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Resumen

TITULO: Deteccidn rapida de Staphylococcus aureus usando un biosensor electroquimico basado
en electrodos serigrafiados de oro modificados con cisteina y peroxidasa de pasto guinea (Panicum
maximum).*

AUTOR: Paula Andrea Guarin Guio**

PALABRAS CLAVE: Biosensor, peroxidasa de pasto guinea, cisteina, voltamperometria ciclica,
Staphylocaccus aureus.

DESCRIPCION:

La presencia de bacterias patdgenas en alimentos y/o aguas de consumo humano representan un
problema de salud publica a nivel mundial debido al elevado nimero de muertes que causa al afio.
Existe un enorme interés en el desarrollo de metodologias analiticas novedosas y confiables que
permitan llevar a cabo diagndsticos rapidos, in situ y confiables como los biosensores
electroquimicos. En este trabajo se presenta un biosensor para la determinacion rapida de
Staphylococcus aureus mediante el consumo de peroxido de hidrogeno (H20-) por parte de las
catalasas presentes en S. aureus y detectado por electrodos de oro modificados con peroxidasa de
pasto guinea (Panicum maximum).

El trabajo se desarrollé en cuatro etapas: la primera consistio en la extraccion y semipurificacion
de la enzima donde se obtuvo un extracto con actividad volumétrica de 470 U/mL. La segunda
etapa consistio en la inmovilizacion del extracto enzimatico sobre electrodos serigrafiados de oro
usando cisteina como agente entrecruzante. En la tercera etapa se realiz0 la caracterizacién de los
electrodos modificados mediante voltamperometria ciclica. Finalmente, en la cuarta etapa se
evalud la respuesta del biosensor enzimatico en diferentes concentraciones de S. aureus
presentando una relacion lineal entre la corriente y la concentracion de bacterias en un intervalo
de 3x10%-3x108 UFC/mL a un potencial de trabajo de -810mV. Ademas, fue posible detectar la
presencia de la bacteria en muestras de leche comercial contaminadas con el microrganismo. Esto
indica que el biosensor fabricado puede convertirse en una potencial herramienta analitica para la
deteccidn rapida de bacterias en alimentos.

* Trabajo de grado

** Facultad de ciencias, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Ledn, Doctor en Quimica.
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Abstract

TITTLE: Rapid detection of Staphylococcus aureus using an electrochemical biosensor based on
gold screen-printed electrodes modified with cysteine and guinea grass peroxidase (Panicum
maximum).

AUTHOR: Paula Andrea Guarin Guio **

KEY WORDS: Biosensor, guinea grass peroxidase, cysteine, cyclic voltammetry,
Staphylocaccus aureus.

DESCRIPTION:

The presence of pathogenic bacteria in food and/or water for human consumption represents a
public health problem worldwide due to the high number of deaths it causes per year. There is an
enormous interest in the development of innovative and reliable analytical methodologies that
allow fast, in situ and reliable diagnoses such as electrochemical biosensors. This paper presents a
biosensor for rapid detection of Staphylococcus aureus by the consumption of hydrogen peroxide
(H20.) by catalase present in S. aureus and detected by gold electrodes modified with guinea grass
peroxidase (Panicum maximum).

This study was developed in four stages: the first was the extraction and semi-purification of the
enzyme, obtaining an extract with volumetric activity of 470 U/mL. The second stage consisted of
the immobilization of the enzymatic extract on the surface of gold electrodes using cysteine as a
crosslinking agent. The third stage was the characterization of the modified electrodes by cyclic
voltammetry. Finally, in the fourth stage the response of the enzymatic biosensor in different
concentrations of S. aureus was evaluated presenting a linear relationship between the current
signal and the bacteria concentration in a range of 3x102-3x108 CFU/mL at a working potential of
-810mV. In addition, it was possible to detect the presence of the bacteria in commercial milk
samples contaminated with the microorganism. This indicates this biosensor can become a
potential analytical tool for the rapid detection of bacteria in food.

* Grade project

** Faculty of Ssciences, School of Chemistry, Manager: John Jairo Castillo Leon, Doctor of Chemistry
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Introduccion

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se manifiestan de forma subita y son causadas
por la ingestion de alimentos o bebidas contaminados con microorganismos patogenos en
cantidades tales que afecten la salud del consumidor en forma individual o colectiva (Flores et al.,
2005). Se caracterizan por una variedad de sintomas gastrointestinales, como nauseas, vémito,
diarrea, dolor abdominal y fiebre; en algunos casos se pueden presentar complicaciones severas,
como sepsis, meningitis, abortos, sindrome de Reiter o la muerte (Soto et al., 2016). El crecimiento
progresivo en los ultimos afios de las ETA producidas por bacterias patdgenas constituye un
importante problema de salud publica debido a la aparicion de nuevas formas de transmision, el
aumento de la resistencia de los organismos patdgenos a compuestos antimicrobianos y la
aparicion de grupos poblacionales vulnerables, lo que es un indicador directo de la calidad
higiénico-sanitaria de los alimentos y se ha demostrado que se pueden contaminar durante su
procesamiento o por el empleo de materia prima contaminada pues algunos de estos
microorganismos constituyen parte de la flora normal de aves, cerdos y ganado (Abushelaibi et

al., 2003)

En Colombia, segln la informacion registrada en el Sistema de Vigilancia en Salud Publica
(Sivigila) durante el afio 2016 se presentaron 668 brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos, 859 brotes en 2017 y en 2018 se registraron 881 brotes con 11502 casos de personas
con intoxicacion alimentaria (Direccion de vigilancia y analisis de riesgo en salud publica, 2018).
Lo que ha generado la necesidad de desarrollar nuevos métodos de deteccion mas répidos,
sensibles y especificos que los usados tradicionalmente para aislar e identificar bacterias de
alimentos en el laboratorio, en los cuales los protocolos tardan mucho tiempo en generar resultados

y son poco sensibles, permitiendo el crecimiento de otras bacterias, lo que dificulta la deteccion

13
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del patdgeno. Existen otros métodos con mayor sensibilidad y especificidad basados en técnicas
analiticas como: cromatografia de gases, espectroscopia fluorescente, citometria de flujo y
bioluminiscencia, no obstante, los altos costos de los equipos necesarios y su mantenimiento
siguen siendo una desventaja, lo que limita su aplicacion para la deteccién répida y confiable de

microorganismos (Arora et al., 2011).

Actualmente, en busca de soluciones a este problema se ha planteado el uso de biosensores
electroquimicos, cuyas ventajas frente a los deméas métodos son: la obtencion de una respuesta
rapida, bajos limites de deteccion, selectividad en la bacteria a detectar ademas de la posibilidad
de miniaturizacion del dispositivo (Jimenez et al., 2009). Por lo tanto, en este trabajo se propone
el desarrollo de un biosensor electroquimico utilizando electrodos serigrafiados de oro
modificados con peroxidasa de pasto guinea (PPG) y cisteina para lograr la deteccion de S. aureus
que es una bacteria comun e importante a nivel mundial que provoca intoxicacién alimentaria al

liberar sus enterotoxinas en los alimentos.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Obtener un biosensor electroquimico utilizando electrodos serigrafiados de oro funcionalizados
con cisteina y peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum) que permitan detectar

Staphylococcus aureus.

1.2 Objetivos especificos

- Aislar y purificar parcialmente la peroxidasa de pasto guinea

- Sintetizar y caracterizar bioconjugados -peroxidasa de pasto guinea con posible actividad

electroquimica.

- Caracterizar los electrodos modificados mediante voltamperometria ciclica.

- Evaluar la capacidad analitica del biosensor mediante la determinacion de parametros analiticos

como: nivel minimo de deteccidn, rango de linealidad, sensibilidad.

3. Cuerpo del trabajo

3.1 Marco tedrico

3.1.1 Biosensores

Los biosensores son dispositivos analiticos de tamafio reducido capaces de transformar un proceso
bioldgico en una sefial eléctrica que permita su cuantificacion. Fundamentalmente, el dispositivo

consta de un receptor o elemento de reconocimiento bioldgico y un transductor. El receptor es el

15
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elemento que interacciona de forma selectiva con el analito y siempre es de naturaleza bioldgica,
constituyendo una capa delgada de material biol6gico que estd en contacto con el transductor. El
transductor es el elemento encargado de convertir en una sefial cuantificable el cambio
fisicoquimico observado. Esta sefial es proporcional al compuesto o grupo de compuestos que se

quiere determinar y puede recoger informacion cualitativa o cuantitativa (Moreno, 2017)

Detector

Analito Receptor  Transductor

Figura 1. Configuracion de un biosensor.

3.1.1.1 Clasificacion de los biosensores

Los biosensores se pueden clasificar de dos maneras. La primera y mas general esta basada en la

naturaleza del proceso bioldgico, donde se distinguen dos tipos.

