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Glosario

Albumina de suero bovino (BSA): proteina derivada del suero de vaca, comunmente utilizada en

laboratorios como agente bloqueante para evitar la uniéon no especifica en ensayos bioquimicos.

Buffer de fosfatos (PBS): solucion amortiguadora compuesta de fosfatos que mantiene un pH

constante, ideal para conservar la estabilidad de células o biomoléculas durante experimentos.

Electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro (SPGE): tipo de electrodo impreso sobre una
superficie plana que ha sido modificado con nanoparticulas de oro para mejorar la conductividad

y sensibilidad en sensores electroquimicos.

Voltamperograma ciclico (VC): técnica electroquimica que aplica un voltaje variable a un
electrodo y mide la corriente resultante para estudiar las propiedades redox de un compuesto, util

en la caracterizacion de biosensores.
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Resumen

Titulo: Electrodos serigrafiados de nanoparticulas de oro modificados con peroxidasa de planta dormidera
(Mimosa pudica) para la deteccion electroquimica de perdxido de hidrogeno*

Autor: Juan José Blanco Prada**

Palabras clave: Biosensor, Electroquimica, Peroxidasa, H>O», Voltamperometria ciclica.

Descripcion: En este trabajo se extrajo la peroxidasa de las hojas de la dormidera (Mimosa pudica) y fue
parcialmente purificada utilizando el método de reparto bifasico con PEG (12000) 14% y (NH4),SOs al
10%, se utilizaron amicones de 10000 KDa para concentrar la enzima. Este proceso consigui6é aumentar el
valor de la actividad especifica y volumétrica hasta 4.1588 (U/mL) y 9.357 (U/mg) con un factor de
purificacién 15. La peroxidasa de dormidera (PMP) se caracterizd6 bioquimicamente, midiendo su
estabilidad frente a pH en lo cual conservo un 60% de su actividad a pH 6. De igual manera se midi6 la
actividad a diferentes temperaturas conservando su actividad en un 85% a una temperatura de 50 °C.
Finalmente, se midi¢ la respuesta electroquimica del Electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro
(SPGE) modificado superficialmente con PMP con el peroxido de hidrégeno, utilizando voltamperometria
ciclica (VC), utilizando el extractd purificado de ultrafiltrado. Redujo el H2O: a potenciales de puntos
catodicos de -0.535 v y una relacion Ipc/Ipa de 8.318 y presento un comportamiento quasi-reversibles.
Teniendo en estos resultados, estabilidad en rangos de pH en medios acidos y no una temperatura tan alta,
pero teniendo muy buenos resultados en su reduccion del H>O- al modificar los electrodos demostrando un
alto potencial para aplicaciones en biosensores donde no sea un factor importante las altas temperaturas o

el trabajo en medios basicos.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Ledon, Doctor en Quimica. Codirector:
Herminsul De Jesus Cano Calle, Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: Screen-printed electrodes with gold nanoparticles modified with peroxidase from the sleepy

plant (mimosa pudica) for the electrochemical detection of hydrogen peroxide*
Author: Juan José Blanco Prada**
Key Words: Biosensor, Electrochemistry, Peroxidase, H>O,, Cyclic voltammetry.

Description: In this study, peroxidase was extracted from the leaves of Mimosa pudica (also
known as “Sleepy”) and partially purified using the two-phase partitioning method (separatory
funnel) with Polyethylene glycol (PEG) (12000) at 14% and ammonium sulfate (NH4)>SO4 at 10%.
Amikons filters of 10,000 KDa were used to concentrate the enzyme. This process increased the
specific and volumetric activity values to 4.1588 (U/mL) and 9.357 (U/mg), respectively, with a
purification factor of 15. The Sleepy peroxidase (PMP) was biochemically characterized,
measuring its stability against pH, where it retained 60% of its activity at pH 6. Similarly, activity
was measured at different temperatures, maintaining 85% of its activity at 50 °C.

Finally, the electrochemical response of the Screen-Printed Gold Electrode (SPGE) surface-
modified with PMP was measured against hydrogen peroxide (H20:) using cyclic voltammetry
(CV) with the ultrafiltered purified extract. It reduced H>O: at cathodic potentials of -0.535 V with
an Ipc/Ipa ratio of 8.318, displaying quasi-reversible behavior. Based on these results, the enzyme
demonstrated stability in acidic pH ranges and at moderate temperatures. However, it showed
excellent performance in reducing H2O> when modifying the electrodes, proving high potential for

applications in biosensors where high temperatures or basic media are not critical factors.

* Bachelor Thesis
** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: John Jairo Castillo Leon, Doctor in Chemistry. Codirector:
Herminsul De Jesus Cano Calle, Doctor in Chemistry.
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Introduccion

La deteccion precisa y sensible de peroxido de hidrogeno (H20:) es crucial en diversas
aplicaciones, influyendo el monitoreo ambiental y los diagndsticos médicos. En el ambito
ambiental, la cuantificacion de H>O» permite evaluar la eficiencia de los tratamientos de agua y
gestionar la calidad de esta, mientras que en medicina es crucial comprender su fisioldgico y
patoldgico, como la sefializacion celular y estrés oxidativo (Gao et al., 2024; Meier et al., 2019).
En la década de 1990 la tecnologia de electrodos serigrafiados comenzd a utilizarse ampliamente
gracias a su bajo costo y dimensiones reducidas, en este contexto los electrodos serigrafiados
modificados han emergido como una herramienta prometedora gracias a su alta sensibilidad,
selectividad. Estos biosensores, disefiados con materiales avanzados como nanoparticulas de oro
y enzimas especificas, ofreciendo tiempos de respuesta rapido y una especificidad para distintos
compuestos (Gao et al., 2024; Grieshaber et al., 2008; Gutiérrez, 2015; Meier et al., 2019). Su
desarrollo no solo mejora la precision en la deteccion de H,O», si no ha iniciado el desarrollo de
dispositivos portatiles y desechables que se pueden utilizar en pruebas rapidas tanto de laboratorio
como en campo (Song et al., 2006).

Las peroxidasas pertenecen a la familia de las oxidorreductasas, estas tienen una capacidad
de emplear compuestos como el H>O», peroxidos organicos o peroxiacidos para aceptar electrones.
Estas enzimas facilitan la transferencia de hidrogeno, promoviendo la oxidacion de una amplia
gama de moléculas, tanto organicas como inorganicas (Berg et al., 2010). Su uso es muy amplio

en diferentes industrias y algunos ejemplos que muestran su utilidad son:
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e En el sector de la biorremediacion, la peroxidasa de las plantas ha sido efectivamente
utilizadas para la degradacion industrial de tintes y efluentes, contribuyendo a la
desintoxicacion del medio ambiente (Kalsoom et al., 2015).

¢ En biomedicina, las peroxidasas hacen parte integral para diagnosticos importantes,
incluido los ensayos de inmunoabsorbente ligados a enzimas (ELISA), ya que estas
facilitan la deteccion de biomoléculas especificas (Regalado et al., 2004).

e En la industria de la biotecnologia, las peroxidasas se emplean en la sintesis de
polimeros aromaticos mediante la polimerizacion oxidativa de fenoles y aminas
aromaticas, lo que lleva a desarrollo de nuevos materiales (Regalado et al., 2004).

Todo lo anterior comprueba que las peroxidasas son enzimas altamente versatiles y utiles
para aplicaciones claves en diversos campos cientificos e industriales.

El rédbano picante (Armoracia rusticana) es ampliamente reconocido como una de las
principales fuentes de peroxidasa (HRP) debido a su elevada concentracion en las raices, lo que
facilita su extraccion a través de métodos mecanicos y quimicos. Ademads, la HRP es una enzima
extracelular que se encuentra en el apoplasto de las plantas, lo que simplifica el proceso de
obtencion al no requerir disrupcion celular intensiva. Sin embargo, esta enzima presenta
limitaciones en su estabilidad, ya que funciona de manera 6ptima en un rango de pH entre 5.0 y
9.0 y a temperaturas de hasta 30°C (Shannon et al., 1966; Tominaga, 2017). En condiciones mas
extremas, como temperaturas superiores a 70°C o pH menores a 3 y mayores a 9, puede perder su
actividad bioldgica debido a la desnaturalizacion. Estas restricciones reducen su versatilidad en
aplicaciones donde se requiere estabilidad en condiciones adversas, como en los biosensores. Esto
limita su uso en aplicaciones que requieren estabilidad en entornos diversos, como los biosensores.

Por ello, se estan investigando alternativas en otras fuentes vegetales, como la dormidera (Mimosa
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pudica.), que podrian ofrecer perfiles de estabilidad y especificidad de sustrato mas adecuados
para sensores electroquimicos.

Este trabajo de grado se enfocd en la semi-purificacion de una nueva fuente vegetal de
peroxidasa como lo es la de la dormidera, ya que no se han realizado estudios con esta variedad de
la planta. En la primera etapa se extraera y purificard la enzima en diferentes pH de buffer fosfato
dipotésico y fosfato Mono potéasico (PBS) para hallar el pH optimo. En las siguientes fases se
buscaré su actividad enzimatica correspondientes y se le realizaran pruebas de caracterizacion
bioquimicas y electroquimica.

Y para el final, se evaluard su efectividad para reducir el H>O> modificando
superficialmente electrodos serigrafiados de nanoparticulas de oro (SPGE) con peroxidasa extraida

de la planta dormidera para asi medir la efectividad.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Modificar la superficie de electrodos serigrafiados de nanoparticulas de oro mediante la
inmovilizacion de peroxidasa extraida de la planta Mimosa pudica, con el fin de desarrollar un

sistema electroquimico sensible y selectivo para la deteccion de perdxido de hidrogeno.

1.2 Objetivos especificos

e Obtener el extracto semi-purificado de la peroxidasa a partir de las hojas de la planta
dormidera (Mimosa Pudica).

e Determinar la temperatura y pH 6ptimo de la peroxidasa extraida de dormidera.

e (aracterizar biolectroquimicamente la peroxidasa inmovilizada sobre electrodos
serigrafiados de nanoparticulas de oro.

e Evaluar la eficiencia de los electrodos modificados frente a la presencia a diferentes

concentraciones de HO».
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2. Marco de Referencia

Hace 192 afios en 1833 se descubrieron las enzimas cuando cientificos empezaron a
investigar los procesos biologicos encargados de la fermentacion. Cuando Anselme Payen y Jean-
Frangois Persoz identificaron una sustancia en malta que convertia el almidén en azlicar, marcando
asi el primer descubrimiento de una enzima (Copeland, 2000). Tan solo 27 afios después se
descubrid la peroxidasa (POD) cuando cientificos empezaron a estudiar enzimas relacionadas con
procesos de oxidacién en sistemas bioldgicos. Friedrich Schobein, describié una actividad
enzimatica con peroxidasas durante su investigacion sobre el Peroxido de Hidrogeno (H202) y sus
reacciones (Urlacher, 2010).

