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Resumen

Titulo: Fabricacion de un biosensor electroquimico de peroxido de hidrogeno usando peroxidasa
de caléndula (Calendula officinalis)*
Autor: Valentina Rueda Acevedo™

Palabras Clave: peroxidasa, caléndula, biosensores

Las enzimas constituyen los bioreceptores mds utilizados en el desarrollo de biosensores amperométricos,
debido a su alta selectividad hacia sustratos y elevados nimeros de recambio, lo que permite generar
sistemas de deteccion sensibles y selectivos. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar las
caracteristicas bioquimicas y electroquimicas de la peroxidasa de caléndula (PCO) como potencial
bioreceptor.

La PCO fue extraida y semipurificada mediante maceracion e incubacion en buffer PBS 100 mM pH 6,
seguida de centrifugacion y separacion en sistema de dos fases acuosas ((NH4)2SO4 10% / PEG 14%).
Posteriormente, se evaluo su estabilidad térmica, inactivacion térmica y estabilidad a diferentes valores de
pH. Con el extracto semipurificado se modificaron electrodos serigrafiados con nanoparticulas de oro (Au-
SPCE) para su caracterizacion electroquimica mediante voltamperometria ciclica en sistemas de
ferricianuro de potasio [KsFe(CN)s], peroxido de hidrogeno (H20-) a diferentes velocidades de barrido y a
distintas concentraciones.

Los resultados mostraron que, con la semipurificacion de la PCO, se alcanzo una actividad especifica de
0.209 U/mg. La enzima present6 un pH optimo de 6 y estabilidad en el rango de pH 5—7. En cuanto a la
temperatura, mantuvo mas del 70% de su actividad entre 40—-65 °C, con un dptimo de 55 °C y una constante
de inactivacion de 0.00766 min'. En la caracterizacion electroquimica, la modificacion con PCO
disminuy6 la separacion de potencial entre picos, favoreciendo la reversibilidad del sistema, mientras que
el aumento de la velocidad de barrido reforzd este comportamiento. Adicionalmente, se observo la
reduccion del H20: a un potencial de —0.55 V y una relacion lineal entre su concentracion y la corriente,
permitiendo su cuantificacion en el rango de 0.1-1 mM. Se demuestra que la PCO presenta propiedades
bioquimicas y electroquimicas adecuadas para su aplicacion en la deteccion de H20: en biosensores

electroquimicos.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Codirector:
John Jairo Castillo Leon
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Abstract
Title: Fabrication of an Electrochemical Hydrogen Peroxide Biosensor Using Peroxidase from
calendula (Calendula officinalis)*
Author(s): Valentina Rueda Acevedo™
Key Words: Peroxidase, Calendula, Biosensors

Enzymes are the most commonly used bioreceptors in the development of amperometric biosensors, due to
their high selectivity toward substrates and high turnover rates, which enable the creation of sensitive and
selective detection systems. The objective of this study was to evaluate the biochemical and electrochemical

characteristics of calendula peroxidase (PCO) as a potential bioreceptor.

PCO was extracted and semi-purified by maceration and incubation in 100 mM PBS buffer at pH 6,
followed by centrifugation and separation in a two-phase aqueous system ((NH4)2SOs 10% / PEG 14%)).
Subsequently, its thermal stability, thermal inactivation, and stability at different pH values were evaluated.
The semi-purified extract was used to modify screen-printed electrodes with gold nanoparticles (Au-SPCE)
for electrochemical characterization via cyclic voltammetry in potassium ferricyanide [KsFe(CN)s] and

hydrogen peroxide (H20-) systems at different scan rates and concentrations.

The results showed that, with the semipurification of PCO, a specific activity of 0.209 U/mg was achieved.
The enzyme exhibited an optimal pH of 6 and stability in the pH range of 5-7. Regarding temperature, it
retained more than 70% of its activity between 40—-65 °C, with an optimum of 55 °C and an inactivation
constant of 0.00766 min'. In the electrochemical characterization, modification with PCO reduced the
potential gap between peaks, promoting the reversibility of the system, while increasing the scan rate further
enhanced this behavior. Additionally, the reduction of H.O2 was observed at a potential of —0.55 V, and a
linear relationship was observed between its concentration and the current, allowing for its quantification
in the range of 0.1-1 mM. It is demonstrated that PCO exhibits biochemical and electrochemical properties

suitable for its application in the detection of H20: in electrochemical biosensors.