Biosensores cataliticos: Son los més aplicados y mejor conocidos, se basan en el empleo de un

catalizador para favorecer una reaccién quimica y obtener uno o varios productos conocidos sin
consumo del biocatalizador, de modo que se regenera y puede volver a ser empleado en una nueva

reaccion. Estos biocatalizadores suelen ser enzimas o sistemas multienzimaticos.

Biosensores de afinidad: Este tipo de sensores se basan en la interaccion del analito con el

elemento de reconocimiento sin que exista una transformacion catalitica. Simplemente se produce

16
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una reaccion de equilibrio en la que se forma un complejo analito-receptor, por eso normalmente

se suelen emplear anticuerpos.

La segunda clasificacion esta basada en el tipo de transductor empleado.

Electroquimicos: Estos transductores transforman la sefial que se produce por la interaccion

entre el analito y el sistema de reconocimiento en una sefial eléctrica, y proporcionan una
informacién analitica cuantitativa o semicuantitativa. Existen diferentes tipos de biosensores
electroquimicos, pudiendo ser conductimétricos, potenciométricos, amperométricos e
impedimétricos, en funcidn de si los sistemas transductores detectan cambios en la conductividad,

en el potencial, en una corriente generada o en la impedancia.

Opticos: En este caso, el fundamento consiste en la medida de las variaciones que se producen
en las propiedades de la luz como consecuencia de la interaccion fisica o quimica entre el analito
y el sistema de reconocimiento del sensor. La sefial se mide mediante los cambios producidos en

la absorcién, fluorescencia, luminiscencia, dispersién o indice de refraccion.

Piezoeléctricos: Estos miden cambios directos de masa por la formacion de un complejo

antigeno-anticuerpo. Para el disefio de estos sensores se emplean materiales piezoeléctricos, es
decir, materiales que al aplicarles un campo magnético alterno externo entran en resonancia. Estos
materiales, que suelen ser cristales, se recubren con el elemento de reconocimiento (anticuerpo) y

se pone en contacto con el analito y lo que se mide es la frecuencia de oscilacion.

Nanomecénicos: Cuando se emplean este tipo de transductores, el elemento de reconocimiento

se inmoviliza sobre la superficie de una micropalanca de silicio que se sumerge en una muestra
liquida y la interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito produce un cambio en la

tensidn superficial del liquido, de modo que lo que se mide es un cambio de la deflexion en la

17
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micropalanca o bien, se puede medir también la frecuencia de resonancia. Generalmente se

emplean anticuerpos (Gonzalez et al., 2005).
3.1.2 Biosensores con enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos. En una reaccion
catalizada por una enzima se produce una unién del sustrato en una region concreta de la enzima
denominada centro activo, que comprende un sitio de union y un sitio catalitico. Una vez formados
los productos la enzima se recupera pudiendo comenzar un nuevo ciclo de reaccion. En ocasiones
puede ser necesaria la presencia de cofactores para que la enzima pueda regenerarse y estar activa

de nuevo (Gonzales., 2010).

Un biosensor enzimatico cuantifica la concentracion del analito a partir del efecto producido
por la reaccion catalizada. EI funcionamiento basico de estos dispositivos se podria resumir de la
siguiente manera: El analito difunde, primero a través de la disolucion y después a través de la
membrana (en el caso de existir), hasta entrar en contacto con el centro activo de la enzima, donde
reacciona generando el producto, generalmente con propiedades redox. Este es oxidado o reducido
sobre el electrodo, generando un producto que difunde de nuevo a la solucion. Los transductores
electroquimicos se fundamentan en la proporcionalidad existente entre la concentracién de una
determinada especie electroactiva y la corriente eléctrica registrada al oxidarse o reducirse sobre
la superficie de un electrodo polarizado. Como consecuencia de la reaccion enzimatica puede
ocurrir un cambio de color, un cambio en la concentracion de los protones o electrones en la
muestra, un desprendimiento o una captacion de gases, una emision de luz o de calor, o bien la
produccién de compuestos de productos electroactivos. Todos esos cambios pueden ser
transformados por medio de un transductor a una sefial amplificada y medible por el usuario final
(Gonzalez et al., 2005).

18
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Las enzimas/proteinas mas estudiadas son:

Peroxidasas

Oxidasas

Hidrogenasas

Hemoproteinas

3.1.3 Peroxidasas

Las peroxidasas (POD) son un tipo de enzimas pertenecientes al grupo de las oxidorreductasas,
ampliamente distribuidas en los reinos animal y vegetal. En general, catalizan reacciones redox
utilizando perédxido de hidrégeno, algunos perdxidos organicos, o peroxiacidos de la formula
general ROOH como agente oxidante (Lopéz, 2017). Estas enzimas se dividen en tres grandes
superfamilias: la superfamilia de peroxidasas animales, la superfamilia de las catalasas y la

superfamilia de peroxidasas de plantas.

En 1992 Welinder hizo una clasificacién interna diferenciando en la familia de peroxidasas de
plantas tres clases en funcion de sus diferentes elementos estructurales. En la clase | se encuentran
las peroxidasas de origen procariotico, implicadas en procesos de detoxificacion de las plantas.
Las peroxidasas de clase Il son las secretadas por hongos, responsables de los procesos de
degradacion de lignina y por ultimo las peroxidasas de clase 11, aquellas que son secretadas por
plantas y las méas estudiadas hasta el momento. Todas ellas se caracterizan por tener un grupo
prostetico, un grupo hemo tipo b (protoporfirina 1X), con Fe (I11) pentacoordinado, que constituye
el centro activo de la enzima (Welinder, 1992). En la tabla 1 se pueden observar las caracteristicas

mas importantes de cada una de las clases.
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(T:Z?:::ttristicas de las distintas clases de peroxidasa de plantas.
Elementos Clase | Clase Il Clase Ill
Grupo hemo Si Si Si
Carbohidratos No 0-5% 0-25%
lones metélicos No Ca2+ (2) Ca2+ (2)
Puentes disulfuro No 4 4
Sefal peptidica de secrecion No En el extremo En el extremo
N-terminal N-terminal
Propéptidos en No No Si
el extremo C-terminal
Hélices extra B” entre B-C B’ entre B-C D’ entre D-E
F"Y F” entre F-G
Ejemplos APXs LiP, MnP HRP-C, CEP, RPTPT, AOPTP

Recientemente, la comisién Cientifica de la union europea ha definido a las peroxidasas como

las proteinas con mayor interés biotecnoldgico para el siglo XXI por su potencial para sustituir

ventajosamente algunos catalizadores agresivos o toxicos utilizados en la industria como el cloro

en el proceso de blanqueo del papel durante el reciclaje o al formaldehido utilizado en la

fabricacion de resinas fendlicas. Ademas, son muy utilizadas en bioquimica clinica. Por ejemplo,

en ensayos para determinacion y cuantificacion de metabolitos como glucosa, acido urico,

colesterol o triglicéridos en fluidos bioldgicos donde usan POD como enzima acoplada (Hidalgo,

2011 y Solano, 2016). También ha demostrado ser un excelente marcador inmunocitoquimico,

cuando se le conjuga con anticuerpos 1gG, para la deteccion de antigenos virales (Genarina et al.,

1982). La mayoria de biosensores electroquimicos se han desarrollado utilizando peroxidasa de

rabano picante (HRP) debido a su elevada actividad enzimatica y estabilidad térmica, sin embargo,

ha presentado algunas desventajas como la inactivacion y desnaturalizacion cuando se hacen
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mediciones en presencia de altas concentraciones de H>O> y pHs externos (Solano, 2016). Por eso,
es considerado conveniente encontrar otras fuentes vegetales de peroxidasa que puedan reemplazar
la HRP y potencialmente superar las limitaciones con las que esta cuenta. En un estudio realizado
por Sakharov y col. a diferentes frutos, raices y hojas tropicales que crecen en Colombia se
encontrd que algunas especies como la raiz de batata (Ipémoea batatas), las hojas de pasto guinea
(Panicum maximum), las de dormidera (Mimosa priga) las de higuerilla (Ricinus communis L.) y
las de las siguientes palmas: mararai (Aiphanes cariotifolia), de botella (Roystonea regia),
dactilera (Phoenix dactylifera) y africana (Elaeis guineensis) presentan alta actividad de
peroxidasa, en donde se destaca la peroxidasa de pasto guinea (PPG), cuyo valor de actividad

enzimatica fue de 908 U/g hoja, siendo de las actividades mas altas (Sakharov et al., 1999).
3.1.4 Peroxidasa de pasto guinea

La hierba de Guinea (Panicum maximum) es una hierba perenne alta y vigorosa con hojas largas
y anchas, muy bien distribuidas en los tallos, presentando una alta relacion de hoja/tallo y al igual
gue una alta tasa de rebrote. La altura de la planta depende de la variedad, yendo desde 0,80 metros
hasta mas de 2 metros, que varia ampliamente en el habito de crecimiento (Joaquin et al., 2001).
Es autdctona de las areas subtropicales del sur de Africa, donde crece principalmente debajo de
los arboles. El sistema de raices profundas, densas y fibrosas permite que la hierba de Guinea
sobreviva a periodos de sequia bastante largos e incendios de rapido movimiento que no dafia las
raices subterraneas, pero se desempefia mejor en suelos bien drenados de buena fertilidad en

regiones de alta precipitacion (Aganga y Tshwenyane, 2004).
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Figura 2. Fotografia de pasto guinea. Bobby Hattaway (2011). Tomado de
https://www.discoverlife.org/mp/20p?see=I _TOBH4840&res=640

El pasto Guinea se utiliza principalmente en pastoreo. En épocas de mucha produccion y por la
gran altura que alcanza, puede usarse para corte, heno o ensilaje. Cuando el pasto alcanza de 80 a
100 centimetros de altura o antes de iniciar la floracion, se considera la época mas adecuada para
el pastoreo; ya que en estas condiciones presenta hasta el 60% de digestibilidad (Padilla et al.,

1980).

