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Glosario
Constante de inactivacion (Kinact): es una medida que describe la velocidad a la que una enzima
pierde su actividad catalitica.
Electrodo serigrafiado de 6xido de grafeno (ESOG): es un dispositivo electroquimico que se
fabrica utilizando la técnica de serigrafia. Este proceso implica imprimir una tinta o pasta que
contiene oxido de grafeno sobre un sustrato, creando asi un electrodo conductor con caracteristicas
mejoradas.
Peroxidasa de rabano picante (HRP): Es una enzima oxidorreductasa que cataliza reacciones de
oxidacion, utilizando perdxido de hidrégeno (H202) como donante de electrones.
Reparto bifasico (RB): es una forma de distribuir energia eléctrica que utiliza dos fases y un
neutro para alimentar equipos o cargas, en lugar de una sola fase como en un sistema monofasico.
Voltamperometria ciclica (CV): es una técnica electroquimica que se utiliza para estudiar las
reacciones redox de especies quimicas. Implica variar el potencial de un electrodo de trabajo de

forma ciclica y medir la corriente resultante.
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Resumen
Titulo: Estudio de la actividad bio-electroquimica de la peroxidasa de batata (Ipomoea batatas)
inmovilizada sobre electrodos de 6xido de grafeno*.
Autor: Miguel Angel Vega Ledn**
Palabras Clave: Peroxidasa, Electrodo, Batata, Actividad enzimatica, Biosensor,
Voltamperometria ciclica.
Descripcion: La deteccion de peroxido de hidrogeno (H202) es un tema de gran interés en la
actualidad. Por ello, desarrollar métodos eficientes y sensibles resulta fundamental para diversos
campos como la medicina, el medio ambiente, la biologia, entre otros. En este trabajo se presenta
un enfoque novedoso, en el que se utilizan electrodos serigrafiados de 6xido de grafeno (ESOG),
modificados con extracto de peroxidasa de cascara de batata (PCB), para la deteccion
electroquimica de H.0.. Esta inmovilizacion favorece una transferencia de electrones eficiente, lo
que se refleja en un aumento y mejora del desempefio electrocatalitico del sensor. Se determiné
que la PCB presenta una actividad especifica de 478 U/mg, una termoestabilidad a 60 °C, un pH
optimo de 8,0 y una constante de inactivacion (Kinact) de 7,02 x 102 min™'. Para caracterizar el
desempefio electroquimico de los ESOG, se utilizd voltamperometria ciclica. Este sensor
innovador, disefiado a partir de la incorporacién de PCB en un electrodo de éxido de grafeno,
representa una herramienta potencial para la deteccion electroquimica de H.O. en muestras
reales.En conclusion, este trabajo introduce una estrategia efectiva y versatil para la deteccién de
H20: mediante el uso de PCB/ESOG, abriendo nuevas posibilidades para el desarrollo de técnicas

analiticas avanzadas aplicables en biologia y otros campos.

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



ELECTRODOS MODIFICADOS CON PEROXIDASA DE BATATA 10

Abstract
Title: Study of the Bio-Electrochemical activity of sweet potato peroxidase (Ipomoea batatas)
immobilized on graphene oxide electrodes*
Author: Miguel Angel Vega Ledn**
Keywords: peroxidase, electrode, sweet potato, enzymatic activity, biosensor, cyclic voltammetry
Description: The detection of hydrogen peroxide (H202) is currently a topic of great interest.
Therefore, developing efficient and sensitive methods is essential for various fields such as
medicine, environmental science, biology, among others.
This work presents a novel approach that uses screen-printed graphene oxide electrodes
(SPGOEs), modified with peroxidase extract from sweet potato peel (SPP), for the electrochemical
detection of H>0.. This immobilization promotes efficient electron transfer, which is reflected in
an increase and overall improvement in the electrocatalytic performance of the sensor.
It was determined that the SPP exhibits a specific activity of 478 U/mg, thermal stability at 60 °C,
an optimal pH of 8.0, and an inactivation constant (Kinact) of 7.02 x 102 min™'. Cyclic
voltammetry was used to characterize the electrochemical performance of the SPGOEs.
The SPP/SPGOE system showed a linear response in the concentration range of 250 uM to 5 mM,
with a detection limit of 4.6 uM. This innovative sensor, designed by incorporating SPP into a
graphene oxide electrode, represents a potential tool for the electrochemical detection of H20O: in
real samples. In conclusion, this study introduces an effective and versatile strategy for H20:
detection using SPP/SPGOE, opening new possibilities for the development of advanced analytical

techniques applicable in biology and other fields.

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

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que aceleran la velocidad de las
reacciones hasta alcanzar un equilibrio. Constituyen el tipo de proteinas mas numeroso y
especializado, y actian como catalizadores de reacciones quimicas especificas en los seres vivos
o0 sistemas biolégicos. Muchas enzimas no actian de manera aislada, sino que se organizan en
secuencias denominadas rutas metabolicas, y muchas de ellas tienen la capacidad de regular su
actividad enzimatica (Franklin, 2011).

Las enzimas pueden clasificarse segun el tipo de reaccion que catalizan. Por ejemplo, las
oxidorreductasas conforman un grupo de enzimas que catalizan reacciones de oxidacion y
reduccion en sistemas bioldgicos. Estas participan en el intercambio de electrones entre sustancias
quimicas, facilitando la transferencia electronica entre los reactivos.

Las peroxidasas (POD) son enzimas que utilizan diversos perdxidos (ROOH) como
aceptores de electrones para catalizar una variedad de reacciones oxidativas.

Estas proteinas se agrupan bajo una misma clasificacion enzimatica (EC 1.11.1.7 para la
POD del grupo hemo), correspondiente a las oxidorreductasas que utilizan peroxido de hidrégeno
como aceptor de electrones. Las POD catalizan la oxidacion de una amplia gama de sustratos
organicos e inorganicos mediante peroxido de hidrogeno (Passardi et al., 2007).

Gracias a estas propiedades, las POD ocupan actualmente un lugar importante a nivel
industrial, con aplicaciones en distintos sectores:

« En la industria cosmetica, especialmente en la coloracion capilar, se utiliza la

polimerizacion oxidativa de precursores como fenoles o aminofenoles. Tradicionalmente

se emplea peroxido de hidrdgeno al 3%; sin embargo, su uso repetido puede dafar el

cabello. Para lograr un proceso de oxidacion mas suave Yy eficiente, se han incorporado
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enzimas como oxidasas y POD (Kawamura et al., 1989).

e En la industria de la pulpa y el papel, la deslignificacion es un procedimiento clave para
eliminar impurezas. En este proceso, la POD de lignina y la POD de manganeso
desempefian un papel crucial en la degradacion enzimatica de la lignina, ofreciendo una
alternativa menos contaminante frente a métodos quimicos tradicionales (Aehle, 2007).

« En el desarrollo de biosensores, se ha utilizado la técnica de inmovilizacion de la POD de
rabano picante sobre la superficie de electrodos, con el objetivo de detectar compuestos
como H:0: y fenoles (Alpeeva et al., 2005).

El rabano picante (Armoracia rusticana) es la fuente vegetal de POD mas utilizada
actualmente en aplicaciones industriales. Sin embargo, su peroxidasa (HRP) presenta algunas
limitaciones importantes, como la desnaturalizacion o pérdida de actividad bioldgica a
temperaturas cercanas o superiores a 70 °C, y en rangos de pH menores a 3 o mayores a 9 (Castillo
et al., 2022). Por ello, se vuelve necesario explorar fuentes alternativas de POD vegetal que
ofrezcan mayor versatilidad y estabilidad frente a diferentes condiciones de pH y temperatura.

En este trabajo se empled la peroxidasa de batata (PCB) como nueva fuente de POD
vegetal, basandose en el estudio de (Sakharov et al., 1999), donde se report6 una alta actividad
peroxidasa en batata (1800,0 U/g de raiz), solo superada por la del rabano silvestre (2600,0 U/g de
raiz).

En la primera etapa de este estudio, se llevo a cabo la semipurificacion de la enzima
mediante el método descrito por (Leon et al., 2002), utilizando una extraccion con tampdén fosfato,
seguida de la precipitacién de proteinas con sulfato de amonio, con el objetivo de aislar la enzima

de interés.
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En la segunda etapa, se realizaron estudios para determinar las condiciones 6ptimas de
pH y temperatura para el funcionamiento de la enzima. Finalmente, en la Gltima fase, la PCB
fue caracterizada electroquimicamente mediante voltamperometria ciclica, evaluando su
respuesta frente al peréxido de hidrogeno al ser inmovilizada sobre electrodos serigrafiados de
oxido de grafeno.

1. Objetivos
1.1.0Objetivo General

Medir la actividad bio-electroquimica la peroxidasa presente en la corteza de la batata

(Ipomea batatas) para futuras aplicaciones en la construccion de biosensores electroquimicos.

1.2. Objetivos especificos

- Realizar una extraccion a la corteza de la batata con el fin de obtener las proteinas y
enzimas de interés a una concentracion elevada

- Eliminar paso a paso las diferentes interferencias presentes en el extracto con el fin de
purificar parcialmente la peroxidasa de la batata

- Variar algunas propiedades quimicas (pH, temperatura) y adicionar diferentes sustratos

para observar el comportamiento de la peroxidasa en la batata

2. Marco de Referencia

En un estudio realizado por (Villamizar, Rios, Castillo, et al., 2016), se encontrd que la
POD de la palma real (Roystonea regia), inmovilizada en superficies de grafeno, ha demostrado
ser un biocatalizador alternativo a la peroxidasa de rabano picante (HRP) disponible
comercialmente. Asimismo, se observd que las plantas responden a las heridas activando
sistemas de autodefensa para restaurar los tejidos dafiados o protegerse del ataque de patégenos

y herbivoros. Entre la gran cantidad de proteinas inducibles por heridas, se ha demostrado que
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la POD se expresa en respuesta a dafios mecanicos en varias especies vegetales como el tabaco
(Lagrimini & Rothstein, 1987), la papa (Roberts et al., 1988), el frijol azuki (Ishige et al., 1993),
el arroz (Hiraga et al., 2000), el rabano picante (Kawaoka et al., 1994) y la batata (Kanazawa
& Shichi, 1965).

En su articulo de revision A Comprehensive Review on Function and Application of
Plant Peroxidases, (Pandey et al., 2017) concluyen que las peroxidasas vegetales, pertenecientes
a la clase I11, estan implicadas en diversos procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas,
como el metabolismo de la pared celular, el crecimiento y la maduracion de frutos, entre otros.
Debido a sus amplias aplicaciones en areas clave como la bioguimica clinica, la inmunologia,
la biotecnologia y el medio ambiente, estas enzimas son consideradas de gran importancia
industrial.