* Bachelor Thesis
“Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: Herminsul de Jestis Cano Calle. Codirector:
John Jairo Castillo Leon
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Introduccion

La necesidad de métodos de deteccion rapidos y precisos ha impulsado el desarrollo de
biosensores innovadores. Los biosensores son instrumentos analiticos basados en el uso de
componentes bioldgicos como las enzimas, anticuerpos y acidos nucleicos para la deteccion de
analitos por medio de una respuesta biologica, la cual se traduce en informacion cuantificable por
medio de un transductor [1]. Tienen un amplio campo de aplicaciones en la deteccion de analitos
industriales, médicos, medioambientales y cuentan con ventajas como su facilidad de uso,
especificidad, miniaturizacion y portabilidad [2].

Las peroxidasas (POD) son enzimas del tipo oxidorreductasas, las cuales catalizan la
oxidacion de sustratos donadores de electrones usando peroxido de hidrogeno como agente
oxidante [3]. Los biosensores enzimaticos pueden trabajar de dos formas: Con transferencia directa
de electrones (DET) o transferencia mediada de electrones (MET); si la peroxidasa se inmoviliza
sobre el electrodo y este cumple con el papel de sustrato donador de electrones se lleva a cabo
DET. En cambio, si se afiade un compuesto el cual acepte y done electrones sin dificultad este
actuard como un mediador, facilitando la transferencia de electrones entre la enzima y el electrodo,
dandose la transferencia por MET [4]. La peroxidasa mas utilizada en el disefio de biosensores es
la de rdbano picante (Armoracia rusticana) (HRP) debido a que ha sido la més estudiada, pero
tiene varias desventajas al ser implementada en biosensores, ya que no cuenta con alta
termoestabilidad y tiene su centro activo localizado en la profundidad de su bolsillo hidrofébico,
lo que causa que la distancia para la transferencia de electrones sea muy larga, por estas razones
se busca una peroxidasa vegetal que cuente con mejores caracteristicas bioelectroquimicas que la
HRP, para este trabajo fue propuesta la peroxidasa de caléndula (Calendula officinalis) (PCO), la

cual en estudios anteriores demostro tener actividad enzimatica prometedora [5].
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1. Marco de Referencia

El descubrimiento del citocromo ¢ peroxidasa y su caracterizacion cristalografica en 1980
constituyeron un hito en el desarrollo de la cristalografia de enzimas. Durante mas de una década,
esta estructura constituyo la referencia fundamental para el estudio de las propiedades de las
peroxidasas, hasta que a partir de 1993 se obtuvieron nuevas estructuras como las de la peroxidasa
de lignina, ascorbato peroxidasa de guisante y manganeso peroxidasa. Al comparar estas
estructuras, se observo que, a pesar del bajo nivel de homologia en su secuencia, el plegamiento y
la organizacion general de la estructura secundaria se mantenian [6].

Las peroxidasas tienen gran importancia en el ambito industrial debido a su capacidad de
catalizar reacciones redox de un amplio rango de sustratos fenolicos y no fendlicos en presencia
de perdxido de hidrogeno; por esta razon tienen aplicaciones en los campos agricola, ambiental,
analitico y médico, entre otros [7]. Una de las aplicaciones més destacadas es el desarrollo de
métodos para la determinacion y cuantificacion de perodxido de hidrogeno.

El precursor del biosensor enzimatico fue disefiado por Leland Clark en 1956, cuyo
proposito era medir la oxigenacion de sangre mediante la reduccion del oxigeno en la superficie
de un electrodo de platino. En 1962, con el objetivo de ampliar el rango de analitos detectables en
el cuerpo humano, Clark modificé este dispositivo al incorporar enzimas, inmovilizando glucosa
oxidasa (GOx) al electrodo por medio de una membrana de didlisis. Tras esta modificacion la
disminucién de oxigeno registrada era proporcional a la concentracion de glucosa, esta relacion
también podia establecerse con la oxidacion del peroxido de hidrégeno resultante de la reaccion

enzimatica (Fig. 1) [8].