En el estudio realizado por Centeno se reportd la extraccion y semipurificacion de la peroxidasa
de past6 guinea con actividad especifica de 408 U/mg. Adicionalmente se determiné que la PPG
posee un peso molecular de aproximadamente 30kDa, termoestabilidad de 44 °C a 66 °C y

actividad optima a pH 8 (Centeno, 2017).

En la actualidad se han desarrollado biosensores inmovilizando la PPG en electrodos de grafeno
para la deteccion de peroxido de hidrogeno. En el cual se reporto la obtencion de un extracto de

PPG con actividad especifica de 724.7 U/mg (Solano, 2016) y en electrodos de nanotubos de
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carbono para la deteccion de triclosan, con un extracto de PPG con actividad especifica de

609U/mg (Orduz et al, 2019).

3.1.5 Monocapas autoensambladas (self-assembled monolayer: SAM)

El funcionamiento de un biosensor depende en su mayoria, de la inmovilizacion del sistema de
reconocimiento bioldgico sobre el transductor. El objetivo fundamental de esto es permitir un
estrecho contacto entre la enzimay el transductor manteniendo inalterable la estabilidad de dicho
sistema de reconocimiento bioldgico. Los métodos de inmovilizacion comprenden métodos
fisicos, principalmente por adsorcion o por atrapamiento, y métodos quimicos, ya sea mediante

unién covalente o por entrecruzamiento (Love et al., 2005).

Uno de los métodos mas comunes para modificar la superficie de un electrodo es por la
formacion de monocapas autoensambladas. Que son estructuras moleculares ordenadas que se
obtienen por la adsorcion espontanea de cierto tipo de moléculas orgénicas, desde una fase gaseosa
o liquida, sobre la superficie de solidos o liquidos. Este proceso esta gobernado por la interaccién
entre la superficie y algin 4tomo de la molécula, que normalmente forma un enlace covalente con

el sustrato, y por fuerzas de vander walls entre las moléculas adsorbidas.

En las moléculas que forman las SAM’S se pueden distinguir tres pares

a) El grupo anclaje que presenta afinidad especifica por el sustrato, formado generalmente un
enlace covalente como en el caso de la interaccion entre el grupo tiol y un buen nimero de
metales.

b) La cadena hidrocarbonada, que actia como espaciados o puente molecular entre el
electrodo metalico y la disolucidn, cuyas interacciones laterales dan lugar a una estructura

densamente empaquetadas.
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c) El grupo terminal, que se encuentra en contacto con la disolucion. Determina en gran
medida las propiedades superficiales de la monocapa. De este modo se emplean SMA’s
terminadas en grupos metilo o hidroxilo (u otros) como modelos de superficies
hidrofobicas o hidrofilicas, respectivamente, mientras que las SAMs terminadas en grupos
carboxilo y amino se emplean para obtener superficies ionizadas con carga negativa

(carboxilo) o positiva (amino). En funcion del pH de la disolucién.

’ Grupo terminal

i Cadena hidrocarbonada

Grupo de anclaje

A A A A 4

Electrodo

Figura 3. Partes de las monocapas autoensambladas.

Los alcanotieoles (R-SH) con grupos terminales -COOH e —NH2 como la cisteina, son sensibles
a variacion de pH y permiten el control de densidad de carga de la superficie de las SAM, conforme
el pH de la solucion en que estos son sumergidos. Ademas, con la posibilidad de uso de
alcanotieoles conteniendo diferentes grupos funcionales es posible el desenvolvimiento de
superficies con funciones y caracteristicas especificas y con elevado nivel de control sobre su

arquitectura molecular, hidrofobicidad y reactividad (Huayhuas, 2015).
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3.1.6 Bacterias patogenas

3.1.6.1 Staphylococcus aureus

Los estafilococos son cocos Gram positivos de 0,5 a 1,5 um de didmetro, catalasa positivos, que

se agrupan en parejas y en tétradas, y que en forma caracteristica se dividen en mas de un plano

para formar racimos irregulares (figura 4) (Castafion, 2012).

A A\
- oD €
AccV SpotMagn Det WD F——— 2um (\"
30.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph 97-11-49 >

Figura 4. Micrografia SEM de colonias de S. aureus. Centers for Disease Control and Prevention's
Public Health Image Library. Tomado de:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Staphylococcus_aureus 01.jpg
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Figura 5. Estructura de la pared celular de bacterias Gram-positivas como Staphylococcus. Tomado de
http://biotube5.blogspot.com/p/las-bacterias.html.

El género Staphylococcus posee alrededor de 30 especies, de las cuales se destacan S.
epidermidis, S. saprophyticus y S. aureus. Esta Ultima, se destaca como un comensal comun de la
piel y las membranas mucosas de los humanos, con estimaciones de 20-30% para la colonizacién
persistente y 60% para la colonizacion intermitente y produce infecciones tanto en la comunidad
como a nivel hospitalario (Wertheim et al., 2005). La colonizacién aumenta significativamente el
riesgo de infecciones, ya que proporciona un reservorio a partir del cual las bacterias se diseminan
cuando las defensas del hospedero se ven comprometidas. Se considera que la colonizacion
precede a la infeccion. Los abscesos locales ocurren cuando el microorganismo es inoculado en la
piel desde el sitio de transporte. La bacteria puede difundir a nivel local o tener acceso al torrente
sanguineo. Una vez en la sangre, S. aureus puede propagarse a sitios periféricos en organos
distantes. Como resultado de esta diseminacion, se pueden presentar diversas infecciones.
Finalmente, incluso si el microorganismo no invade, es posible que se presenten sindromes

especificos provocados por el efecto de toxinas de accion local o sistémica (Plata et al., 2009).
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Determinantes de patogenicidad: Cualquier enfermedad infecciosa es el resultado de la
interaccion entre el microorganismo causal y el huésped. Los factores de patogenicidad de S.

aureus pueden ser divididos en tres grupos (tabla 2) (Bacteriologia y virologia, 2006).

Tabla 2.

Determinantes de patogenicidad de Staphylococcus aureus.

Determinante de patogenicidad

Propiedades

1. Componentes de la pared celular

- Peptidoglicano

- Acidosteicoicos
- Proteina A

- Capsula mucoide

- Activacién del complemento
- Antifagocitica

- Antifagocitica

- Adherencia

2. Enzimas

- Coagulasa
- Estafiloquinasas
- Hialuronidasa

- Formacién de absceso
- Destruccion del coagulo
- Invasién histica

- Toxinaexfoliatina
- Toxinadel shock toxico
- Enterotoxinas

- Lipasas - Colonizacion
3. Toxinas
. - Alteracién de la permeabilidad celular de fagocitos
- Leucocidina

- Epidermdlisis
- Shock
- Intoxicacion alimentaria

Staphylococcus aureus cuenta con diversos factores de virulencia, dentro de los cuales, las
toxinas estafilococicas (ST), causantes de la SPF contribuyen a la patogenicidad del
microorganismo. Asi mismo, S. aureus produce una amplia variedad de proteinas toxicas como la
toxina 1 del sindrome de shock tdxico (TSST1), toxinas exfoliativas y enterotoxinas (SESs), de las
cuales solo las SEs han sido reportadas como productoras de intoxicacion estafilocdcica
alimentaria (Argudin et al., 2010). De los cinco tipos antigénicos de enterotoxinas estafilococicas
(SE) que tradicionalmente se conocen (SEA, SEB, SEC, SED y SEE), la SEA es la mas
comunmente asociada con brotes de intoxicacion alimentaria seguida de la SED, SEB y SEC
(Pinchuk et al., 2010 y do Carmo et al., 2004). En los ultimos afios se ha reportado la existencia
de nuevos tipos de SEs, incluyendo la pseudoenterotoxina (SEI) y las toxinas SEG, SEH, SEI, SEJ;

de estas, las SEG, SEH y SEI, también han sido asociadas con casos de intoxicacion alimentaria
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(Ikeda et al., 2005). Recientemente, se han descrito nuevos tipos de enterotoxinas estafilocdcicas
(SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEQ, SER, SET, SEU y SEV) (Boynukara, 2008). Las SE son
altamente estables y resistentes al calor y a las condiciones ambientales como la congelacion y el
secado (le Loir et al., 2003). También son resistentes a las enzimas proteoliticas como la pepsina
o la tripsina y el pH bajo, lo que les permite ser completamente funcionales en el tracto
gastrointestinal después de la ingestion (Hennekinne et al., 2012). Las SEs son reconocidas por su
resistencia al calor la cual es diferente en cada toxina, y por lo tanto resistiran el proceso de
pasteurizacion de la leche; por ejemplo, la SEC es més resistente que la SEB, que a su vez es mas
resistente que la SEA. Igualmente, la SEE tiene una estructura mas estable que la SEA, mientras
que la SEI es menos estable que la SEA. Los tipos SEB y SEC son producidas principalmente al
final de la fase estacionaria del crecimiento como metabolitos secundarios; los tipos SEA y SEE

son producidas durante toda la fase logaritmica del crecimiento (Bautista et al, 1998).