Las peroxidasas de fuente vegetal son enzimas oxidativas que se encargan de catalizar la
reduccion de los peroxidos, como por ejemplo el H2O», utilizando compuestos reductores como
sustratos donantes de electrones. Es importante recalcar el grupo hemo como cofactor y estan
distribuidas en las plantas, siendo fundamentales en su metabolismo (Acosta et al., 2002) .

En las plantas estas participan en diversas funciones fisioldgicas, resaltando la defensa
contra el estrés oxidativo, la lignificacion y respuesta a patdogenos. A su vez estan involucradas en
la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno, protegiendo las células vegetales de dafios
oxidativos, y desempefia un papel importante en la degradacion de compuestos fendlicos y en la
regulacion del crecimiento celular mediante la modificacion de las paredes celulares.

La Figura 1 muestra la estructura tridimensional superpuesta de varias peroxidasas que
pertenecen a diferentes familias que hacen parte de la superfamilia de las peroxidasas-catalasa,
destaca las similitudes como diferencias en sus dominios hemo. En el centro de la estructura se

observa el grupo hemo, el cofactor activo responsable de la actividad catalitica de la enzima, la



BIOSENSOR MODIFICADO CON H202 DORMIDERA 18

cual se encuentra rodeado por hélices alfa. Con esto se puede resaltar la arquitectura estructural
conservada entre estas peroxidasas, como los residuos criticos involucrados en su funcion catalitica

(Acosta et al., 2002; Cuervo et al., 2009; Zamocky et al., 2017).

Figura 1

Estructura tridimensional superpuesta de varias peroxidasas

Nota. La figura muestra varias peroxidasas pertenecientes a diferentes familias (Familia II y
Familia IIT) de la superfamilia peroxidasa-catalasa. Tomada de (Zamocky et al., 2017).

A lo largo de los afios, se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la POD y sus
diversos usos en biosensores electroquimicos. Estos estudios han generado una gran cantidad de

articulos que reportan resultados relevantes para la investigacion y desarrollo de biosensores,
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utilizando una variedad de materiales y métodos de produccion. A continuacion, se presenta en la

tabla 1 se presentan algunos de estos estudios.

Tabla 1

Estudios previos con biosensores electroquimicos a diferentes condiciones

POD Analito Tipo de Limite Sensibilidad Referencia
Utilizada Electrodo deteccion (nA/ pM)
(uM)
HRP H>0» Nano hojas de 330 No especifica (De Sequeira
fosforeno negro et al., 2022)
y nanotubos de
carbono de pared
simple
HRP H>0O» Oro modificado 0.17 10 (Shin et al.,
con oOxido de 2020)
grafeno reducido
HRP H,0; Nanotubos  de 0.01 1.976 x 10°° (Q. Wang et
polianilina al., 2018)
HRP Acido Carbono impreso 0.9 0.72 (Trifan &
cafeico modificado con Apetrei, 2023)

azul de Prusia
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Nano Dopaminay De pantalla
enzimas Epinefrina  impresos

con modificados con
actividad Ce-MoS»

POD

POD de Compuestos Semiconductores
hemo fenolicos

Glutation  Glutatioén Carbono  vitreo
peroxidasa modificados con
(GSH-Px) oxido de grafeno

y nafion

0.028 Alta  sensibilidad
(Dopamina) (No especifica)
0.044
(Epinefrina)

0.01 Varia por el
compuesto
0.0015 No especifica

(Thamilselvan

etal., 2023)

(Cheraghi et
al., 2022)
(Neumann &

Wollenberger,

2020)

La tabla refleja una amplia variedad de aplicaciones para la deteccion de distintos analitos,

que abarcan desde componentes orgdnicos hasta pesticidas. Los progresos en la tecnologia de

biosensores, impulsados por innovaciones en materiales de electrodos y métodos de transduccion,

han resultado en la creacioén de dispositivos cada vez mdas avanzados y precisos. La habilidad de

estos dispositivos para generar datos rapidos y exactos los posiciona como herramientas esenciales

en diversas areas de investigacion y aplicaciones practicas.
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Una enzima es una proteina altamente especializada que cumple el papel de catalizador

biologico en reacciones quimicas especificas dentro de los seres vivos. Su funcion principal radica

en acelerar la velocidad de estas reacciones, reduciendo asi la energia de activacion requerida para

su ocurrencia. Esto posibilita que las reacciones quimicas se desarrollen a ritmos que son cruciales

para los procesos metabodlicos y diversas funciones bioldgicas, asegurando la vitalidad celular. Las

enzimas se clasifican segiin el tipo de reaccion que catalizan, basdndose en el sistema de

nomenclatura de la comision de enzimas (EC, por sus siglas en inglés) se presenta la tabla 2 donde

se muestra este tipo de clasificacion (Berg et al., 2010).

Tabla 2

Clasificacion Enzimas nomenclatura EC

Clase de enzima Numero EC Tipo de reaccion Ejemplo
catalizada

Oxidorreductasas EC1 Reacciones redox Peroxidasa

Transferasas EC2 Transferencia de Hexoquinasa
grupos  funcionales
entre moléculas

Hidrolasas EC3 Ruptura de enlaces Amilasa

quimicos  mediante

adicion de agua
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Liasas EC4
Isomerasas ECS5
Ligasas EC6

Ruptura de enlaces
quimicos sin la
intervencion de agua
u oxidacion
Reordenamiento  de
atomos dentro de una
molécula
(Isomerizacion)
Formacion de enlaces
quimicos acoplada a
la hidrolisis de ATP u

otro nucledtido

Piruvato

descarboxilasa

Fosfoglucosa

isomerasa

ADN Ligasa

Nota. Adaptado de (Berg et al., 2010).

3.1.1 Oxidorreductasas

Son una clase de enzimas que catalizan reacciones de oxidacion-reduccion, es decir,

transferencias de electrones entre sustratos. Estas enzimas pueden oxidar un sustrato mientras que

simultdneamente reducen otro sustrato. Las oxidorreductasas son de vital importancia en una

amplia variedad de procesos bioldgicos, incluyendo el metabolismo energético, la detoxificacion

de compuestos toxicos y la sintesis de biomoléculas. La nomenclatura y clasificaciéon de estas

enzimas suele basarse como en el sustrato principal como en el tipo de coenzima que requiere para
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funcionar en la tabla 3 se aprecia como se subdivide segun el tipo de donador y aceptor de

electrones involucrados (Berg et al., 2010; Nelson & Cox, 2004).

Tabla 3

Clasificacion Oxidorreductasas.

Subclase EC Reaccion Ejemplo
Catalizada
Oxidasas EC 1.1 Catalizan Alcohol oxidasa

transferencias  de
electrones al
oxigeno molecular
(02)
Deshidrogenasas  EC 1.2 Catalizan la Lactato

transferencia  de deshidrogenasa

hidrogeno a
aceptores

Reductasas EC1.3 Catalizan Glutation
reacciones de Reductasa
reduccion en
sustratos

especificos.




BIOSENSOR MODIFICADO CON H202 DORMIDERA 24

Peroxidasas EC1.11 Utilizan H>0, Peroxidasa de
como aceptor de rabano picante
electrones

Oxygenassas EC1.13 Catalizan la Triptéfano
incorporaciéon de oxigenasa
oxigeno molecular
en el sustrato

Hidroxilasas EC1.14 Catalizan adicion Fenilalanina
de un  grupo hidroxilasa

hidroxilo en una

molécula
Reductasas con EC 1.7y EC 1.8 Actuan sobre Nitrato reductasa
nitréogeno o azufre compuestos como

nitrogeno o azufre

como sustratos

Nota. Adaptado de (Berg et al., 2010; Nelson & Cox, 2004).

3.2 Peroxidasas

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son enzimas que facilitan la descomposicion del perdxido
de hidrogeno en agua y oxigeno, lo que ayuda a las células a protegerse contra el estrés oxidativo.
Este tipo de estrés ocurre cuando se acumulan especies de reactivo de oxigeno que pueden dafar

componentes celulares esenciales como proteinas, lipidos y ADN (Su et al., 2016).Estas enzimas
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tienen la capacidad de descomponer el H>O», el cual puede ser toxico en concentraciones elevadas,
por lo cual esta enzima interviene transformandolo en productos menos dafiinos como H>O y
oxigeno molecular (O2). Este proceso es fundamental para proteger las células contra el estrés
oxidativo un proceso que puede danar componentes celular importantes (Passardi et al., 2007).La
ecuacion general catalizada por una peroxidasa y dependiente del peroxido de hidrégeno es
descrita por la ecuacion:

H,0, + AH, — 2H,0 + A (1)

3.2.1 Clasificacion de las Peroxidasas

Las peroxidasas pueden tener diferentes tipos de cofactores redox en sus sitios activos. Sin
embargo, las hemo-peroxidasas son las mdas representativas de este grupo de enzimas. Estas
ultimas poseen como grupo prostético un completo de hierro-hemo que se une a una histidina en
posicion proximal. Una excepcidn a esta regla seria las cloruro-hermoxidasas, en las cuales el
hierro actual con un enlace a un residuo de cisteina en lugar de histidina. El grupo de las hemo-
peroxidasas se clasifica en dos grandes superfamilias, estas agrupan las enzimas dependiendo de
su origen, ya que pueden venir de animales, mientras la otra su origen es de origen vegetal que
incluye hongos y bacterias (Passardi et al., 2007). Clasificandose asi

e Clase I: Esta clase esta constituida por peroxidasas intracelulares que se encuentran en

diferentes organulos subcelulares. Estas enzimas desempefan un papel crucial para la
eliminacion de perdxidos generados dentro de las células de las plantas superiores,
protegiéndolas de todo dafio oxidativo (Everse et al., 1990).

e C(lase II: Estas son secretadas por hongos y comprenden glicoproteinas monoméricas

como la peroxidasa de lignina. Estan directamente involucradas en la descomposicion

de la lignina (Everse et al., 1990).
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e C(lase III: Esta categoria estd compuesta por las peroxidasas vegetales que son
secretadas, como por ejemplo la peroxidasa del rabano picante. Son conocidas por sus
funciones especificas en distintos tejidos vegetales y su implicacion en procesos de
defensa y desarrollo (Freitas et al., 2024).

El grupo hemo de las peroxidasas es una estructura clave que permite a estas enzimas
cumplir su funcion catalitica. Este grupo prostético es una porfirina que contiene un atomo de
hierro en su centro tal como se observa en la Figura 2, el cual desempefia un papel fundamental en
las reacciones de transferencia de electrones y de oxidacion-reduccion que catalizan las
peroxidasas. El grupo hemo es esencial para la actividad catalitica de las peroxidasas. Su funcion
principal es permitir la activacion del perdxido de hidrogeno (H20:) para oxidar diversos sustratos

(Henriksen et al., 2001).

