el mantenimiento de las propiedades y de la actividad que éstos
presentan en disoluciéon. Ademas, en el grupo de investigacidn, ya se habia utilizado el proceso
sol-gel en la fabricacién de otros biosensores, por lo que tenian experiencia en el tema

(Salinas-Castillo y col., 2008).
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Sin embargo, para el uso de este método en el desarrollo del biosensor, es fundamental que
los analitos externos sean capaces de entrar y difundir dentro de la matriz sol-gel para
interaccionar con la proteina (Dunn y col.,, 1998), lo cual puede convertirse en un factor

limitante, ya que puede ralentizar la respuesta del biosensor.

Figura 21: Imagen de matrices de silice 10x10 mm

obtenidas en el laboratorio mediante el proceso sol-gel.

5.3.1 Inmovilizacion de la ALKP: comprobacidn por fluorescencia del triptéfano (Trp)
Una vez fabricados los monolitos con la enzima ALKP, siguiendo el procedimiento descrito en
el apartado materiales y métodos, era de gran importancia comprobar si ésta habia sido
inmovilizada correctamente. Para ello se aprovechd la fluorescencia intrinseca que posee la
proteina, debido a los aminoacidos Trp que contiene y su sensibilidad al ambiente que los
rodea (Lakowicz., 1999).

El experimento consistié en realizar primero un espectro a la enzima en disolucidn, excitando
la muestra a 280 nm y recogiendo la emisién en un rango de 290-380 nm, y seguidamente

realizar otro espectro con las mismas condiciones pero a una matriz con ella inmovilizada.
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Figura 22: Espectros de emision de la ALKP en tampdn

(negro), e incorporada en una matriz sol-gel (rojo).
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El espectro de emisidn del triptéfano presenta su maximo a 348 nm (Teale y Weber., 1957),
sin embargo en los resultados obtenidos (Figura 22), tanto en tampdn como en la matriz
sol-gel, los triptéfanos presentes en la enzima mostraron su maximo de emision alrededor de
330 nm. Este desvio hacia el azul indica que se encontraban en un medio poco polar, y por
tanto poco expuestos al agua. En cambio la desnaturalizacidon de la proteina hace que éste
espectro se desplace hacia el rojo (longitudes de onda mayores) al pasar de un ambiente no
polar a uno polar.

Por lo tanto, el hecho de que el sol-gel mostrara un espectro de emisién muy similar al de la
enzima en disolucién, era indicativo de que la ALKP se encontraba en su interior y sin

desnaturalizar, lo que confirmaba su correcta inmovilizacion.

5.3.2 Comprobacion de la funcionalidad de ALKP

El hecho de que la inmovilizacién fuera un éxito no aseguraba la funcionalidad de la enzima en
el interior de la matriz, lo que llevd a disefiar un sencillo experimento cualitativo, con objeto de
comprobar si su actividad enzimatica se habia visto afectada por estar inmovilizada.

El experimento consistid en la adicidn del monolito con la ALKP inmovilizada a un vial, que
contenia una disolucion de sustrato PNPP (50 uM), para ver si con el tiempo se producia un
cambio de color. Tras un tiempo de espera se observd que la disolucidon habia adquirido un
color amarillo, caracteristico del compuesto PNP formado (Figura 23). Este resultado sirvid

para confirmar la conservacién de la funcionalidad de la enzima en el interior del monolito.

Figura 23: Aspecto de la disolucién

una vez finalizado el experimento.
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5.3.3 Inmovilizacion de NPs fluorescentes: comprobacion por espectros de emision

Para asegurarse de que también las NPs, al igual que la ALKP, quedaban retenidas en el interior
de la matriz tras su inmovilizacién, se fabricé un monolito en el que éstas fueron inmovilizadas,
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado materiales y métodos. A los dos dias se
desmoldd y se midid directamente la fluorescencia del monolito. El espectro obtenido fue

comparado con el resultante del mismo estudio en disolucidn (Figura 24).

1,0 —— HTMA-PFP_PG_SOL-GEL
——HTMA-PFP_PG_TRIS

0,8+

0,6

0,41

I.F. normalizada

0,2

0,0 T T T T T T T
400 420 440 460 480

(nm)

Figura 24: Espectros normalizados de las NPs

fluorescentes en disolucion (rojo) y en sol-gel (negro).

El resultado confirmaba que las NPs habian quedado inmovilizadas en el interior de la matriz y
mantenian su estabilidad, al haber emitido el monolito fluorescencia, siendo ademas el
espectro de fluorescencia el caracteristico del HTMA-PFP. El ligero desplazamiento observado

hacia el rojo, puede deberse al diferente entorno notado por las NPs.
5.3.4 Actividad de la ALKP en presencia de PNPP: montaje del experimento

Una vez confirmada la correcta inmovilizacidon y posterior mantenimiento de la funcionalidad,
de los componentes del biosensor por separado, se llevd a cabo su co-inmovilizacidn.
Para ello se fabricaron nuevos monolitos de 10x2 mm, en los cuales fueron inmovilizados
juntos, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado materiales y métodos, la enzima

ALKP y las NPs.
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Con objeto de comprobar el funcionamiento del biosensor creado, se realizé un estudio en el
que se midid la cinética de transformacién de PNPP a PNP. Para ello, en primer lugar se
deposité un monolito de 10x2 mm con ALKP y NPs inmovilizadas, en la cara mas ancha de una

cubeta de cuarzo triangular (Figura 25).

Figura 25: Colocacién adecuada del monolito

en el interior de una cubeta de cuarzo triangular.