Los mecanismos de las SE que causan intoxicacion alimentaria no se conocen con claridad. Sin
embargo, se cree que las SEE afectan directamente el epitelio intestinal y el nervio vago, lo que
provoca la estimulacion del centro emético. La cantidad de SE que debe ser ingerida para causar
ETA no se conoce exactamente, pero se reportan rangos entre 0,1 — 1,0 ug/kg**, esta concentracion
de SE es alcanzada con cargas microbianas superiores a 10° UFC/g (Novick, 2003). En 2003 se
report6 una dosis de 20 a 100 ng de SE por persona en un brote de ETA en Japon relacionado con
la ingestion de leche baja en grasa contaminada (Asao et al., 2003). Otra dosis reportada asociada
al consumo de leche achocolatada fue de 94 ng (Evenson et al., 1988). La SEA se ha detectado en
concentraciones de 10* UFC/g. En leche, se ha detectado SEA y SED con recuentos de 10’ UFC/g
pero no por debajo de este nivel. Empleando una cepa productora de SEA, SEB y SED, la SEB y

SED se detectaron cuando el recuento alcanzé 6 x 10° UFC/mL (1 ng/mL de SE), mientras que la
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SEA (4 ng/mL) fue detectada con un recuento de 3 x 10’ UFC/mL (Dugquenne et al. 2010). No
obstante se investigaron 31 brotes de IAE, en los cuales se reportaron recuentos de S. aureus
coagulasa positiva entre 7,6 x 10 y 7,5 x 10° UFC/g y se detectd SE en 25 de los 31 alimentos

implicados (80%) (Kérouanton et al., 2007).
3.1.7 Biosensores electroquimicos para deteccion de bacterias patdgenas.

La relacion del hombre con los microorganismos da lugar a una interaccion que puede ser
beneficiosa 0 nociva. Segun la naturaleza de esta interaccion los microorganismos se clasifican en:
Comensales, cuando colonizan las superficies corporales sin causar dafio. Patdgenas, cuando
dafian al huésped por invasion directa y lesion o por la produccion de sustancias toxicas. Los
biosensores que existen para detectar microorganismos patogenos en alimentos son principalmente
de tipo inmunoldgicos combinados con transductores piezoeléctricos, Opticos, bioluminiscentes o
de impedancia, que permiten una deteccion directa sin marcaje de la interaccion antigeno-
anticuerpo. Existen también biosensores que permiten una deteccién indirecta de los
microorganismos, entre los que se incluye deteccion mediante marcaje con fluorescencia,

deteccidn de metabolitos microbianos y deteccidn electroquimica (Garcia et al., 1996).

En el caso de microorganismos patdgenos, la impedancia es uno de los parametros
fisicoquimicos mas utilizados para registrar la presencia de bacterias. Basicamente se registran
cambios en la impedancia eléctrica del medio de reaccion donde la bacteria ha sido cultivada. El
metabolismo bacteriano produce un aumento ya sea en la conductancia o en la capacitancia
mientras se observa una disminucion en la impedancia (Flores y Rojas, 2005). Se han reportado
varios estudios sobre el desarrollo de biosensores aplicados a la deteccion de bacterias
contaminantes en alimentos tales como: E. coli O157:H7 (Radke y Alocilja, 2005), Salmonella

typhimurium (Seo et al., 1999).
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Tabla 3.
Algunos biosensores para la deteccion de S. aureus reportados.
deccioncamerto g , sstema .
Electrodo reconocimiento Método B Referencia
UFC/mL bioldgico de deteccion
Ensayo tipo sandwich con
. . amplificacién enzimatica, utilizando . Brooks et
Disco de Pt 100 Enzima un ciclo redox especifico de NAD+ Amperometrico al., 1990
que genera NADH
Inmovilizacién de 1gG y evaluacion de Le et al
- 5x10° Anticuerpo cambio de masa debido a unién de S.  Piezoelectrico 1995 N
aureus
Inmunosensor con coimmovilizacion Rishoon et
Carbono 1000 Enzima de glucosa oxidasa y RblgG marcado Amperométrico P
al., 1997
con HRP
Inmunosensor con electrodos .
Escamilla et

Oro 1.6x10° Anticuerpo modificados con MPA y HRP como  Amperométrico al 2007
etiqueta enzimética N

Inmunosensor integrado utilizando un

Oro 1.7x10° Anticuerpo electrodo modificado por tirosinasa- ~ Amperométrico Escamilla et
al., 2008
MPA
. Inmovilizacién de anticuerpos anti-S. o Braiek et al.,
Oro 10.0 Anticuerpo aureus utilizando una SAM de MPA. Impedimétrico 2012
Nanotubos Nanotubos de carbono funcionalizados Zelada et

8x10? Aptamero con aptdmeros mediante la formacion Potenciométrico al 2011

de carbono
de enlaces covalentes.
. . Monitoreo del consumo de peroxido . Majumdar et
Platino 10.0 Anticuerpo de hidrégeno Amperométrico al., 2013
Inmovilizacion de un aptamero anti-
Carbén 10 Aptémero S.aureus primario blotm_llado en Amperométrico Abbaspou et
cuentas magnéticas recubiertas con al., 2015
estreptavidina (MB).
Nanotubos 13.0 Anticuerno Inmovilizacion del bioconjugado Ab- Electroquimico Bhardwaj et
de carbono ' P SWCNT al electrodo de trabajo. g al., 2017

Nota: NAD+ nicotinamida adenina dinucleé6tido forma oxidada, NADH nicotinamida adenina dinucleétido forma
reducida, IgG inmunoglobina G, RblgG inmuniglobina G de conejo, HRP peroxidasa de rdbano picante, MPA &acido
3-mercaptopropionico, SAM monocapa autoensamblada, Ab-SWCNT bioconjugado anticuerpo-nanotubos de
carbono de pared simple.
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3.1.8 Técnicas electroquimicas para el estudio de biosensores.

La electroquimica es la rama de la quimica que se encarga del estudio de los cambios quimicos
causados por el paso de una corriente eléctrica y la produccion de energia eléctrica por reacciones
quimicas. Se pueden realizar mediciones electroquimicas en sistemas quimicos por varias razones.
Por ejemplo, el interés en obtener datos termodindmicos sobre una reaccion o querer generar un
intermedio inestable como un ion radical y estudiar su tasa de descomposicion o sus propiedades
espectroscopicas. En estos ejemplos, los métodos electroquimicos se emplean como herramientas
en el estudio de los sistemas quimicos de la misma manera que los métodos espectroscopicos se
aplican con frecuencia. También hay investigaciones en las que las propiedades electroquimicas
de los sistemas en si son de interés principal, por ejemplo, en el disefio de una nueva fuente de

energia o para la electrosintesis de algin producto (Bard y Faulkner, 1980).

3.1.8.1 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (CV) es una técnica electroquimica eficaz y muy popular que consiste
en cambiar de una manera ciclica el potencial de un electrodo estacionario o de trabajo inmerso en

una solucién en reposo y medir la corriente resultante.

La sefial de excitacion es un barrido de potencial lineal con una onda de forma triangular. Esta
sefial barre el potencial del electrodo de trabajo en direccidn de ida y vuelta entre dos valores
designados Ilamados potenciales de conmutacion (Elgrishi et al., 2018). El tridngulo regresa a la
misma velocidad y permite la visualizacion de un voltamperograma completo con las formas de
las ondas catddica (reduccidn) y anodica (oxidacion), al realizar el barrido inicialmente en sentido

anodico, se observa que al alcanzar cierto potencial aumenta notablemente la intensidad, debido a
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la reaccion de oxidacion. Del mismo modo, al realizarse el barrido en sentido contrario se observa
un pico de intensidad al producirse la reaccion de reduccion (figura 6).

3,00E-06 -

| Epa-Epc|
2,00E-06 -

Ipc
1,00E-06

= 4,00E-20

Intensidad (A)

-1,00E-06 -

-2,00E-06 - Ipa

-3,00E-06

-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Potencial(V)

Figura 6. Esquema voltamperograma ciclico de una reaccion reversible®®.