Figura 2

Estructura del grupo hemo

HOOC

COOH

Nota. Tomado de (Henriksen et al., 2001).
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El grupo hemo se puede clasificar de la siguiente forma:

Figura 3

Representacion de la superfamilia de las hemo-peroxidasas

Hemoperoxidasas|

‘ \d ‘ *

Di-Hemo

27

Prom_dasas no Catalasas Pe_roxmasas Haloperoxidasas citocromo ¢ Per(_mdasa
animales tipo DyP peroxidasa animales
A

Peroxidasa Oxidasas _ | Prostaglandina

Clase | duales H sintasa

. Linoleato diol

Peroxidasa Oxidasas sintetasa

Clase Il NADPH -
Peroxidasa Lacto-peroxida Alfa-Dioxigenasas|

Clase Ill

Peroxidasas

Eosinofil

tiroideas

Prx de
mamiferos no

Peroxidasas

Mielo-Peroxidasas

vertebrados

Nota. Adaptado de (Henriksen et al., 2001).
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3.2.2 Ciclo catalitico

Figura 4

Esquema del mecanismo de reaccion de las peroxidasas

2

RH R

Nota. Tomado de (Carretero, 2017).

La etapa inicial del proceso consiste en la incorporacion de un sustrato adecuado [Rm)] a
través de los canales hidrofobicos de la proteina. Estos canales estan compuestos por residuos de
aminoacidos apolares y conducen al sustrato hasta una posicion lateralmente adyacente al grupo
hemo. En esta ubicacion, el sustrato experimenta un proceso de oxidacion, generando un radical
libre (R-). En este punto, el Compuesto I toma un electrén del sustrato, neutralizando el cation
radical y transformandose en el Compuesto II. Este tltimo conserva propiedades oxidantes,

permitiendo la oxidacién de una segunda molécula de sustrato, lo que a su vez regenera al
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Compuesto I, completando asi el ciclo de reaccion (Carretero, 2017; Henriksen et al., 2001). El
principal aspecto de este mecanismo es la catalisis acido-base por la histidina distal, la
estabilizacion de la carga producida por la arginina distal y la estabilizacion de los altos estados de

oxidacion del atomo de hierro también son parte importante de este (Henriksen et al., 2001).

3.3 Propiedades moleculares de las peroxidasas

La actividad biologica y funcional de una enzima se refiere a su capacidad para catalizar
reacciones quimicas, lo cual estd intrinsecamente ligado a su estructura proteica. Esta estructura
es sensible a factores ambientales como la temperatura, el pH y la concentracion de sal del medio
en el que se encuentra. Las peroxidasas, al ser enzimas, también son susceptibles a cambios en las
condiciones del entorno. Por lo tanto, cada enzima posee condiciones Optimas bajo las cuales

alcanza su maxima actividad catalitica (Timberlake, et al, 2008).

3.3.1 Efecto del pH sobre la actividad de las peroxidasas

Las peroxidasas, al ser proteinas, son sensibles a las variaciones de pH en el medio, esto
llega a afectar su estabilidad estructural como su funcionalidad. Estos cambios de pH afectan la
conformacion tridimensional de la enzima, particularmente en el sitio activo, esto sucede porque
se alteran estas interacciones no covalentes que mantienen su estructura, como los enlaces i0nicos
y de hidrégeno (Alneyadi et al., 2018). Cada peroxidasa tiene un rango de pH 6ptimo en el que
alcanza su maxima actividad catalitica. Fuera de este rango, la eficiencia empieza a disminuir
significativamente debido a los efectos ya mencionados. El pH optimo varia segin factores como
el tipo de sustrato donador del hidrogeno y el buffer utilizado para el sistema, en un gran nimero

de articulos se han reportado casos que oscilan entre 4 y 7.0, la capacidad de adaptacion de la
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enzima a diferentes condiciones de pH depende netamente de su estructura especifica, pero
cualquier cambio mas alld del rango optimo compromete su funcionalidad y se arriesga a reducir
drasticamente su capacidad catalitica (Alneyadi et al., 2018; HALPIN et al., 1989; Saud Al-Bagmi

etal., 2018).

3.3.2 Estabilidad en temperatura

La actividad de la peroxidasa esta influenciada por la temperatura del entorno. A medida
que la temperatura aumenta, la actividad enzimatica también incrementa hasta alcanzar un punto
optimo. Sin embargo, temperaturas superiores a este 6ptimo suelen provocar desnaturalizacion de
la enzima, resultando en una disminucion o pérdida total de su actividad catalitica. Por ejemplo,
en un estudio sobre la peroxidasa que se extrajo de la pitahaya amarilla (Acanthocereus pitajaya),
se concluyo que la actividad de la enzima se registré un rango entre 20 y 25 °C y por encima de
estos valores se desnaturalizo (Alexander et al., 2006). Este comportamiento es consistente con el
de otras peroxidasas vegetales, donde la actividad aumenta hasta un punto 6ptimo, mas alla del
cual la actividad disminuye debido a la desnaturalizacion térmica (Alexander et al., 2006; Mendoza

& Herrera, 2012).

3.4 Generalidad de la dormidera (Mimosa pudica)

La dormidera es una planta herbicea perenne que pertenece a la familia Fabaceae
(leguminosas). También es conocida popularmente con varios nombres, como "sensitiva",
"mimosa sensitiva" o "dormilona". Es conocida por su respuesta rapida al tacto o a otros estimulos,
como la capacidad de plegar sus hojas cuando se las toca, un fendémeno llamado "seisimia”. Esta

planta es originaria de América tropical y se ha naturalizado en muchas regiones tropicales y
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subtropicales de todo el mundo. Ademds de su capacidad para cerrar sus hojas, la dormidera
también produce flores globosas rosadas o purpuras y espinas en sus tallos (Mandal et al., 2022).

Figura §

Fotografia dormidera (Mimosa Pudica)

A la fecha de este estudio no se han encontrado investigaciones similares sobre la
extraccion de peroxidasa en esta variedad en especificos, sin embargo, un previo estudio realizado
en la universidad industrial de Santander de 1998 titulado “Peroxidasa de Plantas Tropicales™ hizo
practicas sobre una especie de mimosa conocida como Mimosa Priga cuyos resultados arrojaron

un total 460 U/g por hoja de peroxidasa (Sakharov et al., 1999).

3.5 Biosensores

La division de fisicoquimica y quimica analitica de la ITUPAC define un biosensor
electroquimico como un dispositivo integrado autocontenido, capaz de proporcionar informacion
analitica especifica cuantitativa o semicuantitativa utilizando un elemento de reconocimiento

bioldgico conocido como receptor bioquimico que estd en contacto espacial directo con un
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elemento de transduccion electroquimica (Thévenot et al., 2001). La creacion de los biosensores
esta asociada con el nombre de Leland Clark quien sugirio la prueba de oxigeno en 1956 para
medir la cantidad de oxigeno en la sangre y luego describio el electrodo enzimatico que consistia
en una sonda y dos membranas de dialisis que llevan a una pequefia porcion de una solucion acuosa
de glucosa oxidasa entre ellas(Clark & Lyons, 1962).

Pero esto era solo el inicio ya que al popularizarse los biosensores e ir mejorando, con el
tiempo el nimero de enzimas y anticuerpos utilizados como parte del ensamblaje de los
biosensores aumento con rapidez, especialmente en combinacion con transductores
electroquimicos como electrodos de oxigeno o ISE sensibles al pH. La mayoria de las enzimas
introducidas en las investigaciones durante el primer periodo de la historia de los biosensores
estaban asociadas con protocolos particulares de ensayos bioquimicos ya utilizados en analisis
clinicos (Evtugyn, 2014). Asi mismo ayudo a la creacion de distinto tipos de biosensores los cuales
se puede clasificar de la siguiente manera:

Tabla 4

Clasificacion Biosensores

Componentes Transductor Analitos
Bioquimicos
Enzimas Electroquimica Drogas y sus
metabolitos
Anticuerpos Opticos Biomarcadores  de

enfermedades
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Acidos Nucleicos Microelectromecanicos Vitaminas y
antioxidantes

Receptores Masa sensitiva Metabolitos

Tejidos Entalpimétrico Contaminantes
ambientales

Células Quimicos industriales

Nota. Adaptado de (Evtugyn, 2014).
La anterior tabla al ser efectiva no clasifica de una manera 6ptima la variedad existente de

biosensores en la actualidad por lo tanto una diferente forma de clasificarla fue descrita en la misma

fuente la cual seria la siguiente.

Figura 6

Clasificacion de los Biosensores

Clasificacion de los Biosensores

Biosensor Electroquimico Biosensores Opticos 1?_”.“5 Franstuctors
1Ho0s

olométrico

—Iﬂuﬂmétﬁc& }—

E)QCM

Tubos, Tifzz, stc

Elzctrodos de matal

[=terizles Carbono

Onda Actstics
Superficial

Lruimicluminiscencia _l atitilever |

Bioluminizcencia

|| Otros

'_‘ I |zctroluminiscenciz Actuadorss

—  SPRSERS |

—Fibra Optica | _lEapa_iaRasm'.atta

whda conductmnddnica

Nota. Adaptado de (Evtugyn, 2014).



BIOSENSOR MODIFICADO CON H202 DORMIDERA 34

Por diversas razones, los biosensores comenzaron con transductores electroquimicos.
Hasta hace poco, los biosensores amperométricos han sido los mas populares, especialmente en

varios dispositivos comerciales como los glucometros o sensores de lactatos(Cho et al., 2020).

3.5.1 Biosensores Amperométricos

Un biosensor amperométrico es un dispositivo que utiliza la técnica amperométrica para
detectar y cuantificar la presencia de un analito en una muestra bioldgica. Este tipo de biosensor
se basa en la medicion de la corriente eléctrica generada por una reaccidon quimica catalizada por
un elemento de reconocimiento bioldgico, como una enzima, anticuerpo o acido nucleico, en

respuesta a la presencia del analito objetivo(J. Wang, 2008).

3.5.2 Biosensores Cataliticos

Los biosensores cataliticos son un tipo de biosensores que utilizan enzimas u otros
catalizadores biologicos para amplificar la sefial generada por la interaccion entre el analito y el
elemento de reconocimiento. Estos catalizadores biologicos aceleran las reacciones quimicas
especificas que ocurren en presencia del analito objetivo, lo que aumenta la sensibilidad y la
selectividad del biosensor (J. Wang, 2008). Estos biosensores pueden detectar una amplia gama de
analitos, desde glucosa y colesterol hasta contaminantes ambientales y biomarcadores de
enfermedades. Debido a su alta sensibilidad y selectividad, los biosensores cataliticos tienen
aplicaciones importantes en campos como el diagnostico médico, la deteccion de alimentos y agua,

y la monitorizacion ambiental (Shadman et al., 2019).
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3.6 Electrodos serigrafiados

Actualmente, los electrodos serigrafiados estdn siendo una herramienta adecuada para el
analisis electroquimico debido a sus propiedades tnicas, como tamafio pequeo, bajo limite de
deteccion, tiempo de respuesta rapido y alta reproducibilidad. Ademas, los electrodos serigrafiados
son plataformas adecuadas bien conocidas para el desarrollo de biosensores(Renedo et al., 2007).
A lo largo de los afios, los sensores basados en electrodos serigrafiados (SPEs) han surgido como
una de las principales ramas de la investigacion electroquimica para analisis rapidos, especificos,
portatiles, sensibles, de bajo costo y precisos, y se han destacado por tener aplicaciones
innovadoras (Pérez et al., 2010).