No obstante, algunas PODs vegetales disminuyen su actividad enzimatica cuando se
exponen a altas temperaturas. Por ejemplo, (Muftigil, 1985) realizd un experimento en el que
se analizaron verduras frescas como repollo, puerro, zanahoria, espinaca, apio, calabaza, papas,
cebollas y frijoles verdes, evaluando su actividad enzimatica antes y después de someterlas a
tratamientos térmicos (75, 85 y 95°C) en medio acuoso (escaldado en agua caliente). Se
observd una mayor inactivacion en las temperaturas mas altas; sin embargo, la POD presente
en frijoles verdes, papas y calabaza no fue completamente inactivada incluso después de 30
minutos a 75 °C.

También se han reportado PODs provenientes de frutas, como en el caso de la fresa. La
POD de esta fruta mostrd su mayor actividad enzimatica a 30 °C y pH 6.0, pero presentd baja
estabilidad térmica. En los frutos de fresa se detectaron dos isoenzimas con masas moleculares

de 58.1 y 65.5 kDa, y se observd que la actividad enzimatica disminuia significativamente a
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medida que el fruto maduraba (Civello et al., 1995).

Técnicas espectroscopicas como el dicroismo circular, la calorimetria de barrido
diferencial y la fluorescencia han sido empleadas para estudiar la estabilidad estructural y
conformacional de la HRP (Chattopadhyay & Mazumdar, 2000).

Finalmente, en su trabajo sobre PODs de plantas tropicales, (Sakharov et al., 1999)
evaluaron la actividad enzimatica de diversos frutos, hojas y raices tropicales. En el caso de la
batata (Ipomoea batatas), se reportd una actividad de 1800.0 U/g de raiz, valor relativamente
alto en comparacion con otras especies estudiadas. Esta POD, ademas de su elevada actividad,
mostré caracteristicas prometedoras para realizar pruebas de especificidad sustratica y de
estabilidad ante cambios de pH y temperatura. Por estas razones, fue seleccionada como objeto

de estudio en el presente proyecto, en lugar de otras fuentes vegetales.

3. Marco tedrico
3.1.Enzimas

Las enzimas son proteinas que aumentan la velocidad de las reacciones hasta alcanzar
el equilibrio, pertenecen al tipo de proteinas mas numeroso y también catalizan reacciones
quimicas en seres vivos Yy sistemas bioldgicos. Las enzimas a menudo trabajan en conjunto en
secuencias llamadas rutas metabolicas y pueden regular su actividad enzimatica segin sea
necesario.

Las enzimas tienen forma globular y estan formadas por cadenas polipeptidicas
plegadas, alli se crea una especie de espacio o hueco denominado centro activo donde se
encuentran involucrados algunos aminoacidos, en el centro activo se encajan los sustratos para

Ilevar a cabo las reacciones (Franklin, 2011).
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Figura 1.

Enzima con sustrato (azul) unido al centro activo (hueco) con un aminoacido (rojo)

Nota. Adaptado de (Franklin, 2011)

Las enzimas a pesar de funcionar como catalizadoras de reacciones tienen ciertas

diferencias con otros catalizadores quimicos, como lo son:

Aumento en las velocidades de reaccion, la velocidad de las reacciones que son catalizadas
por las enzimas se multiplica de 10° a 10 veces con respecto a las mismas reacciones que
no son catalizadas por ellas, y sus 6rdenes de magnitud son superiores a los 6rdenes de las
reacciones catalizadas por medios quimicos.

Requieren condiciones mas moderadas para llevar a cabo las reacciones, las condiciones
que se requieren para que una enzima catalice una reaccion son relativamente normales:
temperaturas por debajo de 100°C, presién atmosférica y pH casi neutros. Por el contrario,
las reacciones catalizadas en medios quimicos requieren presion y temperatura elevadas y
también pH extremos.

Especificidad sustratica méas elevada, las enzimas muestran una amplia especificidad en
relacion con los tipos de sustratos y productos que pueden aceptar, en contraste con los

catalizadores quimicos. Esto significa que las reacciones enzimaticas generalmente
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producen pocos o ningun producto secundario.

- Regulacion, las actividades cataliticas de numerosas enzimas pueden cambiar segun las

concentraciones de sustancias diferentes a sus sustratos y productos. Estos procesos

reguladores incluyen el control alostérico, modificaciones covalentes en las enzimas y

ajustes en la cantidad de enzimas producidas. (Voet & Voet, 2006)

A continuacion, en la tabla 1 se puede observar la clasificacion de las enzimas, el tipo

de reaccion que catalizan y algunos ejemplos de ellas.

Tabla 1.

Clasificacion de enzimas.

Clase Tipo de reaccion Ejemplo
. i . Peroxidasas, Deshidrogenasas,
Oxidorreductasas Oxidacion - reduccion . g
Oxidasas
. T Oxaloacetasas, Fosfoamidasas,
Hidrolasas Hidrolisis
Agarasas
Isomerasas Isomerizacion UDP- glucosa, Triosa fosfato isomerasa
Ligasas Sintesis Piruvato carboxilasa, Cicloligasas
Transferasas Transferencia de grupo  Glucdgeno fosforilasa, Aminotrasferasa
Liasas Eliminacion Citrato liasa, deshidratasa

Nota. adaptado de (Mcdonald & Boyce, 2001).

3.2.0xidorreductasas

Las oxidorreductasas son un grupo de enzimas que catalizan reacciones de Oxido-

reduccién, donde hay una transferencia de electrones entre moléculas. Estas enzimas juegan un

papel clave en procesos biolégicos esenciales, como la respiracion celular y la fotosintesis, en

los que se involucra la oxidacién de una molécula y la reduccion de otra.

En el mecanismo de accidn de las oxidorreductasas, una molécula acta como donadora
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de electrones (reduciendose), mientras que la otra actia como aceptora de electrones
(oxidandose). Ejemplos importantes incluyen la lactato deshidrogenasa (una deshidrogenasa) y

la citocromo ¢ oxidasa (una oxidasa).

3.2.1. Tipos comunes de oxidorreductasas:
o Deshidrogenasas: Participan en la transferencia de 4&tomos de hidrégeno o electrones,
como en la conversion de lactato a piruvato.
« Oxidasas: Involucran oxigeno como aceptor de electrones, como la citocromo ¢ oxidasa,
que es fundamental en la cadena de transporte de electrones.
o Peroxidasas: Usan perdxido de hidrégeno como aceptor de electrones, como la HRP.
Estas enzimas son cruciales para mantener el equilibrio redox dentro de las células vy,
por lo tanto, estan involucradas en una amplia gama de procesos metabdlicos.(Voet & Voet,

2006)

3.3.Peroxidasas

Las PODs son enzimas que utilizan varios peréxidos (ROOH) como aceptores
de electrones para catalizar una serie de reacciones oxidativas. Estas proteinas se pueden
encontrar bajo el mismo namero de clasificacién enzimatica (EC.1.11.1.7 es la POD del grupo
hemo) donante: perdxido de hidrégeno oxidorreductasa.

Los genes que codifican las hemo peroxidasas se pueden encontrar en casi todos los
reinos de la vida. Las dos grandes superfamilias son: una que se encuentra principalmente
en bacterias, hongos y plantas y una segunda que se encuentra en animales, hongos
y bacterias.

La POD reacciona por mecanismos donde la reaccion catalizada es la oxidacién de una
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amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos por peréxido de hidrégeno (Passardi et
al., 2007).

Reaccion catalizada por la peroxidasa

Peroxidasa

H,0, + AH, ———— 2H,0 + A 1)
Las PODs cumplen algunas funciones en los organismos como lo son:

e Proteccion antioxidante: las PODs desempefian un papel crucial en la proteccion
antioxidante del cuerpo. El perdxido de hidrégeno generado como subproducto durante el
metabolismo celular, puede resultar toxico en niveles altos. Estas enzimas intervienen para
descomponer el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, previniendo asi el dafio celular
provocado por el estrés oxidativo. (Veitch, 2004).
e Desintoxicacidn de xenobioticos: las PODs también pueden participar en la neutralizacion
de xenobiodticos, es decir, sustancias quimicas extrafias que ingresan al cuerpo. Estas enzimas
contribuyen al metabolismo y eliminacion de compuestos toxicos, facilitando asi su excrecion
del organismo.(Veitch, 2004).
e Regulacion del metabolismo del yodo: en la glandula tiroides, las PODs juegan un papel
vital en la produccion de hormonas tiroideas como la tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3).
Facilitan la adicion de yodo a las moléculas precursoras de estas hormonas, un proceso crucial
para el correcto funcionamiento de la glandula tiroides y la regulacion metabolica (Veitch,
2004).
e Defensa inmunoldgica: estas enzimas pueden participar en la respuesta inmunoldgica del
cuerpo. Se han encontrado en diversas células del sistema inmunoldgico, donde juegan un papel
en la defensa contra las infecciones al ayudar en la generacion de radicales libres y la

eliminacion de agentes patdgenos (Veitch, 2004).
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e Proteccion contra infecciones: ademas de su funcién en el sistema inmunologico, las
PODs liberadas en tejidos especificos, como el sistema respiratorio y el sistema digestivo,
pueden contribuir a la defensa contra infecciones al eliminar bacterias y otros microorganismos
dafinos (Veitch, 2004).

e Modulacion de procesos de sefializacion: algunas PODs también pueden influir en la
regulacién de vias de sefalizacion celular, lo que podria impactar en varios procesos

fisiolégicos, como la diferenciacion celular y el control de crecimiento. (Veitch, 2004).

3.3.1. Fuentes de peroxidasa
la POD es una enzima que cataliza la oxidacion de sustratos utilizando peréxido de hidrégeno.
Se encuentra en fuentes tanto animales como vegetales, por ejemplo, para las fuentes vegetales
tenemos:
e Ra&bano picante (Armoracia rusticana): la HRP es una de las mas utilizadas en
biotecnologia, debido a su alta estabilidad y actividad. Se usa en muchas aplicaciones,
como inmunoensayos (Shannon et al., 1966).
e Batata (Ipomoea batatas): La batata es otra fuente vegetal de POD. La PCB ha sido
estudiada por su capacidad para detoxificar compuestos reactivos como el peréxido de
hidrégeno (Veitch, 2004).
e Soja (Glycine max): La soja contiene varias isoformas de POD, que se han investigado
por su participacion en la germinacion y desarrollo de las plantas (Henriksen et al., 2001).
e Zanahoria (Daucus carota): Las zanahorias también contienen PODs que juegan un papel
importante en la respuesta a estrés oxidativo (T. Gaspar et al., 1985).