La utilidad de esta técnica depende de la naturaleza del analito a estudiar. ES necesario que sea
un analito con posibilidad de ser oxidado o reducido en el rango de potenciales del barrido aplicado
y es deseable que la reaccion redox sea reversible. La forma que presentara el voltamperograma
dependera del analito, de su concentracion, de la ventana de potenciales escogida y la velocidad
de barrido. La forma del voltamperograma da informacion acerca del analito y/o del electrodo y

segun la finalidad del estudio electroquimico (Morales, 2001).

Los datos de interés del voltamperograma son los siguientes:

e Ipc: pico de intensidad catddica. Sefialara el pico de intensidad alcanzado en el proceso de

reduccion.
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e Ipa: pico de intensidad anddica. Sefialara el pico de intensidad alcanzado en el proceso de
oxidacion.

e Ipc/Ipa: cociente de intensidades.

e |Epa-Epc|: diferencia de potencial absoluto entre los picos catddico y anddico.

3.2 Metodologia

El desarrollo del proyecto se llevo a cabo en cuatro etapas principales:

Extraccion y semipurificacion de PPG.

e Modificacién de la superficie de los electrodos de oro con cisteina y PPG.

e Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados.

e Evaluacion analitica del biosensor en soluciones de H202 y en muestras de alimentos

contaminados conteniendo S. aureus.
3.2.1 Extraccion y semipurificacion de la peroxidasa de pasto guinea:

El proceso de extraccion y semipurificacion de la PPG a partir de las hojas de pasto guinea
recolectadas en la ciudad de Bucaramanga, se realiz6 siguiendo cuatro etapas fundamentales:
extraccion, eliminacién de pigmentos, cromatografia por exclusion de tamafio y ultrafiltracion

centrifugada (figura 6), segin un protocolo propuesto en estudios anteriores (Centeno et al., 2017).
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i 5 Eliminacion de pigmentos por
Hojas de pasto guinea Material vegetal reparto bifasico
molidas homogenizado en PBS

Ultrafiltracion

Cromatografia por
exclusion de tamafio

Figura 7. Proceso de extraccién y semipurificacion de PPG, paso a paso.

3.2.1.1 Extraccién

Las hojas recolectadas fueron lavadas con agua destilada, despojadas de su nervadura central,
cortadas en pequefios trozos y trituradas en un molino de granos, donde se obtuvieron 100 g de
material vegetal. Posteriormente, este fue dividido en dos porciones iguales y homogenizado
utilizando un buffer fosfato 30 mM pH 8.0. La primera porcion fue homogenizada en 120 mL de
buffer e incubada en agitacion constante durante 6 horas. El extracto fue filtrado con tela de
algoddn, el sobrenadante fue utilizado para homogenizar la segunda porcion de material vegetal

dejandolo en agitacion constante por un periodo de 12 horas.

Para eliminar residuos y otras particulas solidas se filtré y centrifugd el extracto a 5000 rpm
durante 15 minutos y a 4°C. El precipitado fue descartado y se conservo el sobrenadante a 4°C

para los experimentos posteriores.

3.2.1.2 Eliminacién de pigmentos

La eliminacion de algunos pigmentos presentes en el extracto enzimatico se realizo por medio de
un sistema bifasico compuesto por sulfato de amonio 10% (p/v) y polietilenglicol (PEG 12000-
15000 Da) 14% (p/v) que fueron adicionados lentamente y con agitacion constante al extracto
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crudo hasta su completa homogenizaciéon. La mezcla fue dejada en reposo en un embudo de
separacion y a temperatura ambiente hasta observar la formacion de dos capas insolubles. Se
recolectd la capa inferior de color mas claro que es la fase en donde quedd contenida la enzima.

El extracto fue conservado a 4°C para los experimentos posteriores.
3.2.1.3 Cromatografia por exclusion de tamafio

Para el desarrollo de esta etapa se utilizd Sephadex G-50 como fase estacionaria, la columna se
equilibré con buffer TRIS-HCI 3 mM pH 8.3 con un flujo de 1 mL/min. Las fracciones fueron
recolectadas en tubos de ensayo cada 6 minutos. A cada una de las fracciones se les midio la
actividad enzimatica, aquellas que presentaron mayor actividad fueron mezcladas y se conservaron

a 4°C para los experimentos posteriores.
3.2.1.4 Ultrafiltracion

Para concentrar el extracto enzimatico, este fue depositado en amicones de 10000 kDa y
centrifugado a 5000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El extracto concentrado se conservd a 4°C

para los experimentos posteriores.
3.2.1.5 Determinacion de actividad enzimatica

La actividad catalitica de la enzima se cuantificé durante cada una de las etapas de extraccion y
semipurificacion del extracto a través de la determinacion de las velocidades iniciales de reaccion.
Utilizando un espectrofotémetro de doble haz y guayacol como sustrato, que en presencia de H>O>
da lugar a la reduccion del centro activo de la enzima, de naturaleza no proteica y forma el un

compuesto coloreado tretraguayacol.
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Para ello se utilizaron celdas desechables de poliestireno en donde se depositaron 2.5 mL de PBS
30 mM pH 8.0, 4.4 mM de H>O, seguido de 5 pL de guayacol y 10 pL de extracto. La actividad

volumétrica se determind segun la ecuacion [1] presentada a continuacion:

m (o) () F2 = 5 g
Donde m es la pendiente obtenida a 470 nm, V1 es el volumen total de la solucion en la celda,
VEex: corresponde al volumen del extracto, 5200 M™cm™ es el coeficiente de extincion molar del
guayacol y FD es el factor de dilucion. La actividad se expresa en unidad de actividad enzimatica,
U, que es la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 pmol de substrato por minuto. Se
utiliza también en combinacion con otras unidades, U/mg de proteina o U/mL, para sefalar,

respectivamente, la actividad enzimética especifica o la concentracion de actividad enzimatica.
3.2.1.6 Determinacion de proteinas por el método de Bradford.

La determinacion de la concentracion de proteinas presentes en cada una de las etapas de
semipurificacion del extracto se hizo por medio del método colorimétrico de Bradford, en el cual
se usa albumina de suero bovino (BSA) como patron estandar para hacer una curva de calibracién

y asi hallar la concentracion de proteinas con una absorbancia de 595 nm.
3.2.2 Modificacion de la superficie de los electrodos de oro.

Para la modificacion de los electrodos se prepar6 una solucion de cisteina 10mM vy el extracto de
PPG en relacion 1:1 (v/v), la solucion se dej6 incubar a temperatura ambiente por 1h antes de su

uso. Se tomaron 10 pL del bioconjugado y se depositaron en la superficie del electrodo (figura 6).
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Figura 8. Modificacion de los electrodos serigrafiados de oro con el bioconjugado Cys-PPG.

Los electrodos fueron almacenados a 4°C durante 12 horas, después se lavaron con buffer
fosfato 30mM pH 7 para eliminar el exceso de enzima y cisteina no adsorbida por la superficie del

electrodo.

3.2.3 Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados.

3.2.3.1 Caracterizacion electroquimica de los electrodos por voltamperometria ciclica usando

ferrocianuro de potasio como electrolito.

Se agreg6 una solucion de ferrocianuro de potasio Ks [Fe (CN)s] 10mM con exceso de KCI 0.1 M
a la celda de metacrilato donde los electrodos fueron sumergidos y la medicion se realiz6 a una

velocidad de barrido 50mV/s en una ventana de potencial - 1.0a 1.0 V.

3.2.3.2 Efecto del perdéxido de hidrogeno sobre la respuesta enzimatica del electrodo por

voltamperometria ciclica.

Se tomaron voltamperogramas ciclicos de los electrodos modificados en presencia y ausencia de
peroxido de hidrogeno (3mM) con el fin de evaluar la reaccion de reduccion bioelectrocatalitica

de H,O>. Para ello, los electrodos fueron sumergidos en la celda de metacrilato la cual contenia 7
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mL de solucion buffer fosfato 30 mM pH 7.0 y la medicidn se realiz6 en una ventana de potencial

de 1,0 V a-1,0 V a una velocidad de barrido de 50 mV/s.

3.2.3.3 Efecto de la velocidad de barrido sobre la respuesta bioelectrocatalitica del peréxido

de hidrégeno por voltamperometria ciclica.

Para examinar la reversibilidad de la reaccion de reduccion bioelectrocatalitica del peroxido de
hidrogeno por la PPG, se tomaron voltamperogramas ciclicos de los electrodos modificados en
una solucion buffer fosfato 30 mM pH?7, adicionando H>O> 3mM a diferentes velocidades de

barrido entre 50 mV/s y 400 mV/s.

3.2.4 Evaluacion analitica del biosensor en soluciones de S.aureus y en muestras de alimentos

contaminados.

3.2.4.1 Preparacion de los cultivos de la Staphylococcus aureus.

La preparacion de las diluciones de la bacteria para su posterior analisis por voltamperometria
ciclica, se realiz6 mediante el método de conteo en placa (Benintende et al., 2009) con cepas de S.

aureus ATCC 29213 como se describe a continuacion.