Los electrodos serigrafiados (SPEs) suelen estar compuestos por una celda electroquimica
que consta de tres electrodos: el electrodo de referencia pseudo (RE), el electrodo contador (CE)
y el electrodo de trabajo (WE), que estan impresos en un sustrato sélido(Paimard et al., 2023),

como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7

Esquema mds comun para un SPE

Electrodo
Conexion CE Electrodo de Contador

trabajo

Electrodo de
Referencia

Conexion WE Conexiéon RE

Nota. Adaptado de (Paimard et al., 2023).

3.6.1 Electrodos serigrafiados modificados superficialmente con peroxidasa
Los electrodos serigrafiados modificados con peroxidasa son dispositivos electroquimicos
en los que la superficie del electrodo se funcionaliza con la enzima peroxidasa. Esta modificacion
permite la deteccion especifica de compuestos como el peroxido de hidrégeno, aprovechando la
actividad catalitica de la peroxidasa para mejorar la sensibilidad y selectividad del sensor. En la
Tabla 5 se evidencian unos ejemplos de electrodos serigrafiados modificados superficialmente con

peroxidasa.
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Tabla §
Electrodos serigrafiados modificados superficialmente con distintas fuentes de peroxidasa.

Tipo de Electrodo Fuente Referencia

Electrodo serigrafiado de Peroxidasa extraida de pasto (Contreras, 2016)

grafeno de guinea (Panicum

maximum,)
Electrodo serigrafiado de Peroxidasa de rabano picante (Electrodos Serigrafiados
carbono  modificado con (HRP) Modificados (S1PE) | MicruX,

ferrocianuro potasico
Electrodo serigrafiado de oro
modificado con nanotubos de

difenilalanina

Peroxidasa de palma real

(Roystonea regia)

n.d.)

(Vargas, 2016)

3.7 Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas son herramientas analiticas que aprovechan la interaccion

entre la electricidad y las reacciones quimicas para investigar la composicion, estructura y

actividad de especies quimicas en solucion. Estas técnicas posibilitan la medicion de corrientes

eléctricas, potenciales o impedancias eléctricos relacionadas con diversas reacciones, como las

redox, ionizacion, adsorcion o desorcidon de especies quimicas en la interfaz entre el electrodo y la

solucion (Zoski, 2007).
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3.7.1 Cronoamperometria

La cronoamperometria es un método electroquimico empleado para analizar la velocidad
de las reacciones electroquimicas. En este procedimiento, se aplica un potencial constante a un
electrodo y se registra la corriente eléctrica que pasa a través de €l a lo largo del tiempo. Esta
técnica resulta especialmente util para examinar los procesos de difusion y para evaluar la rapidez
de reaccion de sustancias electroactivas en una solucion. La cronoamperometria tiene diversas
aplicaciones en areas como la investigacion electroquimica, la caracterizacion de materiales y el

desarrollo de biosensores (Grieshaber et al., 2008).

3.7.2 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (CV) es una técnica electroquimica potente y popular
comunmente empleada para investigar los procesos de reduccion y oxidacion de especies
moleculares. La CV también es invaluable para estudiar reacciones quimicas iniciadas por
transferencia de electrones, lo que incluye la catélisis. Dos normas son comunmente utilizadas para
reportar datos de CV, La norma americana y la norma IUPAC. Visualmente los datos reportados

en las dos normas aparecen rotados 180°(Elgrishi et al., 2018) . Tal como se aprecia en la Figura

8.
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Figura 8

Diferencia entre las 2 normas para reportar datos CV
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Nota. Adaptado de (Elgrishi et al., 2018).

Lareversibilidad en VC es una caracteristica clave ya que esta permite evaluar la eficiencia
de las reacciones electroquimicas. Se puede dar de naturaleza quimica, como cuando el producto
de la reaccion es estable y puede Re oxidarse tras su reduccion, o de manera electroquimica,
relacionada con la cinética de transferencia electronica entre el electrodo y el electrolito. Los
procesos que controlan esta propiedad es la velocidad de transporte de masa y la velocidad de
transferencia de electrones(Bard & Faulkner, 2001). Dependiendo de la relacion entre estas
velocidades, se puede clasificar de la siguiente manera

e Reversibles: Cuando la velocidad de transferencia electronica es mucho mayor que
la velocidad de transporte de masa

e Cuasi-reversibles: Cuando ambas velocidades son comparables
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e Irreversibles: Cuando la velocidad de transporte de masa supera significativamente

a la transferencia electronica.

4. Metodologia

4.1 Reactivos

Los reactivos y materiales utilizados en este estudio fueron adquiridos en los siguientes
fabricantes: Merck: sulfato de amonio, polietilenglicol (12000) (NH4):SO4 y peréxido de
hidrogeno (H202) (30% p/v); J.T Baker: guayacol (C7HsO3), acido borico H3BOs, ferricianuro de
potasio KzFe (CN)g.

La peroxidasa de dormidera (PMP) se extrajo y purifico parcialmente en el laboratorio del
Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) de Universidad Industrial de

Santander (UIS).

4.2 Extraccion y purificacion parcial de pmp

4.2.1 Extraccion

Para la extraccion de la peroxidasa de dormidera (Mimosa pudica) se empled un método
similar al descrito por Sakharov y colaboradores(Sakharov et al., 1999), con algunas
modificaciones. Se recolectaron hojas de dormidera en los terrenos de la ladrillera Santander,
ubicada en Provenza, y se lavaron con agua destilada. Una vez lavadas, se secaron y pesaron,
usando un total de 100 g. Esta cantidad se dividio en dos partes iguales de 50 g cada una, que

fueron colocadas en recipientes de plastico estériles.



BIOSENSOR MODIFICADO CON H202 DORMIDERA 41

Al recipiente se le anadieron 400 mL de solucioén buffer de fosfatos (fosfato dipotésico y
fosfato monopotasico) conocido como PBS a 100mM, en una proporciéon de 1:4 respecto al peso
de la muestra. Las soluciones fueron preparadas con tres valores de pH diferentes: 6.0, 7.0 y 8.0,
con el objetivo de determinar el pH 6ptimo para la extraccion, basado en la actividad enzimatica
obtenida. Las mezclas se agitaron en un shaker durante 24 horas a 150 rpm, a temperatura
ambiente.

Transcurrido este tiempo, el extracto fue filtrado utilizando un filtro de algodon para cafg,
y se midido el volumen obtenido. A continuacién, se determind la actividad enzimatica,
seleccionando el extracto con mayor actividad. Para la dormidera, el pH 6ptimo resulté ser 8.0.
Posteriormente, este extracto fue mezclado con los 50 g de planta reservados previamente, con el
objetivo de concentrar la POD en el extracto final. La mezcla fue nuevamente agitada en el shaker
durante 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se filtrd de nuevo, se midid el volumen y se

evalu6 la actividad enzimatica del extracto concentrado.

4.2.2 Centrifugacion y eliminacion de pigmentos

Se realiza la centrifugacion del extracto concentrado a 7000 rpm a 4 °C durante 10 minutos,
con el fin de eliminar los solidos. Posteriormente, se mide la actividad enzimatica del extracto
centrifugado.

Siguiendo la metodologia de reparto bifasico, se adiciona polietilenglicol (PEG) con un
peso molecular de 12.000, en una concentracion del 14% p/v, al extracto centrifugado. La mezcla
se agitd a temperatura ambiente hasta que los solidos se disolvieron completamente. Una vez
disueltos, se agregd sulfato de amonio ((NH4)2SOs) al 10% p/v, bajo agitacibn magnética

constante, hasta que todos los solidos se disolvieron.
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La mezcla resultante se dejo reposar en un embudo de decantacion a temperatura ambiente,
hasta que se logro la separacion completa de las dos fases, lo cual tomd aproximadamente 3 horas.
La fase clara contenia la peroxidasa, mientras que la fase oscura contenia los pigmentos

polifendlicos. Finalmente, se midi6 la actividad enzimatica de la fase clara y oscura.

4.2.3 Concentracion del extracto enzimatico

Para concentrar el extracto enzimatico, se utilizo la técnica de ultrafiltracion empleando
Amicones de 10 kDa. El extracto se centrifugd durante 30 minutos a 5000 rpm y a una temperatura
de 4 °C. Posteriormente, se midio la actividad enzimatica tanto del extracto concentrado como del
sobrenadante. Tanto este extracto como los obtenidos en etapas anteriores se reservaron en un
congelador a -20 °C, con el objetivo de asegurar la conservacion de la proteina y permitir su uso

en ensayos posteriores.

4.2.4 Determinacion de proteinas mediante un Kit de cuantificacion de proteinas por

el método de acido bicinconinico (BCA) Pierce™

La determinacion de la concentracion de proteinas en las diferentes etapas de la semi-
purificacion de PMP se llevo a cabo utilizando el kit colorimétrico de BCA. Se siguieron todos los
pasos estandarizados y explicados en el manual del kit, desde la preparacion de la curva de
calibracion hasta el tratamiento adecuado de las muestras. Las mediciones se realizaron en el
equipo de microplacas Multiskan Sky de Thermo Fisher Scientific, ejecutando cada lectura por

triplicado para asegurar la precision y reproducibilidad de los resultados.
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4.2.5 Determinacion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica de la PMP se determin6 mediante la medicion de las velocidades
iniciales, utilizando guayacol como sustrato. La velocidad de aparicion del producto fue evaluada,
aprovechando que el guayacol tiene un coeficiente de absorcion molar de 5200 M'cm™.

Se preparo6 un sustrato que contenia 40 puL de guayacol, 10 pL de H>O> y 20 mL de PBS.
De esta solucion, se afiadieron 3 mL a una celda de cuarzo, a la que posteriormente se agregaron
99 uL de extracto enzimatico disuelto en una proporcion 1:10 en PBS. Las mediciones se realizaron
en un espectrofotometro UV-VIS, cuantificando la variacion de absorbancia a 470 nm durante 2
minutos.

Una unidad de actividad peroxidasa (U) se definié como la cantidad de enzima necesaria
para oxidar 1 umol de guayacol por minuto. La actividad especifica se expresd en unidades de
peroxidasa por miligramo de proteina (U/mg), mientras que la actividad volumétrica se reportd

como U/mL de proteina.

4.3 Caracterizacion bioquimica parcial de la pmp

4.3.1 Estabilidad de la PMP a diferentes pH

Para evaluar la estabilidad de la enzima frente a diferentes pH, se prepar6 una solucion de
buffer universal compuesta por acido borico, acido acético y acido fosforico (todos a 100 mM),
ademas de hidréxido de sodio (10 mM). El buffer se ajusto apH 2, 4, 6, 8, 10 y 12, respectivamente.
Posteriormente, se tomaron 990 pL de cada solucioén de pH y se mezclaron con 10 pL de extracto

enzimatico, dejando las mezclas en incubacion durante 2 horas.
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Transcurridas las 2 horas, se procedio a medir la actividad enziméatica como se describe en
la seccion 2.2.5, con la excepcion de que el sustrato se prepard de la siguiente manera: 5 mL de la

solucion de cada pH, 2.5 pL de H20: y 10 pL de guayacol para medir la actividad enzimatica.