Y en fuentes de POD animal tenemos:
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e Glandula tiroides (Tiroperoxidasa): La POD tiroidea es una enzima clave en la sintesis
de hormonas tiroideas al catalizar la yodacion de la tiroglobulina (Kopp & Cooper, 2013).

e Leucocitos (Mieloperoxidasa): La mieloperoxidasa (MPO) se encuentra en los
granulocitos neutréfilos y participa en el sistema inmunoldgico al producir acido hipocloroso a
partir de peroxido de hidrogeno (Klebanoff, 2005).

e Glandulas salivales (Salivary peroxidase): La POD salival estd involucrada en la
proteccion contra patdégenos en la cavidad oral, al reducir la toxicidad del peréxido de hidrégeno

(Thomas et al., 1995).

3.3.2. Clases de peroxidasas
Las PODs se clasifican en diferentes grupos segin su estructura, localizacion y
requerimientos de cofactores. A continuacion, se presenta una clasificacion de las PODs:
Clasificacion por su origen (Animal o Vegetal)

o Peroxidasas vegetales: Estas incluyen enzimas que se encuentran en plantas, como la
peroxidasa de rabano picante (HRP) o la peroxidasa de la batata (PCB). Estan implicadas
en la defensa de las plantas contra el estrés oxidativo y en procesos de crecimiento y
desarrollo (Veitch, 2004).

o Peroxidasas animales: Ejemplos son la mieloperoxidasa (MPO), la tiro peroxidasa (TPO)
y la lacto peroxidasa (LPO), que desempefian un papel importante en el sistema
inmunoldgico y en la sintesis de hormonas (Klebanoff, 2005).

Clasificacion por el cofactor que utilizan

e Hemo-peroxidasas: Estas PODs contienen un grupo hemo, similar al encontrado en la

hemoglobina. La mayoria de las PODs animales y vegetales pertenecen a esta categoria.

Algunos ejemplos incluyen la HRP y la MPO (Ayala Marcela, 1999).
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No-hemo peroxidasas: Estas enzimas no contienen un grupo hemo. Un ejemplo es la

glutation peroxidasa (GPx), que utiliza selenocisteina como cofactor (Flohé, 1978).

Clasificacion por su especificidad de sustrato

Mieloperoxidasa (MPO): Especifica de leucocitos, oxida el cloruro para formar acido
hipocloroso, que es bactericida(Klebanoff, 2005).

Glutation peroxidasa (GPx): Cataliza la reduccion de peroxidos utilizando glutation
como donante de electrones (Flohe, 1978).

Peroxidasa de rabano picante (HRP): Oxida una amplia gama de compuestos, y se utiliza

comunmente en técnicas bioquimicas como los ensayos de ELISA (Shannon et al., 1966).

Clasificacion por su localizacion celular
Peroxidasas citosolicas: Estas PODs se encuentran en el citoplasma de las células y
participan en la eliminacién de peroxidos en el ambiente intracelular (Ayala Marcela,
1999).
Peroxidasas en compartimentos especificos: Ejemplos incluyen la lacto peroxidasa
(LPO), que se encuentra en las glandulas mamarias y en la saliva, o la mieloperoxidasa,

que esta localizada en los granulos de los neutréfilos (Thomas et al., 1995).

Clasificacion por el tipo de reaccién que catalizan

Peroxidasas dependientes de perédxido de hidrogeno: Estas peroxidasas catalizan reacciones

utilizando peroxido de hidrégeno como aceptor de electrones (Veitch, 2004a).
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o Peroxidasas dependientes de peroxidos organicos: Como la glutation peroxidasa, que

cataliza la reduccion de peroxidos organicos (Flohé, 1978).

Esta clasificacion se ve mejor representada en la siguiente tabla:

Tabla 2.

Clasificacion de peroxidasas

Clasificacion Descripcion
Origen (Animal o Vegetal) Eg[gg)dasas animales (MPO, TPO y vegetales HRP,

Hemo-peroxidasas (contienen grupo hemo, HRP) y no-

Cofactor (Hemo o No-Hemo) hemo (Glutation peroxidasa)

Oxidan diferentes sustratos: MPO (cloruro), GPx

Especificidad de sustrato (perdxidos), HRP (compuestos diversos)

Localizacion celular Peroxidasas citosolicas y en compartimientos especificos
(MPO en neutréfilos, LPO en glandulas mamarias)
Dependientes de peroxido de hidrégeno (HRP) o de

Tipo de reaccion peroxidos organicos (GPx)

3.3.3. Determinacion de la actividad enzimatica de la peroxidasa
La actividad enzimatica de la PCB se puede determinar usando diferentes métodos
que implican la medicidn de la velocidad de reaccidn entre la enzima y su sustrato, asi como la
deteccion del producto generado. En el caso de la medicion con guayacol, primero la PCB
reacciona con guayacol y perdxido de hidrégeno como sustratos. En esta reaccion, la PCB
utiliza el peroxido de hidrogeno como donante de electrones y oxida el guayacol. Después de
esto, el guayacol oxidado forma un compuesto con un color marrén caracteristico, que resulta

de la oxidacion del guayacol por la PCB en presencia del peréxido de hidrégeno.
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La formacion del producto oxidado se puede cuantificar mediante la medicion
de la absorbancia a una longitud de onda especifica, que generalmente es alrededor de 470 nm.
Este color marron resultante esta directamente relacionado con la actividad enzimética de la
PCB. La intensidad de la absorbancia esta correlacionada con la velocidad de reaccion de la
POD con el guayacol y el peroxido de hidrogeno. Cuanto mayor sea la actividad enzimatica,
mayor sera la velocidad de formacion del producto oxidado y, por lo tanto, mayor sera la

absorbancia medida.

Finalmente, la absorbancia medida se usa para calcular la actividad enzimaética
de la POD, generalmente expresada en unidades de absorbancia por minuto o en unidades de
absorbancia por miligramo de proteina por minuto, dependiendo de la normalizacion requerida

(Rojas-Reyes et al., 2014).

Figura 2.

Oxidacion de guayacol en presencia de peroxidasa.
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Nota. Adaptado de (Centeno Diana, 2017)
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3.3.4.

Inactivacion y regeneracion parcial de la peroxidasa

Inactivacion térmica de la peroxidasa: La POD es una enzima relativamente resistente
al calor en comparacién con otras proteinas, y se ha observado que requiere temperaturas
altas y tiempos prolongados para inactivarse completamente. La inactivacion térmica de la
POD sigue generalmente una cinética de primer orden, lo que significa que la velocidad de
inactivacion depende de la temperatura y el tiempo de exposicion.
Temperatura critica para la inactivacion: Generalmente, la POD comienza a perder
actividad a temperaturas cercanas a los 70-80 °C. Sin embargo, para una inactivacion
completa, se requiere un tiempo de exposicion mayor a 30 segundos a temperaturas
superiores a 90 °C.
Importancia en la industria alimentaria: La POD es una enzima de gran interés en la
industria alimentaria, ya que su resistencia térmica puede influir en la calidad y vida util de
productos vegetales procesados. Por ejemplo, en el escaldado de vegetales como el brécoli
o las espinacas, la inactivacion completa de la POD es critica para evitar que cause deterioro

en los alimentos durante el almacenamiento (CANO et al., 1995).

3.3.5. Regeneracion enzimatica tras inactivacion térmica parcial

Un aspecto interesante de la POD es su capacidad de regeneracion parcial tras haber

sido expuesta al calor. Este fenomeno se explica debido a que el calor, si es aplicado por un

periodo corto 0 no demasiado intenso, puede causar una desnaturalizacion parcial de la enzima.

Durante este proceso, la estructura terciaria de la proteina se desorganiza parcialmente, pero no

completamente, lo que permite una posterior recombinacion de las estructuras secundarias y

terciarias una vez que las condiciones térmicas vuelven a la normalidad.
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Mecanismo de regeneracion: La regeneracion ocurre cuando los enlaces disulfuro o las
interacciones hidrofdbicas entre las cadenas laterales de los aminoécidos de la proteina
vuelven a su estado funcional. Esto ocurre solo cuando la desnaturalizacion térmica no ha
sido lo suficientemente prolongada o severa para causar una pérdida total de la actividad
enzimatica.

Limites de la regeneracion: Si la exposicion térmica es lo suficientemente larga o intensa,
la regeneracion no es posible, y la POD pierde su actividad irreversiblemente (Robinson &

Eskin, 1991).

3.3.6. Factores que afectan la regeneracion

La regeneracion de la POD después de la inactivacion térmica depende de varios factores:
Duracidn de la exposicion al calor: Un tiempo corto de calentamiento puede permitir una
regeneracion parcial, mientras que una exposicion prolongada conduce a una inactivacion
irreversible.

Temperatura alcanzada: A temperaturas mas bajas, hay una mayor posibilidad de
regeneracion. A temperaturas mas altas, las estructuras internas de la enzima se
desnaturalizan de forma irreversible.

Condiciones ambientales: EI pH y la presencia de ciertos agentes quimicos pueden

facilitar o inhibir la regeneracién enzimatica (Rodrigo et al., 1996).

3.3.7. propiedades cataliticas de la peroxidasa
e Actividad oxidativa: La PCB cataliza la oxidacion de compuestos fendlicos en
presencia de peréxido de hidrogeno. Entre los sustratos tipicos se encuentran el

guayacol, los compuestos aromaticos y los alcaloides. Estos sustratos son oxidados a
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productos con estructuras poliméricas, lo que resulta en la formacion de coloraciones
caracteristicas (por ejemplo, marron en el caso del guayacol) (Shannon et al., 1966).

e Estabilidad téermica: A diferencia de otras PODs vegetales, la PCB es relativamente
estable a temperaturas moderadas. Esto le permite mantener su actividad catalitica en
un rango de temperaturas donde otras enzimas similares se desnaturalizan. Esto hace
que sea Util en procesos donde la estabilidad térmica es critica, como en la industria
alimentaria.(Veitch, 2004a).

e Aplicaciones en detoxificacion: La PCB también ha sido investigada por su capacidad
para detoxificar compuestos reactivos como el peroxido de hidrogeno y ciertos fenoles,
lo que tiene aplicaciones tanto en procesos industriales como en la biorremediacion. En
estos contextos, la enzima actGa oxidando los compuestos toxicos en formas menos
reactivas o mas faciles de eliminar (Shannon et al., 1966).

e Rol en el estrés oxidativo: Como otras PODs vegetales, la PCB participa en la defensa
contra el estrés oxidativo. Esta enzima se activa en respuesta a condiciones de estrés,
como infecciones o exposicion a metales pesados, para reducir los niveles de peroxido
de hidrégeno en las células vegetales (Veitch, 2004a).