3.2.4.1.1 Caja de repique de Staphylococcus Aureus ATCC 29213.

La caja de repique de Staphylococcus Aureus se prepard con una relacion de 21g/L de medio BD
Brain Heart Infusion (BHI) Agar solido sobre una caja de Petri. Se tomé una colonia de la cepa de
referencia que fue inoculada por agotamiento sobre el medio de cultivo, para posteriormente

incubar a 37°C por un tiempo no maximo de 24h.
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3.2.4.1.2 Preinoculo

El inoculo se prepar6 en medio liquido usando caldo mueller hinton (MH) 35g/L, para esto se tomo
una UFC de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 del repicado del dia anterior y se

agreg0 a un tubo de ensayo con 3mL de caldo MH a una temperatura de 37°C por 12h.
3.2.4.1.3 Diluciones seriadas

Se tomo6 1mL de pre-inoculo y se deposit6 en un tubo de ensayo con 9mL de solucion buffer fosfato
pH7. El primer tubo obtenido en la dilucién se tomd como la solucion de trabajo 10 con la cual
se iniciaron las diluciones seriadas hasta llegar a la dilucion de 10, haciendo vortex en cada una
de ellas, estas diluciones se hacen con el objeto de distribuir de forma uniforme la cantidad
aproximada de microrganismo presente en el inoculo inicial en razon de UFC/mL de la muestra.
Las soluciones disminuiran su concertacion a medida que estas bajan en dilucion, siendo la primera

maés concentrada y la ultima mas diluida.
3.2.4.1.4 Siembra por micro dilucion.

Luego de obtener las diluciones seriadas, se tomaron 10uL de cada tubo preparado, este volumen
se disperso en cajas de medio de cultivo de BHI, cada caja dividida en cuatro partes iguales y cada
cuadrante de la caja fue marcado con diluciones de 10 a x107, estas se dispensaron tres veces por

cada cuadrante.

Las cajas inoculadas fueron incubadas a 37°C por un tiempo de 12h, posteriormente se contaron
las colonias observadas en la superficie del agar, los conteos de las cajas que se tuvieron en cuenta
en esta metodologia fueron aquellas con recuentos totales en un rango de 3 UFC a 30 UFC, estos
conteos se multiplicaron por el inverso de la dilucion a la cual se sembraron y asi se obtuvo el

numero aproximado de UFC/mL presentes en el pre-inoculo preparado.
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Figura 9. Seleccion de placas para recuentos de unidades formadoras de colonia.

3.2.4.2 Monitoreo electroquimico del consumo de H20> por el Staphylococcus aureus en

cultivos y muestras de alimentos contaminados.

3.2.4.2.1 Monitoreo electroquimico del consumo de H2O2 en soluciones de Staphylococcus

aureus.

Se tomaron VCs de los electrodos modificados con PPG Yy cisteina, los cuales fueron sumergidos
en una solucion conteniendo el S. aureus a la cual se adicionaron 10uL de una solucion de H20:
1mM vy se dejo reaccionar durante 5 minutos. Este procedimiento se realiz6 para concentraciones

de S. aureus entre 3x10? y 3x108 ufc/mL.
3.2.4.2.1.1 Determinacion de los parametros analiticos.

Rango de linealidad: Se refiere al intervalo de concentraciones sobre las cuales un analito puede

ser determinado utilizando una curva de calibracion lineal de la forma:

1) = mc(UFC/ 1) + b(ua) [2]
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Donde | representa la corriente respuesta, m la pendiente de la gréafica, C la concentracion de S.

aureus y b el intercepto con el eje y.

Sensibilidad: La sensibilidad de calibrado es igual a la pendiente de la ecuacion de regresion
lineal y la sensibilidad analitica se obtiene de la relacion entre la pendiente y la desviacion

estandar de las mediciones segun la siguiente ecuacion:
m
=— 3
V=73 (3]
Donde m es la pendiente de la curva de calibracion y Ss la desviacion estandar de las medidas

(Hernandez y Gonzales, 2002).

Limite de deteccion: Se refiere a aquella concentracion minima de bacterias que proporciona una

sefial instrumental significativamente diferente de la sefial del blanco (Vargas et al., 2018).

3.2.4.2.2 Monitoreo electroquimico del consumo de H>Oz por la bacteria Escherichia coli como

experimento de control.

Para ensayar la respuesta del biosensor en una bacteria Gram-negativa se prepar6 una solucion de
la bacteria en PBS pH 7.0 a una concentracion intermedia de 3x10* UFC/mL tanto para S. aureus

y como para E. coli, siguiendo el mismo proceso descrito en el apartado 3.2.4.1.

Se tomaron los VCs de los electrodos modificados con PPG y cisteina (Au/CysPPG)
sumergiéndolos en la solucion preparada de la bacteria a la cual se adicionaron 10uL de una

solucion de H>.O2 1mM vy se dejo reaccionar durante 5 minutos.

41



BIOSENSORES PARA DETECCION DE BACTERIAS PATOGENAS. 42

3.2.4.2.3 Monitoreo electroquimico del consumo de H2O- por el Staphylococcus aureus en una

muestra de leche comercial.

Para esta prueba se prepard una muestra de leche entera contaminada con el S. aureus a una

concentracion intermedia de 3x10* UFC/mL siguiendo el mismo proceso descrito en el apartado
3.24.1.

Se tomaron los VCs de los electrodos modificados con PPG y cisteina (Au/CysPPG)

sumergiéndolos en la solucion preparada de la bacteria a la cual se adicionaron 10uL de una

solucion de H20, 1mM vy se dejé reaccionar durante 5 minutos.

DRP-CELL-700
™

Figura 10. Montaje de las mediciones electroquimicas en las muestras de leche contaminadas con S
aureus y sin contaminar.
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3.3 Andlisis y discusion de resultados

3.3.1 Extraccion y semipurificacion de PPG

Siguiendo lo descrito en el apartado 3.2.1 sobre el proceso de extraccion y semipurificacion de la

peroxidasa de pasto guinea.

Durante la etapa de cromatografia por exclusion de tamafio, la fase acuosa con la enzima se
aplicé directamente a una columna Sephadex G-75, en donde se recolectaron fracciones del
extracto cada 6 min. Teniendo en cuenta la actividad volumétrica en funcion de la fraccion
recolectada, como se observa en la figura 12, las fracciones 10 a 14 fueron las que presentaron los

valores de mayor actividad de la enzima.

400 +

300 +

200 4

Actividad (u/mL)

100

0 ' 5 . 10 15 20
Fraccion (N °)

Figura 11. Actividad volumétrica de las fracciones recolectadas en la etapa de cromatografia por exclusién
de tamario.
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A los extractos obtenidos al final de cada etapa se les midid la actividad enzimatica y
concentracion de proteinas, con el fin de hallar los pardmetros enzimaticos representados en la
tabla 4. En donde se observa que se obtuvo un extracto con actividad volumétrica final de 470.8

U/mL y rendimiento de 53.54%.

Tabla 4.
Etapas de semipurificacién de la PPG.
Actividad  Actividad . Actividad .
Etapa VOlm;wn Volumétrica total Proteina especifica Fa?;ior de Rendimiento
(ml) (Urml) ) (mg) (U/mg) purificacion (%)
Extracto crudo 199 183.5 36930,0 1478 249 1,0 100
Eliminacion de
. 119 217.7 25911.1 504.5 51,3 2,0 70,1
pigmentos
Cromatografia 68 3517 239162 190,2 1257 5,0 64,7
Ultrafiltracion 42 470.8 197738 89.1 2219 8,8 53,5

Unidad de actividad de peroxidasa (U) = Cantidad de enzima necesaria para catalizar la oxidacion de 1umol de
sustrato por minuto, bajo condiciones definidas.

3.3.2 Modificacion de la superficie de los electrodos

Para la construccion del biosensor se siguieron los pasos establecidos en el apartado 3.2.2 donde,
la superficie del electrodo serigrafiado de oro fue modificada mediante un proceso de quimisorcion

del grupo tiol de la cisteina sobre la superficie del electrodo de oro, mediante la siguiente ecuacion:
R—S—H+Au >R-S—Au+ 1/,H, [4]

El mecanismo de reaccién no es del todo comprendido, la misma se considera formalmente
como una adicién oxidativa del enlace S-H sobre la superficie de oro, seguida de una eliminacion

reductiva del hidrégeno (Che et al., 2009).
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En cuanto a la unién de la enzima con la SAM de cisteina formada en la superficie del electrodo.
Se sugiere que la PPG podria estar permanentemente confinada a la superficie del electrodo a
través de la SAM por medio de diversas interacciones electrostaticas e hidrofdbicas y enlaces de

hidrégeno (Liu et al., 2008 y Xiao et al., 1999).

Figura 12. Modificacion de la superficie del electrodo serigrafiado de oro por el bioconjugado Cys/PPG.