4.3.2 Estabilidad a diferentes temperaturas

Para evaluar la termo estabilidad de la enzima, se llevaron a cabo dos ensayos diferentes.
En el primer ensayo se busc determinar la temperatura a la cual la enzima presenta el cambio de
actividad significativo inicial, distinta de la temperatura ambiente (25 °C). En el segundo ensayo,
se utiliz6 la temperatura 6ptima obtenida en el primer ensayo como constante, tomando alicuotas
para medir la actividad enzimadtica a lo largo del tiempo.

En el primer ensayo, se prepararon 25 mL de una solucion 1:10 del extracto enziméatico
con PBS pH 8.0 (100 mM), mezclando 0.25 mL de extracto con 24.75 mL de PBS. La solucion se
calentd gradualmente hasta alcanzar una temperatura de 40 °C. A partir de este punto, se tomaron
alicuotas cada 5 °C (45 °C, 50 °C, 55 °C, etc.) hasta llegar a 80 °C. Cada alicuota fue enfriada a
25 °C antes de medir su actividad enzimatica. Tras comparar las actividades enzimaticas, se
determind que la temperatura 6ptima era 50 °C, ya que a partir de esta temperatura se observo un
decrecimiento significativo en la actividad respecto a la temperatura ambiente.

En el segundo ensayo, utilizando la temperatura dptima de 50 °C, se prepar6d una nueva
solucion 1:10 de extracto con PBS en las mismas condiciones. La solucion se calent6é de forma
constante hasta alcanzar y mantener los 50 °C. Se tomaron alicuotas cada 10 minutos, las cuales
se enfriaron a 25 °C antes de medir su actividad enzimadtica. Este procedimiento permitio evaluar
la estabilidad de la enzima bajo condiciones de temperatura elevada a lo largo del tiempo,

analizando cémo su actividad se ve afectada por la exposicion prolongada al calor.
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4.4 Modificacion de la superficie de los electrodos con el extracto enzimatico

La modificacion de electrodo serigrafiado con nanoparticulas de oro se llevd a cabo
mediante la inmovilizacion de la PMP, para lo cual se depositd 10 uL. de enzima y se dejo secar a

temperatura ambiente por durante 24 horas.

4.5 Caracterizacion por metodos electroquimicos

Para las mediciones electroquimicas se utilizo el equipo AUTOLAB POTENTIOSTAT
GALVANOSTAT procesando los datos con el software NOVA (NOVA 1.10.1.9 software for
autoklab instruments).

El montaje experimental implica conectar el equipo AUTOLAB POTENTIOSTAT
GALVANOSTAT a los tres electrodos del electrodo serigrafiado (110), el electrodo debe
permanecer en contacto con la solucion electrolitica durante las mediciones como se observa en la
Figura 9. Este sistema de medicion estd vinculado a una computadora donde se ejecuta el software

NOVA en el cual se proceso todos los datos.
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Figura 9

Electrodos serigrafiados instalados en el equipo sin y con solucion electrolitica respectivamente

4.5.1 Caracterizacion de los electrodos por voltamperometria ciclica mostrando

respuesta enzimatica del electro con peroxido de hidréogeno y PBS

Se utilizaron 8 electrodos, de los cuales 6 fueron modificados con diferentes extractos
enzimaticos: 2 con extracto concentrado, 2 con extracto de reparto bifasico y 2 con extracto
ultrafiltrado. Los extractos utilizados se habian reservado durante todas las etapas del proceso de
extraccion con el objetivo de seleccionar el mas adecuado para continuar con los experimentos

posteriores.
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Tras un periodo de 24 horas de inmovilizacion, los electrodos se conectaron al equipo y se
configuraron los parametros de medicion. Estos incluyeron un rango de voltaje de 1 a -1 V, una
velocidad de barrido de 50 mV/s.

Para las mediciones, se agregaron 10 puL de una solucion de H202 a 1 mM a un electrodo
de cada tipo de extracto modificado (tres en total) y a un electrodo sin modificar (control). Esto
permitio comparar la respuesta electroquimica de los electrodos modificados frente a la solucion
de peroxido de hidrégeno. El procedimiento se repitio utilizando una solucion buffer PBS en lugar
de H20:, con el mismo propdsito de evaluar y comparar la respuesta de los electrodos.

Al analizar los resultados obtenidos, se decidid utilizar el extracto ultrafiltrado para los
ensayos posteriores. Esto se debid a que presentd un buen potencial de reduccién y, al mismo

tiempo, una alta actividad enzimatica en comparacion con el extracto concentrado.

4.5.2 Efecto de diferentes concentraciones de H20:2 sobre el electrodo modificado

Utilizando la misma configuracion mencionada previamente, se inmovilizaron 6 electrodos
con 10 pL de extracto ultrafiltrado. Tras un periodo de 24 horas, los electrodos se conectaron al
equipo de medicion. A cada uno de ellos se les agregd 10 pL de solucion de H20: con diferentes
concentraciones: 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM y 5 mM, respectivamente. El objetivo de
este experimento fue analizar como varia el pico de reduccidon del analito en funcion de la
concentracion de H.0:, observando si el incremento en la concentracion del perdxido genera una
mayor intensidad de corriente reductora, lo que indicaria una respuesta catalitica proporcional al

aumento del analito.
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4.5.3 Caracterizacion del electrodo por voltamperometria ciclica usando ferricianuro

de potasio

El ferricianuro de potasio es un electrolito modelo ampliamente utilizado en la
caracterizacion de electrodos debido a la claridad con la que se presentan los voltamperogramas
ciclicos, lo que facilita la observacion del proceso redox del par Fe?"/Fe**. Para este experimento,
se prepar6d una solucion de 100 mM de Ks [Fe (CN)e], y las mediciones se realizaron con una
velocidad de barrido de 50 mV/S en un rango de potencial de 0.6 V a -0.6 V. Este intervalo de
potencial permiti6 visualizar de manera clara el proceso redox del ferricianuro sobre la superficie
del electrodo.

El procedimiento consistio en inmovilizar 10 pL del extracto ultrafiltrado sobre la
superficie del electrodo. Una vez que el extracto se seco, el electrodo se conectd al equipo de
medicion y se le afiadieron 30 pL de solucion de ferricianuro. Ademas, se utiliz6 un electrodo sin
modificar al que también se le agregaron 30 pL de ferricianuro, funcionando como control.
Posteriormente, se llevaron a cabo las mediciones necesarias para analizar el comportamiento

electroquimico y comparar los resultados obtenidos.

4.5.4 Efecto de velocidad de barrido sobre la respuesta del peroxido de hidrogenos del

electrodo modificado

Se inmovilizé un electrodo con 10 pL de extracto ultrafiltrado, al cual se le afiadieron
posteriormente 10 pL de H.O> a 1 mM. Luego, se procedio a realizar mediciones utilizando
diferentes velocidades de barrido, que incluyeron 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 y 500

mV/s, dentro de un rango de potencialde 1 Va-1V.
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4.5.5 Efecto de posibles interferencias en la deteccion de Peroxido de Hidrégeno en

los electrodos modificados

Se inmovilizaron 3 electrodos con 10 pL de extracto ultrafiltrado, a los cuales se les
afiadieron sustancias diferentes: glucosa, etanol y acido citrico, cada una a una concentracion de
0.5 mM. Posteriormente, se llevd a cabo la medicién de voltamperometria con el objetivo de
identificar sefales que pudieran indicar una posible interferencia en la respuesta electroquimica.
Los resultados obtenidos fueron comparados con los datos de la seccion 2.5.2, utilizando como

referencia los valores registrados para una concentracion de H-O2 a 5 mM.

5. Analisis y resultados

5.1 Extraccion y semi-purificacion de PMP

La actividad enzimatica de los extractos fue utilizada como criterio para comparar la
eficiencia de la extraccion y las etapas de semi-purificacion. Este célculo se realiza a partir de la
derivada de la ecuacion en base a la ley de Lambert-Beer (Ecuacion 2) respecto al tiempo, gracias
a que vincula la concentracion del analito con la absorbancia. Obteniendo la formula aplicada

(Ecuacion 3) donde VT es el volumen total de la celda en mL, FD es el factor de dilucion del

extracto, d4/dt estiens!, e en mMcm! y b en cm.

A= ebc (2)
dA _ b dc
a2 de
dc B dA/dt

dt &b
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. . dA/dt
Actividad enzimatica = 5 60 * FD = Vi [U] (3)

Con base a estudios (Caicedo et al., 2009; Cuervo et al., 2009) realizados con diferentes
productos como el fruto del lulo (Solanum Quitoense) y la flor del clavel (Dianthus Caryophyllus)
para la extraccion de peroxidasa se decidid realizar un ensayo a diferentes pH esto para seleccionar
el 6ptimo para realizar la extraccion, los pH utilizados fueron 6, 7 y 8 respectivamente. Al realizar
las mediciones, se obtuvieron los resultados los cuales fueron tabulados en la Tabla 6 y comparados
bajo % de actividad relativa en la Figura 10. Como se evidencia tanto en la tabla como en la grafica
el pH optimo es 8 ya que es el que ofrece una mayor actividad en comparacion con los valores de

pH 6 y 7 respectivamente.

Figura 10

Extractos de PMP a diferentes pH de solucion buffer de fosfatos

' VLV VA NN N RN

..




BIOSENSOR MODIFICADO CON H202 DORMIDERA 51

Tabla 6

Resultados de actividad enzimatica volumétrica en funcion del pH

pH Actividad enzimatica  volumétrica
(U/mL)
pH 6 0.0243
pH 7 0.438
pH 8 0.543
Figura 11

Relacion entre la actividad relativa y el pH durante el proceso de extraccion de PMP
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Nota. El sustrato utilizado fue guayacol y H>O; para todos los parametros.
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Las plantas fueron recolectadas cuidadosamente utilizando guantes para evitar cualquier
interferencia o contaminacién de los pigmentos presentes. Los tejidos de las plantas suelen
contener compuestos como lipidos, pigmentos, fenoles, etc. (Du et al., 2022). Los cuales pueden
interferir en la enzima a la hora de ser extraida, por lo tanto, una vez se obtiene el extracto
concentrado en la solucion 100mM de PBS a 8.0 se procede a centrifugar a 5000 rpm a 4°C por
15 minutos para eliminar material particulado. Seguidamente, se lleva a cabo el reparto bifasico
con PEG 12000 y (NH4)2SO4 al 14% (Centeno et al., 2017) en la cual se recolecto la fase clara 'y
se descarto la oscura esto tras dos horas de separacion. Finalmente se llevd a cabo una ultima
filtracion utilizando amicones de 30kDa por 30 minutos a 5000 rpm y a 4°C, y se reservo el
extracto que probablemente contenga la POD con un valor de actividad mas alto en comparacion
con las otras etapas. En la Figura 12 se observa todos los procedimientos que se llevaron a cabo

para la extraccion final de la PMP.
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Figura 12

Etapas en la extraccion y semi-purificacion de la PMP

Nota. Siguiendo la numeracién: 1 hojas después de lavado, 2 y 3 extraccion y centrifugacion, 4

reparto bifasico, 5 ultrafiltracion y 6 producto final.
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Tabla 7

Datos de actividades en las diferentes etapas de purificacion de PMP

Etapa Volumen Actividad Actividad Actividad Proteina  Rendimiento Factor de
[mL] Volumétrica Especifica total [U]  total Purificacion
[U/mL] [U/mg] [mg/mL]
Extraccion 365 2,03 0,621 0,0671 3,27 100 1
Reparto 265 5,40 10,1 0,178 0,533 265 16
bifasico
Ultrafiltrado 4,50 4,16 9,36 0,137 0,444 204 15

En la Tabla 7, se presentan los datos correspondientes a las etapas de purificacion de PMP.
Durante el proceso, el contenido total de proteinas disminuye de un valor inicial de 3,27 mg/mL
en la etapa de extraccion a 0,444 mg/mL después del ultrafiltrado. Esto refleja la eliminacion de
proteinas no deseadas, logrando un aumento en la pureza relativa de la enzima. A medida que
avanza la purificacion, se observa un incremento significativo en la actividad especifica, que
aumenta de 0,621 U/mg en la etapa de extraccion a 10,1 U/mg tras el reparto bifasico, y a 9,36
U/mg después del ultrafiltrado.