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO DE PEROXIDASA DE CALENDULA 15

Figura 1

Esquema del biosensor de Clark

Sustrato

Producto

Nota. Adaptado de [8]

A finales de la década de 1970 se produjo un auge en el desarrollo de biosensores,
impulsado por la exploracion de diversas combinaciones de biorreceptores. Inicialmente se
emplearon enzimas, y posteriormente se incorporaron otros elementos bioldgicos como
anticuerpos, acidos nucleicos y células intactas, junto con distintos tipos de transductores
electroquimicos, Opticos, termométricos, magnéticos y micromecanicos, entre otros.

Durante la década de 1980, la investigacion se centrd en los electrodos enzimaticos
amperométricos, con el objetivo de superar uno de los principales problemas del biosensor
propuesto por Clark: la inmovilizacion eficiente de la enzima para minimizar interferencias. Se
observo que la modificacion del material del electrodo permitia reducir el voltaje requerido y, en
consecuencia, el potencial de oxidacion del sustrato. Una de las limitantes de este es que la falta
de selectividad podia provocar también la disminuciéon del potencial de oxidacion de especies
interferentes. La solucion a este problema fueron las membranas poliméricas aplicadas en la

superficie del electrodo, material que tenia bajo costo y resultaba facil de producir en masa [8].
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Los biosensores enzimaticos se dividen por generaciones (Fig. 2). La primera generacion
comprende aquellos que siguen el mismo principio del electrodo de Clark, en donde se
determinaba la cantidad de analito o de producto formado en la reaccién enzimatica por medio de
la medicion de la especie que, por difusion, alcanzaba la superficie del transductor. En estos se usa
por lo general oxigeno como donador de electrones, generando corriente eléctrica. Uno de sus
principales problemas era la necesidad de tener un potencial redox alto, lo que afectaba la
selectividad del biosensor.

En la segunda generacion de biosensores enzimaticos se introdujo el uso de mediadores de
electrones con el fin de sustituir al oxigeno como transportador de electrones desde el centro redox
de la enzima hacia la superficie del electrodo. Esta estrategia permitio reducir la sensibilidad a
interferencias causadas por otros compuestos redox en comparacién con su antecesor. Sin
embargo, presentaron problemas de filtracion de mediador del biosensor, haciéndolos menos
estables y reproducibles que los de primera generacion [9].

La tercera generacion de biosensores se basa en la transferencia directa de electrones entre
el centro redox de la enzima y la superficie del electrodo para generar una sefial. Estos biosensores
son caracterizados por tener alta sensibilidad y selectividad ya que funcionan en potenciales redox
cercanos a los de la enzima, y la transferencia se da sin ninguna barrera de difusion debido a la

corta distancia entre ambos [10].
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Figura 2
Mecanismos de respuesta de las diferentes generaciones de biosensores enzimaticos

amperomeétricos
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Sustrato
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1
g
g
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Producto

Nota. Adaptado de [10] A: Biosensores de 1* generacion donde principalmente, el co-sustrato/co-
producto se utiliza como indicador redox. B: Biosensores de 2* generacion donde el mediador
redox artificial se utiliza para transmitir los electrones. C: Biosensores de 3* generacion donde se

da la transferencia directa de electrones entre la enzima y el electrodo.

Los biosensores tienen gran importancia en los sectores médico, de control de calidad,
alimentario y de monitoreo ambiental. Los biosensores electroquimicos enzimaticos presentan
ventajas en cuanto a selectividad y sensibilidad en comparacidon con otros sistemas analiticos, y su
rendimiento depende de la bioactividad de las enzimas inmovilizadas en los electrodos. Las
peroxidasas vegetales mas ampliamente estudiadas en el desarrollo de biosensores electroquimicos
sonlaHRP [11,12] y la peroxidasa de soya (SBP) [13,14]. En la Tabla 1 se resumen los biosensores
basados en peroxidasas de plantas reportados en la literatura.

Sakharov et al. [5] reportd actividad de 231.2 U/g en hojas de caléndula. La literatura

disponible es limitada y no reporta investigaciones adicionales sobre la actividad de PCO.
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Tabla 1

Biosensores electroquimicos para deteccion de H>O:> basados en peroxidasas

Fuente de peroxidasa Rango lineal Limite de Referencia
[nM] deteccion

Raiz de rabano picante 54110 0.53 uM [15]
(Armoracia rusticana)

Céscara de soya (Glycine max) 202100 1.9uM L16]

Hojas de limonaria 500 2 4000 0.05 mM [17]
(Cymbopogon citratus)