3.3.8. Propiedades moleculares
o Efecto del pH sobre la actividad de las peroxidasas
Rango de pH optimo: La mayoria de las PODs vegetales, incluida la PCB y la HRP,
suelen tener un pH éptimo entre pH 5 y pH 7, dependiendo del sustrato especifico y las
condiciones experimentales. A pH neutro o ligeramente &cido, la enzima muestra su maxima
actividad catalitica (\Veitch, 2004a).

e Desnaturalizacién fuera del rango 6ptimo: A valores de pH fuera del rango 6ptimo,
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tanto en condiciones muy acidas (por debajo de pH 4) como muy alcalinas (por encima
de pH 8), la actividad de la POD disminuye significativamente. Esto ocurre debido a la
desnaturalizacion parcial o total de la enzima, lo que altera su estructura activa y reduce

su capacidad catalitica (Shannon et al., 1966).

e Efecto de la temperatura sobre la actividad de las peroxidasas
La actividad de las PODs es sensible a la temperatura. En general, la actividad de estas
enzimas aumenta gradualmente con el incremento de temperatura hasta un punto éptimo, que
varia segun la fuente de la POD. En el caso de algunas PODs vegetales, esta actividad es 6ptima
entre 30°C y 70°C. Sin embargo, al sobrepasar este rango, la enzima puede sufrir
desnaturalizacion térmica, lo cual reduce su actividad. A temperaturas elevadas (por encima de
80°C), la inactivacion puede ser irreversible después de pocos minutos.

Estudios como el de (Mizobutsi et al., 2010) y los realizados en frutas como el lichi
destacan que las PODs muestran una rapida disminucion en actividad cuando se sobrepasa la
temperatura Optima, especialmente cuando se alcanzan 90°C o mas. Estos hallazgos son
relevantes en la industria alimentaria, donde el control térmico de PODs puede influir en la

conservacion de los productos.

e Estabilidad de las peroxidasas frente a la temperaturay el pH

La estabilidad de las PODs frente a la temperatura y el pH depende principalmente de
factores estructurales de la enzima, como la composicion de aminoacidos, la presencia de
enlaces disulfuro, y la estructura terciaria y cuaternaria. Un aumento de temperatura puede
inducir desnaturalizacion parcial o completa, mientras que valores extremos de pH pueden
afectar los grupos funcionales esenciales para la actividad catalitica y la estructura. La presencia

de cofactores o iones estabilizantes también puede influir en la resistencia a la desnaturalizacion
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(Chattopadhyay & Mazumdar, 1999).

Tabla 3.

Condiciones de temperatura y pH optimos en diferentes peroxidasas

Fuente de peroxidasa Temperatura optima (°C) pH 6ptimo Referencia

Rabano picante (Armoracia 30 240 527 (Veitch, 20042)
rusticana)

soya (glycine max) 40 2 50 4526 (Ixel Hernandez

Hernandez et al., 2022)

Batata (Ipomoea batatas) 35a45 8 Este estudio
Repollo morado (Brassica 35 a 45 5.5 (Huamén Zésimo, 1992)
oleracea var. capitata f. rubra)
Hoja de palg;irg (roystonea 30a40 6a7 (Sakharov et al., 2001)
Nabo (Brassica rapa subsp. 3550 5a6 (Motamed et al., 2009)

Rapa)

3.3.9. peroxidasa de la batata (Ipomoea batatas)

Figura 3.

Fotografia batata
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Las peroxidasas (PODs) se encuentran en diversas especies vegetales, entre ellas la
batata (Ipomoea batatas), una planta nativa de la zona tropical del noroeste de Sudamérica. Esta
especie es conocida con distintos nombres, como camote, boniato, batata douce, apichu y
kumara.

En 1971, Lamarck clasifico esta especie dentro del género Ipomoea basandose en la
forma del estigma y en la estructura de la superficie de los granos de polen. Por esta razon, su
nombre cientifico fue cambiado a Ipomoea batatas.

El nmero de cromosomas en la batata es 2n = 6x = 90, lo que indica que se trata de una
planta hexaploide con un nimero béasico de cromosomas x = 15. La batata es una planta
herbacea cuyo habito de crecimiento es predominantemente postrado, con tallos que se
extienden horizontalmente sobre el suelo. Los tipos de crecimiento que puede presentar
incluyen: erecto, semi-erecto, extendido y muy extendido (Huaman Zésimo, 1992).

Figura 4.

Tipos de crecimiento de la batata

erecto disperso

Nota. Adaptado de (Botanica Sistematica y Morfologia de La Planta de Batata o Camote -

Huaman, Z)



ELECTRODOS MODIFICADOS CON PEROXIDASA DE BATATA 31

El perdxido de hidrégeno (H202) es un liquido covalente de color azul palido, libremente
miscible con agua y aparentemente capaz de atravesar facilmente las membranas celulares,
aunque no se conocen las vias que usa para atravesarla. Los niveles altos (generalmente >50
uM) de H20O, se describen como citotoxicos para una amplia gama de células animales,
vegetales y bacterianas en cultivo, asi mismo, la exposicion de ciertos tejidos humanos al H.O>
puede ser mayor de lo que comunmente se supone: algunas cantidades pueden estar presentes
en las bebidas cotidianas como el café instantaneo, en la orina humana recién evacuada y en el
aire que se exhala. Por lo que se piensa que es muy toxico in vivo y al ser poco reactivo en
ausencia de iones de metales de transicion los niveles pueden ser minimizados por la accion de
las enzimas de defensa antioxidantes como las catalasas, PODs, entre otras (Halliwell et al.,

2000).

3.4.Inmovilizacion de enzimas

La inmovilizacion es un proceso técnico mediante el cual las enzimas se fijan sobre o
dentro de soportes solidos, creando un sistema heterogéneo de enzimas inmovilizadas. Esta
forma inmovilizada imita el comportamiento natural de las enzimas en las células vivas, donde
la mayoria se encuentra unida a estructuras como el citoesqueleto, las membranas y los
organulos celulares.

Los sistemas con soporte solido suelen estabilizar la estructura de las enzimas y, como
resultado, ayudan a conservar su actividad catalitica. Por esta razén, las enzimas inmovilizadas,
en comparacion con las enzimas libres en solucion, tienden a ser mas robustas y resistentes

frente a cambios en las condiciones ambientales.
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Ademas, los sistemas heterogeneos de inmovilizacion permiten ventajas como la facil
recuperacion de las enzimas y de los productos de reaccion, la posibilidad de reutilizacion
multiple de las enzimas y la operacidn continua de procesos enzimaticos, entre otros beneficios

(Homaei et al., 2013).

3.4.1. Modos de inmovilizacion
Tradicionalmente, se emplean cuatro métodos principales para la inmovilizacion de

enzimas:

- Adsorcidn de proteinas: Los métodos no covalentes de inmovilizacion son ampliamente
utilizados e implican la adsorcion pasiva de proteinas sobre superficies hidrofébicas, o
bien mediante interacciones electrostaticas con superficies cargadas.

- Absorcidn en silicatos mesoporosos: En la tltima década, se han llevado a cabo
numerosos estudios sobre la sintesis de silicatos mesoporosos. Un grupo de investigacion
descubri6 una familia de estos materiales con una distribucion de tamafio de poro muy
estrecha. Estas nuevas estructuras ofrecian la posibilidad de adsorber o atrapar moléculas
grandes dentro de sus poros.

- Inmovilizacion de proteinas en polimeros de poliacetona mediante enlaces de
hidrégeno: Recientemente se propuso un novedoso proceso de inmovilizacion que utiliza
un polimero de poliacetona como soporte. Este polimero, obtenido por copolimerizacion
de etano y mondxido de carbono, ha sido empleado para inmovilizar tres enzimas
diferentes: una peroxidasa de rabano picante (HRP) y dos amino oxidasas provenientes
de suero bovino y plantulas de lenteja.

- Metodos clasicos de inmovilizacion covalente: Para lograr una union mas estable, se recurre

a la formacion de enlaces covalentes, generalmente mediante la reaccion con grupos
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funcionales presentes en la superficie de la proteina. Al igual que en la adsorcion no
covalente, estos métodos pueden aplicarse a proteinas no modificadas, ya que dependen

Unicamente de grupos funcionales presentes de forma natural (Homaei et al., 2013).

3.5. Técnicas electroquimicas.

3.5.1.

Las técnicas electroquimicas son herramientas analiticas poderosas y versatiles que
ofrecen alta sensibilidad, precision y exactitud, asi como un amplio rango dinamico lineal, todo
ello utilizando una instrumentacion relativamente economica. Con el desarrollo de métodos de
pulso mas sensibles, los estudios electroanaliticos se han vuelto cada vez mas comunes en
aplicaciones industriales, ambientales y en el analisis de medicamentos en sus formas de
dosificacion, especialmente en muestras bioldgicas.

Estas técnicas permiten resolver numerosos problemas de interés farmacéutico con un
alto grado de exactitud, sensibilidad, selectividad y precision, lo que las convierte en una opcion

eficiente y confiable dentro del campo analitico.

Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica electroquimica usada para medir la respuesta
de corriente a lo largo del tiempo a un potencial aplicado constante. Consiste en aplicar
un potencial a una celda electroquimica y medir la corriente resultante en funcion del tiempo.

En la cronoamperometria, se aplica un cambio repentino en el potencial al electrodo de
trabajo y se registra la respuesta de la corriente resultante. Esta técnica se utiliza frecuentemente
para estudiar diversos procesos electroquimicos, como en el electrodo, cinética de transferencia

de carga y comportamiento de especies electroactivas.
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3.5.2. Voltamperometria ciclica (CV)

la voltamperometria ciclica se ha vuelto ampliamente usada en muchas areas de quimica
electro analitica. Es raramente usada para la determinacidn cuantitativa, pero es muy usada para
el estudio de reacciones redox y también obtiene mucha informacién sobre como ocurren las
reacciones quimicas. La voltamperometria ciclica es una técnica de rapido voltaje en la que se
invierte la direccion del escaneo de voltaje. Mientras el potencial aplicado en el electrodo de
trabajo tanto en direccidn directa como inversa, la corriente resultante es registrada. La
velocidad de escaneo en la direccidn de y retroceso normalmente es la misma. La CV se puede
usar en modos de ciclo o multiciclo (Farghaly et al., 2014).

Figura 5.

Voltamperograma clasico de un sistema reversible
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Nota. Adaptado de (Macedo Luis, 2012)



ELECTRODOS MODIFICADOS CON PEROXIDASA DE BATATA 35

3.6.Biosensor

Un biosensor se describe como un dispositivo analitico compacto que incorpora un
elemento de deteccion bioldgico o biomimético, ya sea estrechamente conectado o integrado
dentro de un sistema transductor. El principio de deteccion es la unién especifica del analito de
interés al elemento de biorreconocimiento complementario inmovilizado en un medio de
soporte adecuado. La interaccion especifica da como resultado un cambio en una o mas
propiedades fisicoquimicas (cambio de pH, cambio de masa, transferencia de calor, entre otros)
que se detectan y pueden medirse con el transductor. El objetivo habitual es producir una sefial
electronica que sea proporcional en magnitud o frecuencia a la concentracion un analito
especifico o grupo de analitos, a los que se une el elemento biosensor (Velasco-Garcia &
Mottram, 2003).