El rendimiento global del proceso es un parametro critico, que indica la proporcion de la
actividad enzimatica total recuperada al final de cada etapa, tomando como referencia la actividad
inicial. En este caso, el rendimiento disminuye progresivamente, alcanzando 204% después del
ultrafiltrado. Este fendmeno puede explicarse por pérdidas inevitables de enzima durante los pasos
de separacion, especialmente en la etapa de ultrafiltracion, donde una fraccion de la enzima puede

quedar retenida en la membrana o en residuos del sistema. Por otro lado, el factor de purificacion
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evalua la eficacia del proceso, definiendo cuantas veces se ha incrementado la pureza de la enzima
respecto a la muestra inicial(Andrade et al., 2021). En este estudio, el factor de purificacion
aumenta significativamente, pasando de 1 en la extraccion a 16 tras el reparto bifasico, y se
mantiene alto en 15 después del ultrafiltrado. Este incremento refleja la capacidad del sistema para
eliminar proteinas no deseadas mientras concentra la enzima.

Es importante destacar que el reparto bifasico es un método altamente eficaz para la
separacion de proteinas gracias a las interacciones moleculares especificas entre la enzima y
compuestos como el PEG o el sulfato, segtn lo descrito por Rito-Palomares(Rito-Palomares et al,
2017). Este sistema permite la conservacion de la actividad catalitica, ya que no expone a la enzima
a condiciones desnaturalizantes. Finalmente, la etapa de ultrafiltracion, que utiliza una membrana
semipermeable, clasifica las moléculas segun su tamafio, concentrando aiin més la enzima deseada

para obtener una preparacion de alta pureza(Benavides & Rito-Palomares, 2008).

5.2 Caracterizacion bioquimica de PMP

5.2.1 Estabilidad a diferentes pH

La estabilidad frente al pH es un pardmetro critico en el estudio de enzimas, ya que
proporciona informacion sobre las condiciones Optimas para su actividad y conservacion. Las
enzimas, al ser proteinas, dependen de su estructura tridimensional para llevar a cabo su funcion
catalitica, y esta estructura puede verse alterada en entornos con valores extremos de pH. Conocer
el rango de pH en el cual una enzima mantiene su actividad permite optimizar su uso en
aplicaciones industriales, como procesos agroalimentarios, de biocatalisis y de tratamiento
ambiental, ademas de proporcionar datos ttiles para su almacenamiento y formulacion.

Adicionalmente, esta informacion es clave para el disefio de procesos donde las enzimas son
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utilizadas en condiciones especificas de pH, asegurando su maxima eficiencia y reduciendo costos
operativos(Illanes, 1999; Stepankova et al., 2013).

Al realizar mediciones de actividad enzimatica de la PMP en un rango de pH de 2 a 12,
como se observa en la Figura 13 se determiné que esta enzima mantiene su maxima estabilidad a
un pH de 4, donde conserva el 100% de su actividad original. Sin embargo, cuando el pH se aleja
de este valor, hacia extremos acidos o basicos, se observa una pérdida significativa de actividad,
siendo 60% a pH el ultimo valor importante antes de desnaturalizarse. Este comportamiento este
alineado con otras peroxidasas de origen vegetal, cuya actividad 6ptima se encuentra generalmente
en un rango de 4.0 a 7.0 (Galende, 2016). Esta pérdida de actividad en pH extremo puede atribuirse
a la desnaturalizacion de la estructura proteica, especialmente en el grupo hemo, que es esencial
para la funcionalidad del sitio activo. Cambios de pH pueden alterar las interacciones
electrostaticas y la ionizacidn de residuos clave en la proteina, afectando tanto la afinidad por los

sustratos como la capacidad catalitica (Illanes, 1999; Kalsoom et al., 2015; Regalado et al., 2004).
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Figura 13

Actividad enzimdtica de la PMP a diferentes pH
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Tabla 8

Rango optimo de pH y temperatura para la actividad de peroxidasas de origen vegetal

Fuente de POD pH optimo Temperatura optima Referencia

°O)
Rabano Picante 7.0 30 (Lavery et al., 2010)
(Armoracia

rusticana)
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Rabano negro turco 6.5 30 (Kalin et al., 2014)

(Brassica  oleracea

var. Capitata f. rubra)

Nabo (Brassica 6.0 45 (Rodriguez., 2011)
napus)

Jengibre  (Ziingiber 6.0 50 (El-Khonezy et al.,
Officinale) 2020)

Pasto de Guinea 6.0 * (Centeno et al., 2017)

(Panicum maximum)

Dormidera (Mimosa 4.0 30-50 Este texto

Pudica)

El pH 6ptimo de la HRP se encuentra en un rango de 7.0 a 8.0 (Lavery et al., 2010), lo que indica
que esta enzima funciona eficientemente en condiciones cercana a la neutralidad de pH. Sin
embargo, mas alla de este rango, la HRP pierde significativamente su actividad enziméatica debido
a alteraciones estructurales asociadas a cambios en el entorno i16nico, que afectan la funcionalidad
del grupo hemo en el sitio activo. Por otro lado, la PMP muestra un comportamiento diferente, ya
que mantiene un alto porcentaje de actividad en medios 4cidos, lo que podria explicarse por una
mayor estabilidad en su estructura proteica en condiciones, posiblemente debido a la presencia de
interacciones electrostaticas que estabilizan la conformacion activa de la enzima (Illanes, 1999).

En medios bésicos, la PMP pierde progresivamente su naturaleza catalitica debido a la
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desestabilizacion de su estructura tridimensional, lo que genera la desnaturalizacion parcial o total
del grupo hemo, reduciendo significativamente su actividad enzimatica. Este contraste entre la
HRP y la PMP resalta las diferencias estructurales y adaptativas entre peroxidasas de origen

vegetal, lo cual es relevante para sus posibles aplicaciones industriales.

5.2.2 Termoestabilidad

Para realizar este estudio se calentd una solucidn con la enzima, se midi6 la actividad en
diferentes alicuotas entre 40 y 80 °C cada 5 grados. En la Figura 14 se presenta la actividad relativa
para cada temperatura que se midi6 la PMP donde se muestra que esta se mantuvo estable hasta
los 50 grados que ain conservaba el 80% de su actividad. Después la actividad se reduce
drésticamente desnaturalizdndose.

Estudiando el proceso de inactivacion térmica se tomo la misma solucion y se calentd hasta
llegar a 50 °C que fue la temperatura optima se dejo incubar e inmediatamente se tomo6 alicuotas
cada 10 minutos las cuales se dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente y se midio la
actividad para ver cudl era su cambio en funcion del tiempo como se muestra en la Figura 15.

El andlisis del proceso de inactivacion térmica puede interpretarse como una conversion
de un solo paso, en el cual la enzima en su estado nativo se transforma en una forma
desnaturalizada como consecuencia de la exposicion a altas temperaturas.(Aymard & Belarbi,
2000) Para analizar el proceso como una reaccion de primer orden, se utiliza la ecuacion (4)
conocida como ecuacion cinética de primer orden que permite modelar la inactivacion de la
actividad enzimatica en funcion del tiempo, en donde A: es la actividad enzimética a un tiempo t,

Ao es la actividad enzimadtica inicial, t es el tiempo y k es la constante de inactivacion térmica.
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A kt
L _ ekt (g
L=

La constante de inactivacion térmica (k) es un pardmetro que describe la velocidad a la cual
una enzima pierde su actividad bajo condiciones de calor (Ceron et al., 2016). Esta constante se
obtiene al ajustar los datos experimentales de la actividad enzimatica residual a lo largo del tiempo
a un modelo cinético de primer orden, donde la pendiente de la gréafica del logaritmo natural de la
actividad residual frente al tiempo corresponde al valor de &. Un valor alto de £ indica una
inactivacion mas rapida de la enzima, mientras que una mas bajo sugiere una mayor estabilidad
térmica.

En base a esto al realizar el ajuste lineal de la ecuacion de Ln (Ay/Ao) = -0.746-0.178t con
un coeficiente de det4erminacion de R?= 0.9824 demuestra que el modelo cinético de primer orden
describe adecuadamente el proceso de inactivacion como muestra la Figura 16. Obteniendo un
valor de constante de inactivacion térmica de k=0.178 min™, esto no significa directamente que la
enzima pierde una cantidad fija de actividad por minuto, sino que cuantifica ola fraccion de

actividad enzimatica que pierde se pierde en fusion del tiempo.
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Figura 14

Actividad relativa de la PMP a diferentes temperaturas
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Figura 15

Actividad de la PMP a una temperatura constante en funcion del tiempo
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La PMP tiene una constante de inactivacion similar a la de la mashua (7ropaeolum tuberosum)
cuya k es 0.1466 min! y 0.4230 min! a partir de los 60 °C (Aronaca H. et al., 2022). Estos valores
relativamente altos indican que la enzima experimenta una rapida pérdida de actividad catalitica
cuando se incrementa la temperatura por encima de este umbral. Esto sugiere que la PMP, al igual
que la peroxidasa de mashua, tiene una estabilidad térmica limitada, lo que restringe su aplicacion
en procesos industriales o biotecnologicos que requieren condiciones de operacion a temperaturas

elevadas.
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Figura 16

Cinética de la inactivacion termica de PMP
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5.3 Modificacion de electrodos con el extracto enzimatico y caracterizacion

electroquimica.