Cascara de batata (Ipomea 250 2 5000 4.6 mM [18]

batatas)
Hojas de pasto guinea (Panicum 100 2 3500 150 pM [19]
maximum)
Hojas de palma real (Roystonea 54100 87 uM [20]

regia)
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2.1. Enzimas

2. Marco Tedrico

Las enzimas son moléculas orgénicas, generalmente proteinas, que cumplen con funcion

de catalizar reacciones quimicas, haciendo que estas se produzcan en condiciones de velocidad

utiles y no se obtengan reacciones colaterales no productivas, todo esto sin modificar la posicion

de equilibrio de la reaccion. Dos de sus caracteristicas mas importantes son su especificidad,

interaccionando con un solo o unos sustratos, catalizando inicamente un solo tipo de reaccion

(Tabla 2); y que, al ser catalizadores no se consumen ni se modifican tras participar en una reaccion

quimica, volviendo a su estado inicial para participar en un nuevo ciclo [21,22].

Tabla 2

Clasificacion de enzimas segun su actividad catalitica.

Numero Clase de enzima Actividad catalitica
1 Oxidorreductasas  Cataliza reacciones de oxidorreduccion.
2 Transferasas Catalizan la transferencia de grupos.
' Catalizan la escision de enlaces mediante la adicion de
3 Hidrolasas
agua.
_ Catalizan la escision de los enlaces C—C, C—O y C—N
4 Liasas L
por eliminacion, formando dobles enlaces.
Catalizan la racemizacion de isdmeros Opticos o
5 Isomerasas ]
geométricos.
Catalizan la formacion de enlaces entre el carbono y
6 Ligasas moléculas acopladas a la hidrdlisis de fosfatos de alta

energia.

Nota. Tomado de [23]
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2.1.1. Oxidorreductasas

Las oxidorreductasas son enzimas que catalizan reacciones de oxidacion-reduccion, por lo
general de la manera A"+ B — A + B™. Biologicamente se dan por la transferencia de electrones
o atomos de hidrogeno de un dador (reductor) a un aceptor (oxidante), o en otras ocasiones por
incorporacion de atomos de hidrogeno en el sustrato. Se dividen en mas de 20 subclases segln el
grupo funcional donador o aceptor [24].

Estas enzimas cumplen un papel importante en organismos vivos, siendo utilizadas para
sintesis de biomoléculas, degradacion o eliminacion de moléculas, metabolismo de moléculas
exogenas. Debido a sus buenas propiedades bioquimicas y nivel de estudio las hacen idoneas para
uso industrial en areas como nutricion, industria alimentaria, sintesis quimica, medicina, entre
otras [25].

2.2. Peroxidasas

Las peroxidasas son oxidorreductasas encargadas de catalizar la oxidacion de diversos
sustratos mediante la reduccion de peroxidos, como el peroxido de hidrogeno [3]. Desde el punto
de vista estructural, estas enzimas se caracterizan por la presencia de un grupo prostético hemo
tipo B. En este grupo, un atomo de hierro en estado férrico (Fe*") se encuentra coordinado con
cuatro atomos de nitrégeno pertenecientes a los anillos pirrdlicos de la porfirina, ademés de una
quinta coordinacion con un residuo proximal de cardcter imidazolico, generalmente
correspondiente a una histidina. Adicionalmente, la mayoria de las peroxidasas presenta una
histidina distal que no esta directamente coordinada al &tomo de hierro, pero que cumple un papel
esencial en el mecanismo catalitico [26,29].

Entre las principales aplicaciones de las peroxidasas se encuentran la degradacion de tintes,

el tratamiento de efluentes y la fabricacion de biosensores [27].
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2.2.1. Clasificacion de las peroxidasas

Estas enzimas pueden clasificarse segun la presencia o ausencia de un grupo hemo; las
peroxidasas dependientes de grupo hemo se agrupan en dos grandes superfamilias: animales y no
animales, ademas de cuatro superfamilias menores no relacionadas entre si.