El transductor es un dispositivo que convierte un parametro fisico, quimico o bioldgico
en una sefal eléctrica que se puede procesar y analizar. En un biosensor, el transductor convierte
la interaccidn entre el elemento de reconocimiento biolégico y el analito en una sefial eléctrica
que se puede cuantificar.

Figura 6.

Representacion esquematica de un biosensor
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3.6.1. Biosensores amperométricos

Figura 7.

Sensor amperométrico
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Nota. Adaptado de (Pezzotti & Luperini, 2013)

Los biosensores amperométricos son un tipo de biosensor que miden la concentracion
de un analito especifico detectando la corriente eléctrica producida cuando se produce
una reaccion entre el analito y un elemento de reconocimiento biologico. La corriente generada
por la reaccion se mide mediante un electrodo y es proporcional a la concentracion del analito

(Romero et al., 2010).
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3.6.2. Biosensores cataliticos

Son aquellos biosensores en los que se utiliza un biocatalizador que al interaccionar con
el sustrato desencadena una reaccion quimica, sin consumo del material bioldgico que
se regenera y puede ser usado de nuevo. Los receptores utilizados pueden ser enzimas, células,
organulos o tejidos (Boix, 2020).

Estos biosensores son muy utilizados debido principalmente a su alta selectividad, es
decir, la capacidad de reconocer un tipo de compuesto en particular en una mezcla donde otros
estan presentes. Normalmente cuantifican la concentracién del analito a partir del efecto
producido por la reaccién catalizada. Como consecuencia de la reaccion enzimética puede
ocurrir un cambio de color, un cambio en la concentracién de los protones o en la muestra, entre

otros (Torres Eduardo, 2014).

3.7.Electrodos serigrafiados

Los electrodos serigrafiados son electrodos los cuales tienen impreso una superficie que
tiene material conductor, estos electrodos se usan en distintas aplicaciones médicas,
biomédicas, entre otras.

Los electrodos serigrafiados se presentan como un unico dispositivo en el que se
encuentran tres electrodos distintos:

- Electrodo de trabajo: su respuesta es sensible a la concentracion de analito
- Electrodo de referencia: permite aplicar un potencial conocido con exactitud, que es
independiente a la concentracion del analito y de otros iones. Su potencial es constante y

respecto a este se mide el potencial del electrodo de trabajo. Electrodo auxiliar: es el
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electrodo que completa el circuito de la celda de tres electrodos ya que permite el paso de
corriente. Permite realizar andlisis de procesos en los que se produce una transferencia

electronica (Alvarez Pérez et al., 2020).

3. Metodologia

3.1. Reactivos
Los materiales y reactivos usados en este trabajo fueron adquiridos de los siguientes
fabricantes: J.T Baker: guayacol; Merck: sulfato de amonio, polietilenglicol (12000) y peréxido
de hidrogeno (30% p/v).
La peroxidasa de batata (PCB) fue extraida y purificada parcialmente en el laboratorio
del Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) de Universidad Industrial

de Santander (UIS).

3.2. Extraccion de la peroxidasa

Se prepar6 una solucion buffer (pH 8.3) de borato, para esto se usaron 500 mL de
solucion de acido borico 0.5M y 500 mL de solucion 0.125M de NaOH, después se obtuvieron
64 de cascara de batata de los cuales se uso la mitad (329) para posteriormente adicionarla en
un recipiente con 256 mL de la solucién buffer preparada anteriormente y se llevo al shaker por
24 horas a 150 rpm a temperatura ambiente. Pasadas las 24 horas, se separaron los sélidos del
extracto usando la centrifuga a 7000 rpm por 10 min y en un nuevo recipiente se adiciond la
otra mitad de la cascara (32g) con el extracto obtenido de la centrifugacion, esto con el fin de

obtener un extracto con una concentracion mas alta.
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3.3. Semipurificacion y precipitacion de proteinas
Se dividid el extracto en 8 tubos falcon de 50 mL para después afiadir concentraciones
de 10,20,30,40,50,60,70 y 80% de sulfato de amonio respectivamente y luego se ayudoé a la
precipitacion de proteinas usando centrifuga a 7000rpm por 10 min. Esto se hace con el fin de
disminuir la solubilidad de las proteinas aumentando la concentracion de sal en la solucion
provocando su precipitacion. Luego de esto se determind que el porcentaje de sulfato de amonio

(NH4)2S0O4 6ptimo para obtener la actividad enzimética mas alta fue de 8.5%

3.4.Medicion de la actividad enzimatica de la peroxidasa

Se prepard el sustrato que usé para medir la actividad, el cual estd compuesto de 40 pL
de guayacol, 10 pL de perdxido de hidrégeno y 20 mL de solucién Buffer borato. Luego de
esto se tomaron 10 pL del extracto de batata concentrado con 8.5% de sulfato de amonio y se
diluyeron en 500 pL de agua destilada, después de esto se tomaron 33 L de la dilucién y se
pusieron en una celda con 1 mL del sustrato mencionado anteriormente para después medir la
actividad en el espectrofotdmetro de doble haz (UV-1800 SHIMADZU) con una variacion de
absorbancia de 470nm y determinando la reaccién de aparicién del producto, el tetraguayacol
con coeficiente de extincién molar de 5200 M*cm™,

Una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de enzima necesaria para oxidar
1 umol de guayacol por minuto bajo condiciones de pH 6.0 y temperatura de 25 °C. La actividad

especifica es expresada como unidades de actividad de POD por miligramo de proteina.
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3.5.Estudio de la estabilidad de la peroxidasa a diferentes pH
Para este estudio se prepararon 5 soluciones de buffer borato a pH 2,4,6,8,10
respectivamente. Luego de esto a cada solucién se le adicionaron 10 pL de peroxido de
hidrogeno (H202) y 40 pL de guayacol para posteriormente realizar las mediciones de la

actividad enzimatica de la PCB usando el método descrito anteriormente.

3.6. Estudio de la estabilidad de la peroxidasa a diferentes temperaturas
Se tomaron 2 mL de extracto de batata semipurificado y se llevaron a 20 mL con buffer
borato, luego de esto se calentaron desde 30°C hasta 80°C y se tomaron alicuotas de 500 pL
cada 5°C, luego se dejaron reposar a temperatura ambiente y posteriormente se midié la

actividad de las diferentes alicuotas usando el mismo método descrito anteriormente.

3.7.Inmovilizacion de la peroxidasa en electrodos serigrafiados de carbono modificados con

6xido de grafeno

La inmovilizacién de la PCB en los electrodos serigrafiados de carbono modificados
con oxido de grafeno (ESOG) se realizé por medio de adsorcion fisica, para esto se colocaron
10 pL de extracto semipurificado de batata sobre el electrodo de trabajo y se dejo secar por 24
horas, aparte de esto en todos los ensayos se usaron electrodos de control o electrodos sin
modificar con el fin de comparar la respuesta y la sefial obtenida con el electrodo modificado.
El potenciostato/galvanostato que se uso fue el AUTOLAB PGTSTAT302N y el software para
el procesamiento de los datos fue el NOVA (NOVA 1.10.1.9 software para instrumentos
autolab). Los electrodos usados fueron los (110GPHOX Metrohm Dropsens) que cuentan con
el electrodo de trabajo de carbono modificado con éxido de grafeno, el electrodo auxiliar de

carbono y el electrodo de referencia de Ag/AgCl.
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4. Analisis y resultados

4.1. Extraccion y semi-purificacion de la peroxidasa de batata

A medida que avanzaban las etapas de semipurificacion, se fue midiendo la actividad

enzimatica de los extractos.

Para calcular la actividad enzimatica, se emplea la formula derivada de la ecuacién de
la ley de Lambert-Beer con respecto al tiempo, ya que esta relacién permite vincular la
absorbancia con la concentracion del analito en una muestra. De esta manera, se obtiene la
ecuacion final (ecuacién 2), donde VT representa el volumen total de la celda en mL, FD es el

factor de dilucion del extracto, dA/dt esta expresado ens™!, eenmM~' cm™!, y b en cm.

A = egbc
dA dc
—_—Eh—
dt dt
dc dA/dt
dt &b

dA/dt

Actividad enzimdtica = N e

X 60X FD xVy [U] o)

Para la extraccion se escogieron batatas frescas, ya que la actividad enzimética es mas
alta en las raices recién cosechadas en comparacion con las almacenadas durante periodos
prolongados (Arizio et al., 2009). Se realizd un ensayo con el fin de encontrar el pH optimo
para la extraccion, se usaron pH de 2,4,6,8 y 10 de los cuales se encontro que el pH 6ptimo es
8 como se puede observar en la figura 8 ya que es el valor donde se evidencia una actividad

mas alta en comparacion con los demas.
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Figura 8.
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En la cascara de batata se pueden encontrar diversos compuestos, como antocianinas,
compuestos fenolicos(Gabilondo & Julieta, 2015), fibra dietética (Garcia-Méndez et al.,
2016),vitaminas y minerales (Valero Gaspar, 2018), entre otros, que pueden interferir en los
analisis de medicion de actividad o en la voltamperometria ciclica.

Por esta razon, al obtenerse un extracto concentrado de peroxidasa en una solucion
tampon de borato a pH 8.0, este fue sometido a una centrifugacion inicial a 7000 rpm durante
10 minutos a temperatura ambiente, con el propdsito de separar la fase liquida del material
particulado, incluyendo restos de cascara presentes en la muestra. Posteriormente, se llevo a
cabo una precipitacion proteica utilizando sulfato de amonio (NH4).SO4 al 8,5%. Para ello, se
afiadio el sulfato de amonio al extracto y se dejé reposar durante 2 horas, seguido de una
centrifugacion a 8000 rpm durante 10 minutos. Este paso tuvo como objetivo precipitar la

mayor cantidad de proteinas del extracto, permitiendo tomar la fase acuosa, que contenia la
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mayor actividad enzimatica.

Después de la precipitacion, se realizé un proceso de separacion de fases mediante un
sistema acuoso bifasico (RB), utilizando polietilenglicol (PEG) y (NH4)2SOs como
componentes del sistema. El reparto bifasico se dejo actuar durante 1 hora, tras lo cual se
selecciond Unicamente la fase acuosa, donde se encontraba concentrada la peroxidasa.

En la Figura 9 se presentan algunas imagenes del proceso de extraccion y
semipurificacion.