Posteriormente, se deja la PMP secar sobre la superficie del electrodo a temperatura

ambiente durante 24 horas para permitir su completa adsorcion como lo muestra la Figura 17.
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Figura 17

Modificacion superficial del electrodo de SPGE con PMP

2 Metrohm \\Q\J

DropSens
110D P

24 horas

5.3.1 Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados

En las mediciones de VC realizadas para las tres etapas de purificacion como se observa
en la Figura 18, se encuentran diferencias significativas en los pardmetros electroquimicos, la etapa
concentrada presentd un comportamiento mas favorable, con corrientes anddicas y catddicas de
Ipa=48.2nA e Ipe= -42.51A mas cercanas a la reversibilidad ideal Ie/Ipa=0.881 y un AEp de 1160
mv, reflejando una interaccion eficiente entre la enzima y el electrodo. En contraste, la etapa de
reparto Bifasico mostré un mayor AEp = 1250mv y un menor Ip¢/Ipa = 0.474 indicando una mayor
irreversibilidad en la transferencia de electrones, probablemente debido a una menor estabilidad
de la enzima. Finalmente, en la etapa de Ultrafiltrado, se observo un deterioro significativo en los

paradmetros electroquimicos, con una corriente anddica reducida de Ip.= 38.2 nA y un cociente
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anormalmente alto de 8.32, sugiriendo una posible desorcién de la enzima o acumulacién de

producto de reaccion(Bard & Faulkner, 2001).

Tabla 9

Valores corrientes y voltaje de los picos en el CVs con PBS pH 8.0

Etapa Epa[mV] Epc[mV] Ipa[pA] Ipc [pA] AEp [mV] Ipc/Ipa
Purificacion

Concentrada 468 -690 48,2 -42,5 1160 0,881
Bifasica 711 -542 50,1 -23.8 1250 0,474

Ultrafiltrado 748 -479 38,2 -318 1230 8,32
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Figura 18

Voltamperogramas ciclicos
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Nota. Las muestras fueron sometidas en solucion de PBS a pH 8.0 modificados con diferentes
etapas de purificacion de PMP.

Para evaluar la reversibilidad de los electrodos modificados, se emplea un CV utilizando
ferricianuro de potasio (Ks3[Fe (CN)s]) como electrolito modelo. Este compuesto es ampliamente
utilizado para la caracterizacion de sistemas electroquimicos debido a la claridad de sus picos
redox y la naturaleza reversible de su reaccion (Pérez-Cordoves et al., 2016). En la figura 19 se
observa los VCs que se obtuvieron para el electrodo modificado con PMP y otro para el electrodo
sin modificar en una solucion 10 mM de K3[Fe(CN)s]).

Los voltamperogramas obtenidos presentan picos bien definidos de oxidacion y de
reduccion para los dos sistemas analizados (Figura 19), y los pardmetros claves ser pueden

observar en la Tabla 10. En el caso del electrodo sin modificar su pico anddico a 282 mV,
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correspondiente la reduccion del [Fe(CN)s]* y un pico catddico a -151 mV, asociado para la
oxidacion del [Fe(CN)s]*(Martinez & Alvarez, 2018; J. Wang et al., 2023), conforme a la ecuacion
descrita en la ecuacion (5). Por otro lado, para los electrodos modificados con PMP, los picos se
presentan a 203 mV y -119 mV, respectivamente, reflejando cambios en las interacciones del
sistema redox con la superficie de electrodo.
[Fe(CN)6]™® + e~ = [Fe(CN)6]™ (5)

La diferencia de potencia AEp fue de 433 mV para el electrodo sin modificar y se redujo a
332 mV para el electrodo modificado con PMP. Esta disminuciéon en AEp sugiere que la
modificacién mejora la reversibilidad del sistema [Fe(CN)¢]*/[Fe(CN)s]* al facilitar la
transferencia electronica entre el electrodo y el electrolito(Geleta, 2024). Ademas, las corrientes
asociadas mostraron cambios significativos, con un I,a de 845 pA y un I,c de -939 pA para el

electrodo modificado.
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Figura 19
VC en solucion 10 mM de (K3[Fe(CN)s]) en electrodos modificados con PMP
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Tabla 10

Valores de corriente y voltaje de los CVs con (K3[Fe (CN)g])

Electrodo  Epa[mV] Epc[mV] Ipa[upA] Ipc [pA] AEp [mV]  Ipc/Ipa

Ferri solo 282 -151 845 -1080 433 1.28

Ferri+tPMP 203 -119 686 -939 322 1.23

Como se observa en la tabla 10 la relacion entre los picos anddicos y catddicos para el Ferri solo
fue de 1.28 y para el electrodo modificado fue de 1.23. Para que un proceso sea reversible la

relacion de Ipe/Ipa debe ser igual cercana al 1, ya que esto sugiere que estas especies son similares
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en magnitud, sugiriendo que la especie electroactiva se oxida y se reduce de manera eficiente en
ambas direcciones, manteniendo un equilibrio dinamico durante el ciclo de potencial
aplicado.(Sanchez Calvo, 2014). Esto quiere decir que el proceso llevado a cabo con el electrodo
modificado, al estar en un valor cercano a 1, es una reacciéon idealmente reversible o
cuasirreversible, ya que no la tasa de los electrones no es lo suficientemente rapido para mantener

el equilibrio Nernstiano.(Bagoétiskiaei, 2006)

5.3.2 Reduccion biolectrocatalitica del peroxido de hidrogeno

La reduccion del H2O; es un proceso que se estudia ampliamente gracias a su relevancia
en diversos campos, entre los mas importantes destacan la biotecnologia, la quimica analitica y la
medicina. El peroxido de hidrogeno es un compuesto clave en reacciones enzimaticas catalizadas
por peroxidasas, las cuales estan involucradas en la desintoxicacion de compuestos reactivos de
oxigeno, asi como en aplicaciones industriales y ambientales, tales como aguas residuales y la
biosintesis de compuestos de interés. Ademads, el H2Oz se utiliza como indicador en sensores
electroquimicos para la deteccion de biomoléculas, ya que su reduccion genera sehales
electroquimicas detectables que permiten cuantificar su concentraciéon con alta sensibilidad y
especificidad (Tiwari et al., 2012; Xing et al., 2022).

Es importante estudiar este proceso mediante el uso de electrodos serigrafiados ya que
estos ofrecen una alternativa economia, reproducible y versatil para aplicaciones electroquimica,
debido a que estos pueden realizar andlisis en pequefas cantidades de muestra y en condiciones de
campo(Wongkaew et al., 2019).

Se prepararon cinco electrodos: cuatro se modificaron con PMP y uno se utilizd sin

modificar, al momento de realizar las mediciones se les adiciono 10 pL de HoO> 1 mM. Este
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enfoque experimental permite evaluar la actividad catalitica de la enzima inmovilizada y la

eficiencia de la modificacion del electrodo (Centeno et al., 2017).

Figura 20

Voltamperogramas ciclicos en solucion de peroxido de hidrogeno modificado con PMP en

diferentes etapas de purificacion
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Los valores de potencial para los picos catodicos de reduccion fueron de -.0581 V para la
fase de extraccidon concentrada, -0.540 V para la fase de reparto bifasico y -0.535 V para la fase de
ultrafiltrado. Esta disminucion sobre el potencial es beneficioso para la deteccion del H2O», ya que
reduce la posibilidad de reacciones interferentes, disminuye la corriente de fondo y los niveles de

ruido. Al facilitar la deteccion del H2O2, mejora significativamente la precision y exactitud de las
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mediciones, lo cual es crucial en muchos puntos para aplicaciones analiticas.(Centeno et al., 2017,

Higuera & Tristancho, 2006).

Tabla 11

Diferentes estudios sobre reduccion biolectrocatalitica del peroxido de hidrogeno

Fuente de POD Electrodo Pico catddico Referencia

HRP Calomelanos -0.6 V vs SCE (Matheus et al., 2007)
Saturado (SCE)

Microperoxidasa-11  Grafito-epoxi -0.3 Vvs Ag/AgCl (Antonio, 2022)

Pasto de Guinea Serigrafiados de -0.5vsAg/AgCl (Contreras, 2016)

(Panicum Maximum)  grafeno (ESG)
Pasto de Guinea ESG y Oxido de -0.6 V ESG y -0.5 (Castillo et al., 2022)

(Panicum Maximum)  grafeno (ESOG) ESOG

Como se observa en la Tabla 11, al comparar los valores de potencial de reduccion del
H:0, los resultados obtenidos en este estudio con la PMP muestran valores cercanos o incluso
mejores que los reportados en estudios previos. Los potenciales de reduccion de -0.581 V para la
fase de extraccion concentrada, -0.540 V para la fase de reparto bifasico y -0.535 V para la fase de
ultrafiltrado son mas positivos en comparacion con los valores reportados para otras peroxidasas,
como la HRP (-0.6 V vs SCE) y la Microperoxidasa-11 (-0.3 V vs Ag/AgCl). Esto resalta la
eficiencia de la PMP como un biocatalizador prometedor para la deteccion del perdxido de
hidrogeno, ya que su menor sobrepotencial mejora la sensibilidad y selectividad del sistema,

reduciendo posibles interferencias y optimizando el desempeno analitico.
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Figura 21

Mecanismo de reduccion directa biolectrocatalitica de H2O» en electrodos funcionalizados con

peroxidasa
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Nota. Adaptada de (Ruzgas et al., 1996).

En la figura 21 se presenta un mecanismo que describe los pasos fundamentales en la
reduccion directa biolectrocatalitica del perdxido de hidrogeno cuando interactia con electrodos
modificados con peroxidasa. Este proceso involucra la formacion de intermedios reactivos como
el compuesto I (Fe*'=0, P") y el compuesto II (Fe*'= 0), los cuales son esenciales para la

transferencia secuencial de electrones que culmina en la reduccion completa del H>O» en agua.
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También resalta el papel de la ferriperoxidasa (Fe*") como punto de inicio y final del ciclo
catalitico.

El mecanismo de la reduccion directa biolectrocatalitica del H>O: en electrodos
modificados superficialmente con peroxidasa, represando en la Figura 21. involucra la interaccion
del H20: con la ferriperoxidasa (Fe*"). Inicialmente, el H,O» oxida la ferriperoxidasa, formando
un intermediario reactivo denominado compuesto I (Fe*'=0, P*). Este intermediario luego sufre
dos procesos secuenciales de reduccion. En el primero, se forma el compuesto II (Fe*'=0)
mediante la transferencia de un electron desde el electrodo. Posteriormente, un segundo electron
reduce el compuesto II, regenerando la ferriperoxidasa (Fe**) y completando el ciclo catalitico,
mientras que el H2O; es convertido en H>O. Este proceso es facilitado por la transferencia
electronica directa entre el electrodo y la enzima modificada, facilitando la reaccion eficiente y
especifica (Ruzgas et al., 1996). Esta representacion del mecanismo permite establecer una
conexion directa entre los principios tedricos de la biolectrocatalisis y los resultados

experimentales obtenidos.
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Figura 22

Voltamperogramas ciclicos en solucion de peroxido de hidrogeno

0,0003
0,0002

0,0001

' =
% 0,0000-_ %ﬁ_ I __ﬁ)’//

~0,0001 - 1 mM
— 2 mM
0,0002 3 mM
o i — 4 mM
5mM
—0,0003 - 0,5mM
—0,0004 T T T T T T T T T
-1,0 -05 0,0 0,5 1,0

Potencial (V)

Nota. Las mediciones fueron hechas en variaciones de 1 mM a 50 mVs''.
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Figura 23

Ampliacion de voltamperogramas ciclicos en solucion de peroxido de hidrogeno
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Nota. Las mediciones fueron tomadas en variaciones de 1 mM a 50 mVs™' y se presentan ampliados

en los picos de reduccion.
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Figura 24

Curva de calibracion para H>O: a diferentes concentraciones
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De acuerdo con los resultados de la Figura 24 la ecuacion de la recta es Iyy,o, =

—0.0275 — 0.243[H,0,] y R? = 0.967, el valor de R? indica que el 96.7% de la variabilidad en
la corriente se puede explicar por la de H202, lo que sugiere una relacion lineal fuerte entre ambas
variables. Este alto coeficiente de determinaciéon demuestra que la PMP tiene un comportamiento
altamente predecible en la deteccion cuantitativa de H>O> en soluciones acuosa.