Las peroxidasas no animales se subdividen en tres clases (I, II y III), las cuales se
diferencian por su origen, baja identidad de secuencia, funciones especificas y localizacion celular.
Actualmente se reportan mas de 12.000 secuencias de esta familia registradas en Peroxibase [28].

e Clase I: Consisten Unicamente de peroxidasas procaridticas intracelulares y
eucarioticas no glicosiladas, sin puentes disulfuro ni capacidad de unién al 4&tomo
de calcio (Ca*") [26].

e Clase II: Solo se conocen en el reino fungi, se encargan de la degradacion de
lignina por medio de distintos mecanismos [29].

e Clase III: Las peroxidasas de clase III son exclusivas de las plantas y participan en
diversos procesos fisiologicos, como el metabolismo de la pared celular, la
cicatrizacion de heridas, el catabolismo de auxinas, la defensa frente a patdogenos e

insectos, y el crecimiento celular normal [3].

2.2.2 Ciclo catalitico de las peroxidasas

El ciclo catalitico de la peroxidasa (Fig. 3) se inicia con la union del perdxido de hidrogeno
al 4tomo de hierro del grupo hemo, formando un intermedio en el que el perdxido se encuentra en
su forma no desprotonada, [Fe(II1)-HOOH]. Este complejo favorece el aumento de la acidez del

peroxido, lo que permite su posterior desprotonacion por el residuo distal de histidina en el sitio
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activo. Como resultado, se genera el intermedio ferri-hidroperéxido [Fe(III)-OOH], denominado
Compuesto 0.

La formacion del Compuesto I ocurre mediante la protonacion del oxigeno distal del
Compuesto I. Este proton es transferido por el grupo imidazol de la histidina distal, lo que cataliza
la ruptura del enlace O—O. En consecuencia, se libera una molécula de agua y se genera el
Compuesto I (Ec. 1) [29].

El Compuesto I es un intermediario de reaccion que presenta un centro oxoferril en estado
de oxidacién +IV y un radical catién & localizado en la porfirina. Este intermediario acepta un
electron y un proton del sustrato, dando lugar a la formacion de un radical libre y del Compuesto
IT (Ec. 2), el cual es estructuralmente similar al Compuesto I, pero sin la presencia del radical
porfirinico. Posteriormente, el Compuesto II acepta un segundo electron y proton provenientes del

sustrato, lo que permite su reduccion y el retorno de la enzima a su estado inicial (Ec. 3) [30-32].

Peroxidasa + H,0, — Compuesto [ + H,0 (1)
Compuesto [ + AH, - Compuesto Il + AH - (2)

Compuesto Il + AH, — Peroxidasa + AH - +H,0 (3)
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Figura 3

Esquema general del ciclo catalitico de las peroxidasas
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Nota. El cuadrado de cuatro nitrogenos alrededor del atomo de hierro es una representacion del

grupo hemo de la peroxidasa. Gréfica propia basada en [29]

2.2.3. Efecto de pH en las peroxidasas
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La actividad enzimadtica se encuentra significativamente influenciada por el pH, debido a

que la mayoria de las reacciones catalizadas involucran grupos ionizables, ya sea en la enzima o

en el sustrato. En este sentido, la variacion del pH puede modificar el estado de ionizacion de

dichos grupos, afectando la conformacion de la enzima y su capacidad catalitica.

Generalmente, las enzimas presentan una relacion entre pH y actividad con forma de

campana, en la cual la actividad maxima se observa en un rango de pH, frecuentemente cercano a
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la neutralidad. La disminucién de la actividad en valores extremos de pH puede deberse tanto a la
desestabilizacion de la enzima como a cambios en los parametros cinéticos ocasionadas por
cambios en los estados de ionizacidn de los sitios activos.

La determinacion del rango de pH optimo es de gran importancia para la optimizacion de
ensayos enzimaticos. Ademas, permite inferir los valores de pKa y, por ende, identificar los grupos
ionizables presentes en la enzima [33].

2.2.4. Efecto de temperatura en las peroxidasas

De acuerdo con la ecuacion de Arrhenius (Ec. 4) la velocidad de una reaccion quimica en
equilibrio depende de la temperatura. Un incremento de temperatura (T) causa un aumento en la
velocidad de la reaccion (k), debido a que la energia térmica (kgT) incrementa, facilitando asi la
superacion de la energia de activacion (Ea). Dado que la energia de activacion tiene un valor mucho
mas grande que kgT, pequefios cambios de temperatura generan grandes incrementos en la

velocidad de reaccion [34].

k = Ae k8T )

Las peroxidasas, al igual que la mayoria de las enzimas, son proteinas y, por lo tanto, a
altas temperaturas pueden experimentar desnaturalizacion térmica. A partir de cierta temperatura,
la velocidad de la reaccion catalizada disminuye como consecuencia de la inactivacion del
catalizador enzimatico [33].