Figura 9.
Etapas de obtencion del extracto semi-purificado (A) cascara de la batata extraida, (B) montaje

del shaker, (C) reparto bifasico, (D) material particulado y restos de cascara separados como fase

solida en centrifugacion.
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Tabla 4.

Etapas de purificacion de la peroxidasa de batata

Actividad Proteina

Etapa Volumen Total Actividad Especifica Total Rendimiento Factor de
mL Total (U % Purificacién
(mL) (V) (Ulg) (mg) (%)

Extraccién inicial 230 14,98 249 60 100 1.0

Eliminacion — de 4., 12379 343 36 83 14

pigmentos

Ultrafiltracion 40 7,653 478 16 51 2.0

A partir de los datos presentados en la Tabla 4, se puede inferir que cada etapa del
proceso de purificacion mejora la calidad del extracto al eliminar impurezas, lo que resulta en
un aumento de la actividad especifica (U/mg) de la enzima. Asimismo, se observa una
reduccion del volumen del extracto, pasando de 230 mL en la extraccion inicial a 40 mL en la
ultima fase. Esta disminucion es un comportamiento esperado en los procesos de purificacion,
ya que las técnicas empleadas eliminan compuestos no deseados y concentran la enzima de
interés.

El rendimiento del proceso es del 100% en la etapa inicial. Tras la eliminacion de
pigmentos, se conserva el 83% de la actividad total, mientras que, después de la ultrafiltracion,
el rendimiento se reduce al 51%. Aunque se registra una pérdida de actividad total, esto es
comun en procesos de purificacion debido a la eliminacién de proteinas no especificas y a
posibles desnaturalizaciones de la enzima.

En cuanto a la actividad especifica, esta aumenta progresivamente, pasando de 249
U/mg en la extraccion inicial a 343 U/mg tras la eliminacion de pigmentos, lo que indica una
mejora en la proporcién de enzima activa respecto a las proteinas totales. En la ultrafiltracion,
la actividad especifica alcanza 478 U/mg, lo que demuestra que esta etapa es fundamental para

concentrar la enzima y eliminar impurezas.



ELECTRODOS MODIFICADOS CON PEROXIDASA DE BATATA 45

Por ultimo, se observa una reduccién en la cantidad total de proteinas, de 60 mg en la
extraccion inicial a 16 mg después de la ultrafiltracion. Esto es consistente con un proceso de
purificacion eficiente, ya que se eliminan proteinas no deseadas y otros compuestos como
pigmentos, polifenoles y lipidos, mejorando asi la pureza y actividad de la enzima.

- Caracterizacion bioquimica de la peroxidasa de la batata

Estabilidad frente a variaciones de pH

Se realizaron estudios de pH donde se midi6 la actividad de los extractos a diferentes
pH y se determind que el pH dptimo es 8.0, en la figura 10 se puede ver que a pH 8.0 la actividad
tuvo un aumento significativo respecto a los demas pH.

Figura 10.

Actividad enzimatica del extracto de batata a diferentes pH
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Algunas peroxidasas (PODs) recientemente extraidas han sido objeto de estudios
enfocados en su estabilidad frente a variaciones de pH, temperatura y otros factores

fisicoquimicos, con el objetivo de caracterizar su comportamiento en distintas condiciones
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experimentales. Por ejemplo, la festuca arundinacea, la lolium perenne y la HRP presentan pH
optimo de 6.0, 5.0 a 6.0 (Langsdorf et al., 2023) y 7.0 (Lavery et al., 2010) respectivamente.
La PCB pierde casi el 80% de actividad a pH 10, sin embargo, en comparacion con otras PODs
se puede observar que tiene una alta estabilidad a pH 8.0 haciéndola una de las que mejor se

desempefia en pH neutro.

Termoestabilidad

La peroxidasa es una enzima ampliamente estudiada en la industria alimentaria, ya que
su resistencia al calor la convierte en un indicador clave para evaluar la eficacia de tratamientos
térmicos, como el escaldado de vegetales. Este proceso es fundamental para asegurar la
inactivacion de enzimas que podrian deteriorar la calidad del producto durante el
almacenamiento, provocando cambios indeseables en sabor, color, textura o valor nutricional.
Ademas, comprender la termoestabilidad de la peroxidasa permite optimizar procesos de
conservacion, garantizando la inactivacion enzimatica sin comprometer las propiedades
sensoriales y nutricionales de los alimentos. Por ejemplo, en estudios sobre brécoli, se ha
investigado la inactivacion de la peroxidasa mediante diferentes métodos de escaldado para
determinar las condiciones Optimas que preserven la calidad del producto, equilibrando la
eficiencia del tratamiento térmico con la conservacion de sus atributos deseables (Soltero,
2018).

Asimismo, comprender como funciona la termoestabilidad de la peroxidasa es esencial
en aplicaciones biotecnoldgicas e industriales, ya que permite disefiar procesos que optimizan
su actividad catalitica y estabilidad bajo diversas condiciones operativas. Por ejemplo, en la

sintesis de resinas fendlicas y adhesivos, la peroxidasa actla como catalizador, y su estabilidad
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térmica es crucial para el éxito de estas aplicaciones. Estudios han demostrado que la peroxidasa
puede catalizar la polimerizacion de fenoles, lo que es fundamental en la produccién de estos
materiales (Gutiérrez Patricia, 2011).

Figura 11.

Actividad relativa de la PCB a diferentes temperaturas
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Para el estudio de la inactivacion térmica de la PCB se calent6 una solucién que contenia
el buffer de extraccion con la enzima hasta los 60°C y se mantuvo esta temperatura por 15
minutos tomando alicuotas de 2 mL cada 90 segundos para luego dejarlas enfriar a temperatura
ambiente y luego medir su actividad enzimatica, en la figura 12 se puede observar la relacion

entre la actividad y el tiempo transcurrido.
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Figura 12.

Actividad relativa de la PCB en funcién del tiempo
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La inactivacion térmica ocurre cuando por efectos de la temperatura la enzima sufre una
transformacion pasando a ser una enzima desnaturalizada. El proceso de inactivacion se puede
modelar como un proceso de primer orden, en el que la cinética se describe mediante la ecuacion
(3). En esta ecuacion, At representa la actividad enzimatica en un tiempo especifico t, A0 es la

actividad inicial de la enzima, t es el tiempo transcurrido y k es la constante de inactivacion

térmica, que indica la velocidad a la que la enzima pierde su actividad debido al calor.

—kt

A
L = e (3)

Ay

Al aplicar el logaritmo natural a la ecuacion, podemos determinar la constante de
inactivacion trazando un grafico de In(At/A0) contra el tiempo. En la Figura 13 se muestra la
linea obtenida, La constante de inactivacion k corresponde a la pendiente de la recta (0,00702

min'), lo que significa que la PCB pierde esta cantidad de actividad por minuto al ser incubada
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a 60°C, la POD del pasto guinea tiene una constante de inactivacion muy parecida (0,008 min-
1y al ser incubada a 65°C(Centeno Diana, 2017), la del brécoli (Brassica oleracea var. italica)
fue de 0.0231 mint a 75°C y la de los repollitos de Bruselas (Brassica oleracea var. gemmifera)
fue de 0.0218 min™ a 75°C(Pérez et al., 2015). Los valores altos de constante de inactivacion
indican que la enzima se inactiva a mayor velocidad a cierta temperatura, es decir, que tienen
una menor estabilidad térmica, esto quiere decir que la PCB tiene una estabilidad térmica alta
comparada con las otras PODs ya que su constante de inactivacion es menor.

Figura 13.

Cinética de inactivacion térmica de la PCB
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La actividad enzimatica normalmente aumenta con la temperatura hasta un punto
méaximo, luego de esto empieza su desnaturalizacion, lo que hace que la actividad disminuya

notoriamente, esto se puede explicar con la ley de Arrhenius, la cual usa las leyes de la

termodinamica para explicar por qué el aumento de la tasa de reaccion es directamente
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proporcional al aumento de temperatura a causa de la energia cinética. Al pasar una hora de
incubacion a condiciones de pH 8.0 y temperatura de 65°C la PCB ha perdido solamente el 25%
de su actividad enzimatica, la peroxidasa de pasto guinea actla de una forma similar a estas
condiciones de temperatura y pH (Centeno Diana, 2017). Este comportamiento es muy
recurrente en peroxidasas de otras fuentes a condiciones parecidas ya que también se inactivan.
Por ejemplo, la peroxidasa de tabaco pierde su actividad enzimatica a 65°C segun estudios tras
una hora de incubacion (S. Gaspar et al., 2000). La PCB sigue un modelo cinético de primer
orden, cuya constante de velocidad (Kinact) es 7.02x1073 min™!, esto indica una alta estabilidad.
Por otro lado, la HRP presenta una termo estabilidad menor ya que su (Kinact) es de 1.6 x1072
min' a 64°C lo que indica que se inactiva casi al doble de velocidad de la PCB.
Modificacion de los electrodos mediante técnicas electroquimicas

Figura 14.
Modificacion de los ESOG con PCB

QL Merohe
DropSens

110D

adicion de

PCB

La peroxidasa de batata (PCB) fue inmovilizada en electrodos serigrafiados de carbono

modificados con éxido de grafeno (ESOG) mediante adsorcion fisica (Figura 14). Para ello, se
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depositaron 10 pL del extracto enzimatico sobre la superficie del electrodo y se dejo secar a
temperatura ambiente en un ambiente seco durante 24 horas, obteniéndose electrodos
modificados con peroxidasa de batata (PCB/ESOG).

Posteriormente, se realizaron mediciones de voltamperometria ciclica (VC) para evaluar
la adsorcidn de la peroxidasa de batata (PCB) en cinco electrodos modificados bajo diferentes
condiciones. Dos de ellos fueron modificados con extracto crudo de PCB: en uno se adiciond
una solucioén tampon de borato y H202 (4 mM) antes del andlisis electroquimico, mientras que
en el otro solo se afiadié tampdn de borato previo a la medicién. Otros dos electrodos fueron
modificados con extracto purificado de PCB tras separacion en un sistema bifasico acuoso
(PCB/RB); en uno de ellos se adicion6 tampdn de borato y H2O: antes del analisis, mientras
que en el otro Unicamente se afiadié tampon de borato. Finalmente, se utilizd un electrodo
control, sin modificacion, al cual solo se adicion6 H20: antes de la medicion del
voltamperograma ciclico. Estos analisis permitieron evaluar la influencia de las diferentes

etapas de purificacion de la PCB en la respuesta electroquimica de los electrodos modificados.
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Figura 15.