Para evaluar la especificidad del electrodo modificado con PMP, se realizaron mediciones
de VC frente a otros tres compuestos (etanol, acido citrico y glucosa), lo que permitié6 comparar

sus respuestas electroquimicas en voltamperograma.
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Figura 25

Respuesta voltamperométrica de electrodos modificados con PMP en presencia de H20: y otras

especies interferentes
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Observando la Figura 25, los resultados indican que, incluso en presencia de posibles
interferencias como etanol, glucosa y 4cido citrico, la respuesta del SPGE es selectiva al H20- al
ser modificado superficialmente con PMP. La alta especificidad hacia el H2O2 hace de este una
herramienta valiosa para aplicaciones ambientales y biomédicas, donde es fundamental realizar un
monitoreo preciso de los niveles de H2O2, minimizando el efecto de interferencias provenientes de

otros compuestos presentes en las muestras.
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5.3.3 Efecto de velocidad de barrido sobre el electrodo modificado con PMP y su

respuesta biolectrocatalitica hacia el H20:

El estudio de la velocidad de barrido en experimentos de voltametria ciclica es fundamental
para comprender los mecanismos de transferencia de electrones en reacciones de reduccion de
H>O:. Este andlisis permite evaluar como la cinética de la reaccion es influenciada por la velocidad
con la que se aplica el potencial eléctrico, proporcionando informacion clave sobre la naturaleza
reversible o irreversible del proceso, asi como sobre la adsorcidén y desorcion de las especies
electroactivas en la superficie del electrodo. Ademas, la relacion entre la corriente pico y la
velocidad de barrido ayuda a diferenciar procesos controlados por difusion de aquellos
dependientes de la cinética superficial. Estos datos son esenciales para optimizar los sensores
electroquimicos destinados a la deteccion de HoOz(Bard & Faulkner, 2001; J. Wang, 2006).

Para determinar las condiciones 0ptimas de velocidad de barrido para la deteccion de H2O»,
se evalud su influencia en las curvas de VCs dentro de un rango de 50 a 500 mV.s™!, con
incrementos de 50 mV.s! entre cada medicion, como se muestra en la Figura 26. Los datos de
corriente y voltaje obtenidos para los electrodos a diferentes velocidades de barrido, presentados
en la Tabla 12, revelan que un aumento en la velocidad genera una mayor separacion entre los
picos y una reduccion en la relacion Ipe/Ipa lo que sugiere un impacto significativo de este parametro
en la respuesta electroquimica.

Esto ocurre ya que a medida que la velocidad de barrido aumenta, la capa de difusion
cercana al electrodo se reduce limitando el transporte de masa de analitos a hacia la superficie del

electrodo generando como consecuencia:
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e La separacion entre los picos anddicos y catdédicos aumenta, como se evidencia en los
valores crecientes de AEp que se mueve de 521 mV a 656 mV a medida que la velocidad
de barrido aumenta de 50 a 450 mV.s™'.

e La relacion entre las corrientes de pico disminuye gradualmente desde 3.69 hasta 1.31
en el mismo rango de velocidades, lo que refleja una mayor influencia cinética debido
a la menor participacion del transporte de masa.

Todo lo anterior sugiere que, al usar PGE modificados con PMP para la deteccion de H2Oo,
las velocidades de barrido pueden ajustarse segtin los objetivos del andlisis. Velocidades de barrido
mas bajar suelen ofrecer una mejor definicion de los picos y una relacion Ipe/Ip. mas alta, lo que
indica un equilibrio favorable entre el transporte de masa y la transferencia de carga. Sin embargo,
en ciertos casos, trabajar en velocidades de barrido més altas han resultado utiles para optimizar la
sensibilidad en andlisis rapidos como los reportados en algunos estudios (Castro et al., 2020;

Rubio, 2014).
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Figura 26

Voltamperograma ciclico a diferentes velocidades de barrido en solucion ImM de H>0O:
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La relacion entre Ipc e Ipa con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (V'?)
proporciona informacion sobre el comportamiento de un sistema electroquimico. Pro que gracias
a la ecuacion de Randles-Sevcik, en un sistema reversible controlado por difusion, la corriente del
pico (Ip) es directamente proporcional a V', indicando que a medida que aumenta la velocidad
de barrido, la corriente de pico también aumenta debido a mayor rapidez con la que los iones son

transportados hacia la superficie del electrodo(Chesney, 1996).

Ip = (2.69x10%).n3/2, A.DY?.C.v'/? (6)
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Donde Ip es la corriente del pico (catdodico o anddico), n es el namero de electrones
transferido mediante la reaccion redox, A es el area del electro (cm?), Del coeficiente de difusion
del analito (cm?/s), C es la concentracion del analito en solucion (mol/cm?), y v es la velocidad de
barrido (V/s). Esta en la ecuacion de Randles-Sevcik para sistemas reversibles, segun esta

ecuacion, la relacion es lineal, tanto en sistemas reversibles como en irreversibles permitiendo

evaluar parametros importantes del sistema(Gonzalez-Meza et al., 2019).

Tabla 12

Valores de corriente y voltajes de los picos del VC a diferentes velocidades de barrido

Velocidad  Epa Epc Ipa Ipc AEP Ipc/Ipa
[mVs-1] [mV] [mV] [MA] [HA] [mV]

50 -1.20 -522 10.6 -39.3 521 3.69
100 -2.40 -539 20.4 -52.5 537 2.57
150 -6.80 -563 38.3 -64.3 556 1.68
200 -9.70 -595 50.0 -77.2 585 1.43
250 -9.90 -603 66.3 -93.4 593 1.41
300 -12.1 -627 80.7 -109 615 1.36
350 -13.4 -642 94.4 -128 629 1.36
400 -13.8 -651 108 -137 637 1.27
450 -14.3 -666 122 -169 652 1.38
500 -15 -671 136 -178 656 1.31
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Al linealizar la grafica de Ioo/Ipa vs V2, como se observa en la figura 27, obtuvo que la
ecuacion de la linea recta para el proceso anddico es Ipa= 60.03+8.39V"2 con R? de 0.97789, y para
el proceso catddico I,c=40.71-9.15V"2 con un R? de 0.95734. Estos altos valores de R? sugieren
una fuerte relacion entre la corriente de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, lo cual
es caracteristico de un sistema dominado por la difusion. Ademas, se observa que no existe una
tendencia lineal caracteristica de procesos reversibles e irreversibles, permitiendo confirmar que
la reduccion del H,O2 mediado por la PMP sobre la SPGE es un proceso quasi-reversible tal como

lo habia demostrado la Figura 19.

Figura 27

Intensidad de corrientes entre los picos anodicos y catodicos en funcion de la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido
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6. Conclusiones

El proceso de purificacion después de la extraccion de la peroxidasa en la mimosa pudica
demostrd ser eficaz para aumentar su concentraciéon, aumentando su actividad especifica y
volumétrica a medida que avanzaban las etapas. En la etapa de extraccion la actividad volumétrica
fue de 2.03 U/mL y la actividad especifica alcanzé 0.621 U/mg con un rendimiento del 100%.
Comparada con la ultima etapa de purificacion, ultrafiltracion, se alcanzaron valores de 4.16 U/mL
y 9.36 U/mg, con un rendimiento del 204% y un factor de purificaciéon de 15. Sin embargo, la
actividad disminuyo de 0.178 U a 0.137 U tras la ultrafiltracion, esto debido a una pérdida parcial
de enzima en esta ultima etapa. Destaca la efectividad del reparto bifasico y la ultrafiltracién como
método complementario para un obtener una enzima altamente purificada. La PMP demostrd
estabilidad 6ptima a pH 4, conservando el 100% de su actividad, mientras que en medios basicos
su actividad disminuyd notablemente. En cuanto a la temperatura, mantuvo el 80% de su actividad
inicial hasta 50 °C, pero se desnaturalizé rapidamente a temperaturas superiores, con una constante
de inactivacién térmica de 0.178 min™' a 55 °C. Estos resultados destacan la eficacia del proceso
de purificacion y la idoneidad de la PMP para aplicaciones en medios acidos y temperaturas
moderadas.

Los electrodos modificados con PMP ultrafiltrada presentaron un potencial catoédico de -
0.535 v y una relacion Ipc/Ipa de 8.32 cuando fueron utilizados con PBS para verificar su
absorbancia 8.32, evidenciando una alta eficiencia en la transferencia de electrones. A baja
velocidades de barrido, se obtiene separaciones de picos de 521 (50 mV/s) y una relacion de 3.69,
ideal para maximizar la sensibilidad en la deteccion de H2O». Los electrodos modificados con PMP
ultrafiltrada mostraron un potencial catodico para la reduccion de H2O: de -0.535 'V, mas positivo

que los reportados para otras peroxidasas como la HRP (-0.6 V) o la Microperoxidasa-11 (-0.3 V).
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Esto indica una mayor eficiencia catalitica y menor sobrepotencial, lo que reduce el ruido de fondo
y mejora la precision de las mediciones y mostraron alta especificidad hacia el H>O» incluso en
presencia de interferencias como etanol, glucosa y acido citrico. La linealidad observada en la
curva de calibracion (R?=0.967) confirma la capacidad del sistema para detectar concentraciones
de H>O> de manera precisa y cuantitativa.

Gracias a todo lo anterior es correcto afirmar que los electrodos modificados con PMP son
candidatos valiosos para aplicaciones en diversas industrias gracias a su alta sensibilidad y

selectividad.

7. Recomendaciones

e Como quedo demostrado a mayor grado de pureza se obtiene mejores valores para la
actividad enzimatica en general, por lo tanto, recomendaria seguir purificando la enzima
con mas procedimientos como pueden ser: Cromatografia de intercambio idnico,
Cromatografia de afinidad, Didlisis, etc.

e Ampliar el estudio de especificidad electrocatalitica con mas compuestos
potencialmente interferentes presentes en matrices reales, como metales pesados o

proteinas, para validar la especificidad del sistema.
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