3.3.3 Caracterizacion por métodos electroquimicos

El registro de las mediciones electroquimicas se hizo utilizando el equipo AUTOLAB
POTENTIOSTAT/GALVANOSTAT y el software NOVA 1.10.1.9 para realizar el procesamiento

de los datos como se ve el montaje de la figura 14.
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Figura 13. Montaje experimental de las mediciones electroquimicas realizadas.

3.3.3.1 Caracterizacion de los electrodos por voltamperometria ciclica usando ferrocianuro

de potasio como electrolito.

En la figura 15 se puede observar los voltamperogramas obtenidos al evaluar la modificacion de
la superficie del electrodo con una solucion 10mM de Ka[Fe(CN)s] con exceso de KCI 0.1 M.
Inicialmente se puede observar que tanto el electrodo sin modificar como el electrodo modificado
Unicamente con cisteina tienen un valor de corriente y area bajo la curva tanto de oxidacién como
de reduccion menor que el electrodo modificado con el bioconjugado (Cys-PPG), lo que demuestra
que al adicionar la enzima aumenta la velocidad de la transferencia de electrones de la superficie
del electrodo y aumenta la carga total. De estos VCs también se pueden extraer los valores

caracteristicos AE y IPc/IPa.
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Figura 14. Electrodos sin modificar (Au), modificado con cisteina (Au/Cys) y modificado con el
bioconjugado cisteina — peroxidasa (Au/Cys/PPG).

La diferencia de potencial absoluto entre los picos catédico y anddico es fruto de una
combinacion entre los diferentes coeficientes de difusion del par y el sobrepotencial necesario para
transferir electrones entre la superficie del electrodo y el analito. Esta diferencia de potencial esta
relacionada directamente con el nimero de electrones que interviene en la reaccion, segun la

ecuacion:
|Epa — Epc| = 2.218 * RT/nF [5]

De este modo, a temperatura de 25°C, la separacion tedrica deberia ser aproximadamente de

59mV para parejas redox en que la transferencia sea de un unico electron, independientemente de
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la concentracion o la velocidad de barrido. A mayor separacion de picos se tendra un proceso cada

vez mas irreversible (Abab, 2010).

Tabla 5.
Diferencia de potencial y relacién de corriente entre los picos de oxidacion y reduccién de los electrodos
estudiados.

Electrodo Epa Ipa Epc Ipc AE Ipc/Ipa

Au 13,46 -60,26 268,24 119,92 254,78 1,99
Au/Cys 19,33  -160,85 195,68 149,67 176,35 0,93

Au/CysPPG 40,66 -219,75 152,04 200,53 111,38 0,91

En la tabla 5 se detallan los resultados obtenidos de los VCs de intensidad de pico catédico
(Ipc), intensidad de pico anddico (Ipa), su cociente y la separacion entre los picos de oxidacion y
reduccion (AE) obtenidos experimentalmente. En el caso del electrodo sin modificar se puede
deducir que el proceso no se comporta de forma reversible ya que el valor de AE es mayor a 59
mV lo que indica que el proceso se comporta de forma cuasi-reversible y se corrobora al calcula
el cociente Ipc/lpa que da un valor de aproximadamente 2 debido a que la corriente de reduccion
(Ipc) es mayor que la corriente de oxidacion (Ipa) lo que indica que la transferencia de electrones

en la reaccion catddica es mayor que en la reaccion anddica.

Por otro lado, los resultados obtenidos para los electrodos modificados muestran que el valor
de AE, aunque sigue siendo mayor a 59 mV, disminuye de 176,35 mV para el electrodo modificado
Gnicamente con cisteinaa 111,38 mV para el electrodo modificado con el bioconjugado de cisteina
y peroxidasa. Esto indica que a medida que se modifica el electrodo la reversibilidad del proceso

redox aumenta, también se puede corroborar al calcular el cociente Ipc/Ipa que para ambos casos
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da un valor cercano a 1 concordando con lo que dice la teoria con respecto a los procesos

reversibles (Alaa et al., 2009).

3.3.3.2 Efecto del perdxido de hidrogeno sobre la respuesta enzimatica del electrodo por

voltamperometria ciclica.

En la figura 16 se puede ver la respuesta de corriente generada por los electrodos sin modificar y

modificados con cisteina y peroxidasa de pasto guinea en presencia de H20-,

El VC del electrodo sin modificar (curva azul) no muestra ninguna sefial como respuesta a la
adicion de peroxido de hidrégeno a la solucién, mientras que, el VC del electrodo modificado
(curva morada) muestra un aumento significativo en las corrientes anddica y catddica, con un pico
méaximo de reduccidn a un potencial de -800 mV y un pico méximo de oxidacién de 609 mV, que
corresponde a la reduccion bioelectrocatalitica del H,O catalizada por la enzima PPG. Este hecho
demuestra que hay una transferencia directa de electrones desde el centro activo de la enzima hacia
la superficie del electrodo, con una orientacion favorecida del cofactor hacia la superficie del
electrodo gracias al tinel conductor de electrones formado por la cisteina (Yi et al., 2000). En
general, el ciclo catalitico de las peroxidasas se asemeja al descrito para la HRP. De acuerdo con
Ferri y col. la POD en este caso reacciona con H,O> para formar un primer compuesto intermedio
(Compuesto 1), que es una forma oxidada de dos equivalentes que contiene oxiferril hemo
(Fe**=0) y un radical cation porfirina. EI compuesto | tiene actividad catalitica y su radical
porfirina extrae un electron del electrodo de oro para formar un segundo intermediario (Compuesto

I1), que posteriormente se reduce de nuevo a la POD nativa al aceptar el electron del electrodo. El
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mecanismo catalitico de la reduccion de POD inmovilizada a H20> se ejemplifica mediante las

siguientes ecuaciones (Ferri et al., 1998).
POD (Fe3*) + H,0, — Compuesto I (Fe** = 0)+ H,0 [6]
Compuesto I (Fe** = 0) + e+ H* - Compuesto I [7]

Compuesto Il + e+ H* —» POD (Fe3*) + H,0 [8]

0,0008
0,0006 —
0,0004 —
0,0002 —

0,0000 - el )/'ﬁ

-0,0002 -
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. —_—
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Figura 15. CVs de los electrodos modificados con cisteina y peroxidasa (Au/Cys/PPG) sin H,O; (azul) y
con Hz0, 5mM (morado).

3.3.3.3 Efecto de la velocidad de barrido sobre la respuesta bioelectrocatalitica del peréxido

de hidrégeno por voltamperometria ciclica.

En la figura 17 se ve que al variar la velocidad de barrido en el rango de 50 a 400 mV/s, los VCs
de los electrodos modificados con el bioconjugado Cys/PPG permanecen esencialmente sin

cambios en los ciclos lo que indica que la PPG esta confinada de forma estable en la SAM de
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cisteina. Ademas, se ve las corrientes tanto de reduccion como de oxidacién aumentan linealmente
a medida que se aumenta la velocidad de barrido lo que sugiere que la reaccion electroquimica en
la superficie del electrodo de oro est& controlada por un proceso de difusién. Este comportamiento
se evidencia en la figura 18 donde se grafican ambas corrientes en funcion de la raiz cuadrada de
la velocidad de barrido desde 50 mV/s hasta 400 mV/s, donde se obtuvieron las ecuaciones de

regresion lineal de las corrientes catddica y anddica.
Ipc(uA) = 0,3v + 0,5 (R? = 0.9961) [9]
Ipg(uA) = —0.4v — 0,3 (R? = 0.9928) [10]

Anteriores autores han reportado este mismo comportamiento para electrodos de oro
modificados con otras enzimas para electrodos de oro modificados con cisteina y peroxidasa de
rabano picante (HRP) en un rango de 20 a 1000 mV/s (Yi et al., 2000), electrodos de oro con
peroxidasa de palma real (PPR) en un rango de 25 a 500 mV/s (Vargas y Castillo, 2016) y para
electrodos de oro modificados con cisteina y la enzima superoxido dismutasa (SOD) en el rango

de 10 a 1000 mV/s (Tian et al., 2002).
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Figura 16. CVs de los electrodos modificados con cisteina y PPG en solucién PBS 30mM con H;0, 3mM
a diferentes velocidades de barrido.
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Figura 17. Diagrama de picos de corrientes catddicas y anddicas versus la raiz cuadrada de la velocidad
de barrido.
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3.3.4 Evaluacién analitica del biosensor en soluciones de S. aureus y en muestras de alimentos

contaminados.

Para esta parte del trabajo, el montaje para tomar las medidas electroquimicas de la figura 19 fue
adecuado para realizarse dentro de una cabina de flujo laminar para mantener la zona de trabajo
con las bacterias, limpia y estéril con el fin de evitar la contaminacion de las muestras que causaran

interferencias en los resultados.

3.3.4.1 Monitoreo electroquimico del consumo de H>O> en soluciones de Staphylococcus

aureus.