Voltamperogramas ciclicos del ESOG modificado con PCB luego de reparto bifasico (negro),
ESOG modificado con PCB puro (rojo) y el ESOG solamente con buffer de extraccion (azul)

medidos a 100mVs-1
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Segun la ecuacién de Nernst, en una reaccion donde se transfiere un electron y que
presenta un comportamiento reversible tanto quimico como electroquimico, la diferencia entre
los potenciales de pico anddico y catddico (AEp), sera de aproximadamente 56.5 mV a 25°C
(Bagotsky, 2005). Si este valor es mayor, implica que la velocidad de transferencia de electrones
es mas lenta comparada con la velocidad de transferencia de masa en el electrolito, lo que afecta
la reversibilidad del sistema.

Los datos presentados en la tabla 5 fueron obtenidos en base a la figura 15.
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Tabla 5.
Corrientes y voltajes de los VCs de los electrodos modificados

Electrodo Epc [mV] Epa [mV] Ipc [pA] Ipa [pA] EAFE\[;] Ipc/lpa

PCB/ESOG-RB -543 645 -34,27 34,75 1188 0,9861871
PCB/ESOG -619 574 -29,5 17,56 1193 1,6799544
Buffer -622 524 -58,79 10,79 1146 5,4485635

Al analizar la tabla 5 con la figura 15, se pueden ver diferencias significativas en el
comportamiento electroquimico de los electrodos modificados con PCB. Los valores de Epcy
Epa muestran que el electrodo PCB/ESOG-RB presenta una reduccion a un sobrepotencial
menor (-543 mV) en comparacion con otros sistemas, lo que sugiere una cinética redox mas
favorable. Ademas, el Epa mas elevado en este electrodo (645 mV) indica una mayor eficiencia
de transferencia electronica durante la oxidacion.

En cuanto a las intensidades de corriente, el electrodo sin modificar (buffer) muestra
una corriente catddica (lpc) mas negativa, lo que podria atribuirse a una menor eficiencia en la
transferencia electronica debido a la ausencia de actividad enzimética. Por otro lado, el
electrodo PCB/ESOG-RB maés equilibrados, reflejando un proceso redox mas simétrico. La
relacion lpc/lpa cercana a 1 (0,986) sugiere una reversibilidad electroquimica superior en
comparacion con el electrodo buffer, que exhibe una relacion de 5,45 indicando una asimetria
significativa en los procesos redox y una posible menor estabilidad en el sistema.

En el voltamperograma se puede ver que el PCB/ESOG-RB alcanza una mayor corriente
de pico en comparacion con los otros 2. Esto sugiere que la purificacion de la enzima mediante
técnicas como el reparto bifasico mejora la interaccion con el electrodo, optimizando la
transferencia electronica en la reaccion. Estudios previos han demostrado que la purificacién

de peroxidasas a través de sistemas bifasicos acuosos puede mantener la actividad enzimatica
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y mejorar la eficiencia de purificacion (Miranda et al., 1995).

En conclusion, la inmovilizacion de PCB en electrodos modificados con oxido de
grafeno mejora notablemente la respuesta electroquimica en comparacion con electrodos no
modificados. Ademas, la purificacion de la enzima mediante métodos como el de reparto
bifasico contribuye a una mayor eficiencia en la transferencia electronica, resultando en una
mejor actividad redox y una mayor estabilidad en el sistema electroquimico.

Figura 16.
Voltamperogramas ciclicos de PCB/ESOG-RB y ESOG en presencia (morado) y ausencia

(naranja) PCB
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Para evaluar la actividad electrocatalitica de la PCB en la reduccién de peroxido de
hidrogeno se usé voltamperometria ciclica. Los electrodos modificados con PCB exhibieron
una mejora significativa en la actividad electrocatalitica en comparacion con los electrodos no
modificados. Esta mejora se atribuye a las propiedades cataliticas inherentes en la PCB. En la
figura 16 se puede observar que los electrodos modificados demostraron un aumento en la

densidad de corriente de pico, esto indica una mayor transferencia de electrones(Villamizar,
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Rios, & Castillo, 2016), sin embargo, si se observan los electrodos no modificados, este
comportamiento no es el mismo ya que mostraron una actividad catalitica minima en
condiciones similares.

En los electrodos modificados se puede detectar el pico redox bien definido a -650mV,
la presencia de estos picos redox claros y definidos en los electrodos modificados indica que el
proceso catalitico fue eficiente y asi mismo confirma que la inmovilizacion e integracion de la
PCB sobre la superficie del electrodo fue exitosa y esto facilita procesos de transferencia de
electrones eficientes(Adachi et al., 2020). Otro punto crucial para comprender el proceso de
transferencia de electrones y la cinética es el efecto de la velocidad de barrido ya que se pueden
sacar datos sobre el comportamiento redox, la eficiencia de los electrodos modificados y la
eficiencia dependiendo de las variaciones de la velocidad (Bhapkar et al., 2023)

Figura 17.
Voltamperograma ciclico de ESOG y PCB/ESOG-RB en presencia de (K3[Fe (CN)6]) 10mM

con KCI 0.1 M a una velocidad de barrido de 50 mVs-1
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Para evaluar la reversibilidad del proceso de transferencia electronica redox, se emplea
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comunmente el ion hexacianoferrato (II) como sonda redox debido a sus propiedades bien
definidas y reversibles. Este ion facilita la transferencia de electrones entre la superficie del
electrodo y las especies electroactivas en biosensores. La voltamperometria ciclica permite usar
el hexacianoferrato (Il) para indicar la eficiencia de transferencia electrénica en superficies de
electrodos modificados. En estudios comparativos se ha investigado el comportamiento del
sistema redox Fe (CN)s*/Fe (CN)s* en diferentes materiales de electrodos, como carbon vitreo
y diamante dopado con boro, utilizando voltamperometria de corriente muestreada y electrodos
de disco rotatorio(Montero & Uribe, 2013). Estos estudios ayudan a comprender la cinética y
transporte de masa del sistema redox en diferentes materiales (Espinoza-Montero, 2017). En la
figura 17 se observan los VVCs del par redox ferrocianuro/ferricianuro en condiciones con y sin
la modificacion del electrodo con PCB. La incorporacion de la PCB en la superficie del
electrodo mejora notablemente la reversibilidad de la reaccion redox la cual se evidencia por
picos de oxidacion y reduccién bien definidos y simétricos, lo que indica una transferencia
electronica mas eficiente. Este comportamiento se aproxima al ideal descrito por la ecuacién de
Nernst, reflejando una menor separacién entre los picos y sugiriendo una alta reversibilidad del
proceso. Por el contrario, en ausencia de PCB, el comportamiento electroquimico del [Fe
(CN)s]* muestra caracteristicas de irreversibilidad, manifestadas en una mayor separacion entre
los picos y una asimetria en los mismos. Los estudios demuestran que la modificacion de
electrodos con peroxidasas mejora significativamente la transferencia electronicay la actividad

catalitica.(Erika Villamizar, 2016).
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Figura 18.

Voltamperograma ciclico de PCB/ESOG a diferentes velocidades de barrido

(50,100,150,200,250,300,350,400,500,600 mV s-1) en solucion buffer fosfato 10 mM a pH 7.8
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En la figura 18 podemos observar los VCs y la relacion lineal entre la raiz cuadrada de
la velocidad de barrido y las corrientes de los picos anddicos y catodicos. Esto indica un proceso
tipico de transferencia dominado por el movimiento de las especies electroactivas hacia la
superficie del electrodo. Para determinar la velocidad de barrido 6ptima en la deteccion de H20>
mediante CV, se evalué el efecto de diferentes velocidades de barrido entre 50 y 600 mV/s,

incrementando 50 mV/s en cada medicion.
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Figura 19.

Voltamperograma ciclico de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido frente a las corrientes

catddicas y anddicas.
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La figura 19 de loo/lpa frente a V2 arroja una ecuacion de linea recta para el mecanismo
catodico Ipc= -6.4088vY2 +44.2434 cuyo R? es 0.96981 y para el anddico es 1p,=5.96556v2 —
45.27533 y su R? es 0.96887. los elevados valores de R? indican una correlacion significativa
entre la corriente de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, lo que es caracteristico
de un sistema controlado por difusion. Ademas, se evidencia la ausencia de una tendencia lineal
definida que permita clasificar el proceso como completamente reversible o irreversible. Esto
confirma que la reduccion de H>O2, mediada por la PCB sobre el ESOG, sigue un

comportamiento cuasi-reversible.
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Tabla 6.

Comparacién de parametros analiticos de electrodos modificados con peroxidasas

- . Potencial  Rango Lineal (uM- Limite_de .
Electrodo Modificado Material del Electrodo detecciéon Referencia
Redox (V) mM)
(LM)
(Vargas &
PPR/GA/NTP Oro -0,4 5-100 87 Castillo,
2016)
(Guarin-
PPG/GF Grafeno -0.65 100-4 150 Guio et al.,
2019)
(Centeno
PPG/PCs Puntos cuanticos -0,64 500-6 45.21 etal.,
2017)
PPR/QS-GLU/GF Oxido de indio y estafio ~ -0,28 165-1,5 200 (gf“zzag‘fs‘;t
) (Vega
PCB/ESOG Oxido de grafeno -0,4 250 -5 4.6 Miguel,
2024)

El electrodo PCB/ESOG, en comparacion con otros electrodos, exhibe propiedades
eléctricas, mecanicas y electroguimicas superiores, lo que lo convierte en un material altamente
eficiente para aplicaciones en sensores. Ademas, su amplia area superficial favorece una mayor
capacidad de inmovilizacion de biomoléculas, lo que ha facilitado su uso en el disefio y
optimizacion de diversos biosensores con mejoras significativas en la sensibilidad y la
estabilidad de la sefial electroquimica.(Thangamuthu et al., 2019).

El electrodo PCB/ESOG presenta un potencial redox de -0,4 V, similar al de los
electrodos de oro y mas favorable en comparacion con el de grafeno. En relacién con los
electrodos de puntos cuanticos, su potencial es mayor, lo que indica que estos Ultimos requieren
una mayor cantidad de energia para llevar a cabo la reaccién redox.

En cuanto al rango lineal de deteccién, el PCB/ESOG exhibe uno de los rangos mas
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amplios, siendo superado Unicamente por el electrodo basado en puntos cuanticos. Esta
caracteristica le permite cubrir una amplia gama de concentraciones, lo que lo hace versatil para
diversas aplicaciones analiticas.

En términos de sensibilidad, el PCB/ESOG destaca por presentar el limite de deteccion
mas bajo entre todos los electrodos comparados, lo que evidencia una capacidad superior para
la deteccion de pequefias cantidades de analito. Ademas, muestra un equilibrio 6ptimo entre el
potencial redox y el rendimiento electroquimico, favoreciendo una eficiente transferencia
electronica sin necesidad de aplicar potenciales elevados.