2.3. Generalidades de la caléndula
La caléndula (Calendula officinalis) (Fig. 4) es una planta herbacea anual y aromatica

perteneciente a la familia Asteraceae, subfamilia Asteroideae, originaria de la region
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mediterranea. Desde el siglo XII ha sido utilizada con fines medicinales para el tratamiento de
afecciones cardiacas, cancer y trastornos asociados al calor [35].

Esta especie crece de manera 0ptima en climas templados y frios; en Colombia, se adapta
a un amplio rango de condiciones ambientales. Sus principales aplicaciones industriales incluyen
la formulacion de suplementos vaginales, tratamientos para afecciones cutineas, geles
antiulcerosos y productos cosméticos, como champus y cremas [36].
Figura 4

Caléndula (Caléndula Officinalis)

Nota. Fuente: inaturalistorg [Citado 12 de marzo de 2026] Recuperado de:
https://colombia.inaturalist.org/observations/312459535
2.4. Peroxido de hidrogeno como analito

El peroxido de hidrégeno (H20:2) es un compuesto inorganico volatil, clasificado como una
especie reactiva de oxigeno, que presenta marcadas propiedades oxidantes. En el organismo se
genera como subproducto en diversas reacciones catalizadas por enzimas oxidasas, tales como la

glucosa oxidasa (GOx), colesterol oxidasa (COx), glutamato oxidasa (GluOx) y oxalato oxidasa
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(Ox0Ox), entre otras. Este compuesto es utilizado como marcador biologico de estrés oxidativo,
proceso implicado en la patogénesis de multiples enfermedades como céncer, enfermedad de
Parkinson, diabetes, aterosclerosis y mas, esto debido a su papel de segundo mensajero, modulando
vias bioldgicas importantes encargadas de procesos vitales como el crecimiento celular, apoptosis
y remodelado vascular. [37-39]

En el ambito ambiental, el peroxido de hidrégeno puede encontrarse en cuerpos de agua
como resultado de reacciones fotoquimicas y procesos mediados por radicales libres. Este
compuesto actla como un potente agente oxidante, participando en la conversion del dioxido de
azufre en acido sulfurico, el cudl es el principal contribuyente de la acidificacion del agua en forma
de lluvia, niebla y nubes, influyendo de manera importante en la calidad del recurso hidrico.
[39,40]

Por otra parte, en la industria alimentaria, el peréxido de hidrogeno puede generarse como
residuo durante distintos procesos industriales, tales como la pasteurizacion, la esterilizacion y el
empaquetado, asi como por la autooxidacion de componentes alimentarios, incluyendo

compuestos fenolicos, acido ascorbico y tioles. [37,41]

2.5. Biosensores

Los biosensores (Fig. 5) son dispositivos de deteccion quimica en los cuales el sistema de
reconocimiento se basa en un mecanismo bioquimico; al emplear biomoléculas, presentan una alta
especificidad hacia los analitos [42]. Estan constituidos principalmente por dos componentes: un
bioreceptor, que es la biomolécula responsable del reconocimiento especifico del analito, entre los
cuales se encuentran enzimas, anticuerpos, aptameros y 4acidos nucleicos, y un transductor,

encargado de convertir una forma de energia en otra y generar una sefial cuantificable [43].
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Figura 5

Diagrama esquemdatico de un biosensor compuesto por un bioreceptor, un transductor y un
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2.5.1. Biosensores electroquimicos

Los biosensores electroquimicos detectan cambios de naturaleza quimica derivados de la
interaccion entre el analito y el electrodo del sensor mediante la mediciéon de una propiedad
eléctrica. Esto permite su clasificacion segin la metodologia empleada en biosensores
potenciométricos, amperométricos y conductimétricos (Fig. 6).

Los biosensores amperométricos miden la corriente generada por la oxidacion o reduccion
de una especie electroactiva a un potencial determinado; dicha corriente es proporcional a la
concentracion del analito. Por su parte, los biosensores potenciométricos determinan la diferencia

de potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia en ausencia de flujo de
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corriente. En los biosensores conductimétricos se evaltian los cambios en la conductividad de la
membrana bioldgica como resultado de su interaccion con el analito.