A continuacion fue colocada la cubeta, a la que se le afiadié tampdn, en el portamuestras del
fluorimetro, como se muestra en la Figura 26, con objeto de que el haz de excitacién incidiera

directamente sobre el monolito y se pudiera recoger su fluorescencia.

Excitacion

Emision

} Portacubetas

/

Monolito

Figura 26: Dibujo de la disposicién de la

cubeta en el interior del fluorimetro.



Posteriormente se afiadié el PNPP (50 uM) y comenzd a realizarse la cinética, midiendo la
fluorescencia del monolito a diferentes tiempos (Figura 27). Sin embargo el modo de proceder
fue diferente al de las cinéticas realizadas anteriormente en disolucion, ya que se abrio la
rendija de excitacidon Unicamente durante el tiempo de cada medicidn, y permanecio cerrada
durante el tiempo de espera. Todo ello con el fin de minimizar el posible fotoblanqueo del
HTMA-PFP en el interior de la matriz. Este fendmeno, que habia sido comprobado en un

experimento anterior no ocurre en disolucidn, donde las NPs pueden difundir libremente.
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700000 —20min
_ ——25min
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_ ——45min
L 500000+ —— 60 min
= i —— 75 min
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14 165 min
300000 £/ N\ —— 225 min

200000
100000
1 . T 1 T . T T
400 420 440 460 480
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Figura 27: Espectros de desactivacion de fluorescencia
del HTMA-PFP a diferentes tiempos, durante la cinética

de transformacidn del sustrato a PNP en sol-gel.

De esta forma, la disminucion de la intensidad de fluorescencia tras cada medicién (Figura 27)
se debid Unicamente, una vez restado el blanco, a la desactivacidon provocada por el PNP

formado durante la reaccién enzimatica, a partir del sustrato PNPP afiadido inicialmente.

El monolito, una vez lavado con tampdn Tris durante 24 horas, recuperd practicamente la
fluorescencia inicial, lo que sugiere que el biosensor podria ser reutilizable. Para confirmarlo,
se colocd en un vial con tampdn al que se le afadiod sustrato. La aparicion de un color amarillo

en la disolucidon confirmé su reusabilidad.
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5.3.5 Comparacion de las cinéticas

Los resultados obtenidos en el experimento de cinética se compararon con los
correspondientes medidos en disolucién (Figura 28). Como se puede observar, en sol-gel la
cinética resulté ser extremadamente lenta, lo que se traduce en un tiempo de respuesta muy

largo por parte del biosensor.
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Figura 28: Comparacion de la cinética de produccion de

PNP en disolucién (negro) y en sol-gel (rojo).

Esta lentitud en la respuesta se debe en gran medida, a las peculiares y complicadas
condiciones espaciales en las que se desarrolla la reaccién enzimatica. Al encontrarse la ALKP
inmovilizada en el interior de los poros que conforman el monolito, el PNPP afiadido en la
disolucién debe primero difundir por toda la madeja de canales porosos interconectados,
hasta llegar a la enzima. A continuacidn tiene lugar la hidrélisis del sustrato a PNP, y éste debe

difundir hasta las NPs para desactivarlas.

5.3.6 Optimizacion del biosensor

Los resultados anteriores muestran el desarrollo de un biosensor fluorescente que permite
detectar actividad enzimatica de la ALKP. Sin embargo, para que este biosensor pueda tener
éxito desde un punto de vista comercial, serd necesario optimizar su tiempo de respuesta.
Para ello modificaciones en la temperatura, concentracidn de sustrato, concentracién de ALKP,
grosor del monolito, etc, deben de ser investigadas.

Experimentos preliminares han demostrado que un aumento de la temperatura a 372C no
favorece la respuesta, dado que la eficiencia de la desactivacion de fluorescencia es menor que

a temperatura ambiente (Figura 29).
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Figura 29: Comparacion de la cinética de produccion de

PNP a 252C (negro) y a 372C (rojo).

La optimizacién de este biosensor, y su posible utilizacidon para detectar inhibidores sera objeto

de un préximo trabajo.
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6. Conclusiones

Las conclusiones que se extraen del presente trabajo son las siguientes:

1. Se han obtenido nanoparticulas fluorescentes (NPs= 100 nm) estables en medio acuoso,

formadas por vesiculas lipidicas anidnicas que contienen al polielectrolito HTMA-PFP.

2. La fluorescencia de las nanoparticulas puede ser desactivada de manera eficaz por la

presencia de PNP, probablemente debido a un mecanismo de transferencia de energia.

3. Se ha puesto a punto un método fluorescente para medir la actividad enzimatica de la ALKP,

utilizando las NPs en presencia del sustrato PNPP.

4. Tanto la enzima ALKP como las NPs han sido inmovilizadas correctamente en matrices de
silice, mediante la metodologia sol-gel, comprobandose que es una técnica util para

inmovilizar proteinas sin que se produzca la desnaturalizacion de las misma.

5. Se ha fabricado un biosensor fluorescente y reversible que permite medir la actividad de la

ALKP, gracias a la transparencia de la matriz.

6. Dada la lenta difusién del sustrato y el producto en el interior del monolito, el tiempo de
respuesta del biosensor es muy lento, por lo que habra que optimizar diferentes parametros

que permitan reducirlo.

7. El biosensor podria ser utilizado para detectar y cuantificar mas sensiblemente inhibidores
de la ALKP, entre los que se encuentran ciertos plaguicidas e insecticidas de gran importancia

sanitaria y ambiental.
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