Su amplio rango de trabajo le otorga flexibilidad para multiples aplicaciones, mientras
que el material del electrodo (6xido de grafeno) contribuye significativamente a la mejora de la
inmovilizacion enzimatica, lo que se traduce en una mayor estabilidad y reproducibilidad del
biosensor.

Esta combinacién de propiedades hace del PCB/ESOG una opcién altamente eficiente
para el desarrollo de biosensores electroguimicos de alto rendimiento.

Tabla 7.

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

Epc Ipc AEP

Velocidad [mVs-1] Epa [mV] [mV] Ipa [pA] [MA] [MV] Ipc/lpa

50 146 -105 6 -9 251 1,5

100 156 -112 17 -24 268 141
150 166 -115 25,4 -33,4 281 1,31
200 180 -117 33,6 -40,6 297 1,2

250 185 -119 43,6 -50,3 304 1,19
300 190 -119 52,8 -60,6 309 1,14
350 193 -121 62,5 -71,2 314 1,13
400 201 -126 72,2 -83,7 327 1,12
500 203 -128 90,5 -100 331 11

600 246 -131 111 -124 377 1,09
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Los datos, presentados en la tabla 6 indican que, al aumentar la velocidad de barrido, se
puede observar una mayor separacion entre los picos anddico y catddico, asi como una
disminucion en la relacion Ipc/1pa este fendmeno se explica porque, a velocidades de barrido mas
altas, la capa de difusion en la proximidad del electrodo se reduce, limitando el transporte de
masa de los analitos hacia la superficie del electrodo. Como consecuencia:

La separacion entre los picos anodico y catédico (AEp) aumenta, evidenciando una
mayor influencia de los efectos cinéticos. La relacion entre las corrientes de pico (lpc/lpa)
disminuye, reflejando un desequilibrio entre los procesos de transferencia de masa y
transferencia de carga. Por lo tanto, para mejorar la sensibilidad y resolucion en la deteccion de
H20: utilizando electrodos modificados con PCB, es recomendable operar a velocidades de
barrido mas bajas. Esto minimiza la separacion de picos y mantiene una relacion Ipc/lpa mas
equilibrada, optimizando la respuesta electroquimica del sistema. (Orduz et al., 2019).

La relacion entre Iy € lpa con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (v'?) es una
herramienta clave para analizar el comportamiento de un sistema electroguimico. Esta relacion
esta descrita por la ecuacion de Randles-Sevcik, la cual establece que, para sistemas reversibles,
la corriente de pico (Ip) es proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido. La
ecuacion se expresa de la siguiente manera:

lp=(2,69x10°. n®2. A. D2, C. v*?2

Donde:

I, es la corriente de pico (catodica o anddica),

n representa el numero de electrones transferidos durante la reaccion redox,

A es el area del electrodo (en cm?),

D es el coeficiente de difusion del analito (en cm?/s),
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C es la concentracion del analito en solucion (en mol/cm?),

v es la velocidad de barrido (en V/s).

Esta ecuacion es ampliamente utilizada para evaluar parametros fundamentales de
sistemas electroquimicos, tanto en condiciones reversibles como irreversibles, permitiendo
determinar la difusion y el transporte de especies redox en soluciones. (Bard et al., 2001)

Figura 20.

Voltamperograma ciclico (A) diferentes concentraciones de H2O; a velocidad de barrido de 50

mV s-1.
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Se realizaron experimentos de CV en presencia de concentraciones variables de H2O>
con el fin de evaluar méas profundamente la actividad electrocatalitica de los electrodos
modificados con PCB. Esto demostré un incremento lineal en la corriente de pico de reduccion
con el aumento en las concentraciones de H2Oz, lo que indica una fuerte respuesta catalitica.
Esto sugiere que los electrodos modificados con PCB catalizan eficazmente la reduccion de

H20,, esta es una caracteristica muy importante en muchas aplicaciones de biosensores
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(Alpeeva et al., 2005), La deteccion de especies reactivas de oxigeno, como el H20., es
fundamental debido a su papel en procesos biologicos y patologicos, ya que su medicion precisa
permite monitorear el estrés oxidativo y evaluar el dafio celular. En este contexto, (Singh et al.,
2017)desarrollaron un sensor electroquimico basado en HRP para la deteccion de H2O-,
demostrando la importancia de catalizar su reduccién en aplicaciones biosensoras. Ademas, la
generacion in situ de H-O: posibilita la formacion controlada de especies reactivas de oxigeno
electrogeneradas, que son intermediarios clave en la deteccion electroquimica. Un estudio
realizado por (Hu et al., 2019)destaco la eficiencia de este mecanismo, subrayando su relevancia
en el disefio de biosensores avanzados. Por otro lado, el desarrollo de electrocatalizadores con
alta actividad hacia la reduccion de H>O. mejora significativamente la sensibilidad y
selectividad de los biosensores. En este sentido, (Zhang et al., 2011)demostraron que la sintesis
de estructuras de 6xido de cobre con morfologia de flor es altamente efectiva en la deteccion
de H20-, resaltando la importancia de su reduccion en aplicaciones analiticas.

Figura 21.

Curva de calibracion del PCB/ESOG a diferentes concentraciones de H2O».
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El anélisis de la grafica sugiere que los electrodos modificados con PCB presentan una
excelente respuesta catalitica frente a la reduccion de H>Oo, evidenciada por la relacion lineal
entre la corriente de reduccion y la concentracion de perdxido de hidrégeno en el rango de de
250 uM a 5mM.

El ajuste lineal obtenido, con una ecuacion de regresion I= 4.56[H20-] - 42.55 muestra
una pendiente positiva que indica una correlacion directa entre el aumento de la concentracion
de H20; y la intensidad de corriente. El alto valor de coeficiente de correlacion R?= 0.98 sugiere
una fuerte relacion lineal, lo que indica que respuesta electroquimica del electrodo modificado
es altamente predecible y estable dentro del rango evaluado. Ademas, el hecho de que los
electrodos no modificados presenten solo un ligero aumento en la corriente con la concentracion
de H20- refuerza la idea de que la presencia de PCB en los electrodos modificados mejora
significativamente la cinética de reduccion del peréxido de hidrégeno, proporcionando una
mayor eficiencia catalitica.

Estos resultados confirman el potencial de los electrodos modificados para ser utilizados
en biosensores enzimaticos, ya que muestran alta sensibilidad, buena estabilidad y una respuesta
electroquimica lineal en un amplio rango de concentraciones de H>O, lo cual es fundamental

para aplicaciones en deteccidn electroquimica y analisis clinicos.
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5. Conclusiones

Se logro extraer y semi-purificar la peroxidasa de batata (PCB) mediante un protocolo
optimizado que demostré ser altamente efectivo, evidenciado por el incremento progresivo de
la actividad especifica a lo largo de las diferentes etapas del proceso. En la fase inicial de
extraccion cruda, se obtuvo una actividad especifica de 249 U/g con un rendimiento del 100%,
lo que representa el punto de referencia para evaluar la eficacia de los posteriores
procedimientos de purificacion.

Posteriormente, tras la eliminacion de pigmentos, se observo un aumento significativo
en la actividad especifica, alcanzando 343 U/g, acompafiado de un rendimiento del 83%. Esta
mejora sugiere que la eliminacion de compuestos interferentes favorece la exposicion de los
centros activos de la enzima, optimizando su actividad catalitica. Finalmente, tras el proceso de
reparto bifasico acuoso, se obtuvo una actividad especifica de 478 U/g con un rendimiento del
51%, lo que evidencia la eficacia de esta técnica en la enriquecimiento de la peroxidasa, pese a
la reduccion del rendimiento global, lo cual es un fendmeno esperado en procesos de
purificacion mas selectivos.

En el estudio de estabilidad de la PCB frente a variaciones de pH, se determiné que el
pH 6ptimo de actividad enzimatica es 8.0, lo que indica un comportamiento catalitico favorable
en condiciones ligeramente alcalinas. Este hallazgo es relevante para aplicaciones en sistemas
biotecnol6gicos donde se requieren condiciones especificas de pH para maximizar la eficiencia
enzimatica. Asimismo, se evalud la estabilidad térmica de la enzima, encontrando que la PCB
mantiene una excelente estabilidad a 60 °C, lo cual es indicativo de una conformacion
estructural robusta capaz de resistir condiciones de estrés térmico. La constante de inactivacion

térmica (Kinact) fue determinada en 7,02 x 107 min, lo que sugiere una cinética de
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desactivacion lenta y, por ende, una buena estabilidad operacional en aplicaciones prolongadas.

Por otro lado, el sistema PCB/ESOG, basado en la inmovilizacion de la peroxidasa sobre
oxido de grafeno (ESOG), demostro una notable actividad electrocatalitica en la reduccion de
perdxido de hidrégeno (H202).

Este estudio se enfocd en el desarrollo de un método altamente eficiente y sensible para
la deteccion de H2O:, resaltando el potencial de la PCB como biocatalizador capaz de mejorar
significativamente el rendimiento electroquimico de electrodos serigrafiados. La eleccion del
oxido de grafeno como material base para la construccion de los electrodos resulté ser un factor
determinante, debido a sus propiedades Unicas, como una gran area superficial, alta
conductividad eléctrica y una excelente compatibilidad con biomoléculas. Estas caracteristicas
favorecen la inmovilizacion eficiente de la enzima y la transferencia electronica rapida, lo que
se traduce en una mayor sensibilidad y estabilidad del biosensor.

En conclusion, los resultados obtenidos no solo demuestran la viabilidad del uso de la
peroxidasa de batata en aplicaciones electroquimicas, sino que también destacan la sinergia
entre laenzimay el 6xido de grafeno, consolidando al sistema PCB/ESOG como una plataforma
prometedora para el desarrollo de biosensores de alto rendimiento en el d&mbito de la
biotecnologia y la electroquimica aplicada.

6. Recomendaciones
- Usar batatas frescas es clave para el estudio, ya que cuando se usan batatas muy maduras
0 que ya tienen méas tiempo de haber sido cosechadas, los datos obtenidos son mas bajos
en cuanto a calidad de deteccion, actividad enzimética, entre otros.
- Realizar estudios de especificidad sustratica ya que estos sirven para identificar cual es el

sustrato ideal para el estudio, desarrollar aplicaciones especificas (diagndstico clinico,
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industria alimentaria, biotecnologia ambiental), caracterizar la enzima, entre otros.

- Explorar otros procesos de purificaciébn como técnicas cromatograficas, ultrafiltracion,
electroforesis en gel, esto con el fin de lograr un nivel de pureza mayor al obtenido.

- El proceso de semipurificacion se puede hacer un poco mas extenso, enfocandose en la

separacion de proteinas con el fin de tener un extracto con menos interferencias.
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