En la figura 19 se ve la respuesta electroquimica del electrodo modificado Au/CysPPG al consumo
de H20- de diferentes concentraciones de S. aureus a un potencial de trabajo de -810 mV. Estos
resultados muestran que hay una disminucién en la sefial de la corriente bioelectrocatalitica de
reduccion del peréxido de hidrégeno, lo que indica un consumo de H20> por parte de la catalasa,

enzima antioxidante presente en S. aureus.
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Figura 18. Voltamperogramas ciclicos de los electrodos modificados (Au/CysPPG) en buffer fosfato
30mM pH 7, H,0, 1mM para concentraciones de S. aureus de 0 hasta 3x10® UFC/mL.

La catalasa como parte del sistema antioxidante de S. aureus esta involucrada en la destruccion
del perdxido de hidrogeno generado durante el metabolismo de la bacteria, el cual es transformado
en agua y oxigeno, obedeciendo el mecanismo general de la interaccion entre un sustrato (S) y la

enzima (E) (Arguello, 2000) segun la reaccion 11:

kcat

k
Cat + 2H,0, - Cat — H,0, * — 2H,0 + 0, + Cat [11]

En la figura 20 se ve la dependencia directa entre la disminucion en la corriente de reduccion
del H20. producto del consumo de este por parte de la enzima catalasa al aumentar la
concentracion de S. aureus a un potencial de trabajo fijo de -810 mV con un rango lineal en un
intervalo de 3x10%-3x108 UFC/mL, presentando un valor de coeficiente de correlacion R?=0.9806

segun la ecuacién 12:
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I(pA) = 0,2696X (UFC/ ) — 213,27 (R? =0,9806) [12]
-40-_ o
-60
—80—- b4
4100 -
< T *
3 -120
E 140 4 ¢
8 160 4

180 ¢ ¢

—200—-

1 *
-220
102 10° 10 10°  10° 100 10°
UFC/mL

Figura 19. Respuesta del electrodo modificado a las soluciones de S. aureus a diferentes concentraciones
(UFC/mL) a un potencial fijo de -810 mV.

3.3.4.1.1 Determinacion de los pardmetros analiticos

A partir de la curva de calibraciéon (ecuacion 12) obtenida de los resultados del monitoreo del
consumo de H>O> por S. aureus, presentados en la figura 20, se determinaron los parametros

analiticos: Rango de linealidad, sensibilidad y limite de deteccion.

De acuerdo con esto, el método propuesto tiene un rango de linealidad de 3x10% a 3x108 UFC/ml
y la sensibilidad del calibrado es igual al valor de la pendiente de la recta, es decir 0.2696.
Adicionalmente se calcul6 la sensibilidad analitica por medio de la ecuacion 3, cuyo valor es

0.0046.
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El limite de deteccion para esta técnica analitica es de 3x102 UFC/ml, que es la concentracion

maés baja de S. aureus obtenida por el método de conteo en placa cuya sefial puede ser distinguida

del blanco.

3.3.4.2 Monitoreo electroquimico del consumo de H>O> por la bacteria Escherichia coli como

experimento de control.

Para ensayar la respuesta del biosensor frente a una bacteria Gram-negativa, se prepard una prueba
con la bacteria Escherichia coli, que es una bacteria habitante normal en el intestino de los seres
humanos y de los animales, principalmente los de sangre caliente. Debido a su alta presencia en el
intestino, E. coli se utiliza como el indicador principal para detectar y medir la contaminacion fecal

en la evaluacion de la inocuidad del agua y de los alimentos (Tobon, 2017).
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-1000 -500 0 500 100
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Figura 20. VCs de los electrodos serigrafiados de oro modificados en presencia de H.O, 1 mM.
Velocidad de barrido 50mV/s.
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Los VCs que se representan en la figura 21 son los resultados obtenidos al sumergir el electrodo
modificado en una solucion de PBS sin bacterias, donde se ve la sefial correspondiente a la
reduccion bioelectrocatalitica del peroxido de hidrégeno por parte de la enzima PPG con valor de
corriente -21.49 pA. En el VC correspondiente al electrodo sumergido en solucién de S. aureus
3x10* UFC/mL bajo la misma concentracion de H,O-, se ve la disminucion significativa de la
sefial de corriente de reduccion del peroxido de hidrégeno debido al consumo del mismo por parte
de la enzima catalasa, como se ha descrito anteriormente en el apartado 3.3.4.1. Por otro lado, el
VC del electrodo sumergido en la solucién de E. Coli 3x10* UFC/mI muestra un pico definido
correspondiente a la reduccion del peréxido de hidrégeno a -25,26 YA, lo que sugiere que no hubo

consumo de perdxido de hidrdgeno por parte de la bacteria.

Aunque E. coli también es una especie catalasa positiva, La baja capacidad de degradacion de
H20, que presenta en este ensayo puede deberse a que la actividad catalasa de E. coli es menor
que la de S. aureus (Schwartz et al., 1983). Ademas, la permeabilidad de la pared celular a H20>
puede ser ligeramente menor que en S. aureus debido a que la membrana externa de las bacterias
Gram negativas actia como una barrera que limita la entrada de varios tipos de agentes

antibacterianos sin relacion quimica (Abdelhamid y Wu, 2017).

3.3.4.3 Monitoreo Electroquimico del consumo de H2O> por el Staphylococcus aureus en una

muestra de leche comercial.

El mercado de la leche cruda en Colombia es objeto de regulacion por parte del Estado, ya que, es
uno de los productos de mayor impacto en salud publica (Minsalud, 2011). Esto, debido a que su
calidad e inocuidad, se ven comprometidas desde su ordefio hasta que llega al consumidor final
por peligros bioldgicos y quimicos. La inadecuada manipulacion de la leche cruda y las malas

practicas de ordefio en la produccion primaria, asi como la carencia o insuficiencia de enfriamiento
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de la leche cruda, conlleva al crecimiento microbiano en menor tiempo, poniendo en riesgo a la
poblacion que lo consume. Asi mismo, la leche cruda puede contaminarse en cualquiera de las
etapas durante su obtencion, almacenamiento y comercializacion con microorganismos patégenos
como, por ejemplo, Escherichia coli patégenas, L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Bacillus cereus y Yersinia enterocolitica (Oliver et al., 2005, Oliver et al.,

2009, Jayarao, 1999, Rohrbach et al., 1992 y Murinda et al., 2002).

En la figura 22 se encuentran los resultados de los VCs tomados a una muestra de leche entera
comercial sin contaminar y una muestra de leche de la misma bolsa contaminada con S. aureus
3x10* UFC/mL, ambas mediciones en presencia de H.0, ImM. EI VC de la muestra donde no
hay presencia de la bacteria presenta un pico de reduccion maximo a un potencial de -566 mV a
una corriente de -22,06 pA correspondiente a la reduccion bioelectrocatalitica del peroxido de
hidrégeno, mientras, que en el VC de la muestra con la bacteria esta sefial se reduce
considerablemente al mismo potencial de -566 mV presentando un valor de intensidad de corriente

igual a -3,26 pA.
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Figura 21. Voltamperogramas ciclicos del electrodo modificado Cys/PPG en muestras de leche comercial.

Los analisis se llevaron a cabo a una concentracioén de S. aureus 3x10* UFC/mL.
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4. Conclusiones

e Se disefid un biosensor amperdmetrico con electrodos serigrafiados de oro modificados
mediante quimisorcidn de cisteina unida covalentemente con la peroxidasa de pasto guinea
extraida y semipurificada con actividad volumétrica de 470 U/mL y 53,5% de rendimiento.

e Por medio de voltamperometria ciclica se demostré que el bioconjugado de cisteina y
peroxidasa de pasto guinea (CysPPG) presenta actividad electroquimica ya que el electrodo
modificado presenta mayor conductividad eléctrica, indicando que la cisteina favorece la
trasferencia de electrones desde el sitio activo de la enzima hasta la superficie del electrodo.

e El biosensor enzimético presentd una respuesta en corriente a diferentes concentraciones
de S. aureus a un potencial de trabajo de -810mV con un rango lineal en un intervalo de
3x102-3x10% UFC/mL, presentando un valor de coeficiente de correlacion R?=0.9816, nivel
minimo de deteccion de 3x10? UFC/mL, y sensibilidad de calibrado 0.2696 A/UFC*mL™.

e Fue posible detectar la presencia de la bacteria en muestras de leche contaminadas con el
microrganismo. Esto indica que el biosensor fabricado puede convertirse en una potencial

herramienta analitica para la deteccion rapida de bacterias en alimentos.
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5. Recomendaciones

Hacer un estudio de comparacion de los resultados del método propuesto en este trabajo
con otras bacterias del género Staphylococcus como S. epidermidis, S. saprophyticus, S.

haemolyticos y S. aures resistente a meticilina.

Usar el método propuesto en este trabajo del electrodo modificado con PPG para la
deteccion de S. aureus en otras muestras de alimentos propensos a trasmitir ETA como

carnes rojas, carnes de aves, otros lacteos.
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