Los biosensores electroquimicos necesitan tener alta selectividad y sensibilidad,
reproducibilidad, facilidad de calibracion y aplicacion, robustez, portabilidad, pequefias
dimensiones y cortos tiempos de respuesta, hoy en dia esto se logra haciendo uso de electrodos
serigrafiados. [42]

Figura 6

Seriales monitoreadas en los biosensores electroquimicos
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2.6. Electrodos serigrafiados de carbono

Convencionalmente los biosensores enzimdticos usan componentes electroquimicos
robustos como electrodos de oxigeno e hidrogeno. Como consecuencia sus costos de fabricacion,
las frecuentes calibraciones y mantenimientos hacen que su desarrollo de mercado se dé de manera

lenta. Para mejorar este aspecto se requieren biosensores de bajo costo y amigables con el usuario,
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los electrodos serigrafiados (SPEs) (Fig. 7) cumplen con estos requisitos, contando ademas con
buena reproducibilidad, proceso automatizado y alto rango de materiales [44].
Figura 7

Tipo de electrodos serigrafiados comerciales
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El disefio de nanomateriales ha encontrado un amplio rango de aplicaciones en el campo
de sensores, especialmente en los SPEs. Los nanotubos de carbono, nanocables y nanoparticulas
metalicas han sido los mas utilizados debido a que promueven las reacciones de transferencia de
electrones, disminuyen el potencial de trabajo del electrodo, aumentan la velocidad de reaccion,
mejoran la sensibilidad y en biosensores contribuyen a que el biocomponente tenga mayor
estabilidad [45].

2.7. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica electroquimica analitica en la que se
registra la corriente generada en un electrodo estacionario como respuesta a la aplicacion de un
potencial que sigue una forma de onda triangular (Fig. 8).

El potencial se varia linealmente desde un valor inicial E¢ a uno final Eg, al alcanzar este
ultimo valor se invierte el sentido del barrido hasta llegar al potencial Eo, esto se repite varias

veces. El intervalo de potencial se selecciona en funcion de las regiones donde ocurren procesos
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de oxidacién o reduccion de los analitos, generalmente controlados por difusion. La direccion del
barrido dentro de este intervalo depende de la naturaleza de la muestra y del proceso
electroquimico que se desee estudiar [46].

Figura 8

Potencial aplicado en funcion del tiempo en un voltamperograma ciclico
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La voltamperometria ciclica permite obtener tanto informacion cualitativa, relacionada con
la naturaleza de la transferencia de electrones y la reversibilidad o irreversibilidad de un par redox,
como informacion cuantitativa, entre la que se incluyen el potencial redox, la cinética de la
reaccion y la concentracion del analito [48—49].

En un voltamperograma ciclico (Fig. 9) se puede observar una onda catddica cuando la
corriente aumenta, llegando a un punto maximo llamado E,., llamado “Potencial de pico catddico”,
después de este la corriente disminuye con el aumento del potencial. Esto se debe a que la especie

electroactiva se esta agotando en la superficie del electrodo.
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Cuando se llega al potencial maximo (t1), el sentido del barrido de potencial se invierte, al
ir volviéndose mas positivo el potencial la sustancia reducida empezard a oxidarse hasta el punto
Epa, llamado “Potencial de pico anddico”, al irse agotando la especie electroactiva la corriente
regresa a su valor inicial [48].

Para saber si una reaccion reversible o no se comparan los valores de las corrientes de pico
catddico y anddico, Ipc y Ipa respectivamente. En un sistema reversible, la relacion entre ambas
corrientes es cercana a la unidad (1,4 /1, = 1) [48]. Este criterio se complementa con la separacion
entre los potenciales de pico (AE,), que para sistemas reversibles es de un valor cercano o igual a
57 mV (a 25 °C), este valor debe permanecer practicamente constante ante variaciones en la
velocidad de barrido [51].

Figura 9

Ejemplo de voltamperograma ciclico
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Nota. Adaptado de [50]
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3. Metodologia
3.1. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de: Aldrich: Polietilenglicol (12000 Da); JT
Baker: Peroxido de hidrogeno 30% p/p, sulfato de amonio (NH4)>SO4 ferricianuro de potasio
K3Fe(CN)g, fosfato de potasio monobasico KHPO4, fosfato de potasio dibasico K;HPO4; Merck:
Guayacol C7HsO>
3.2. Extraccion y semipurificacion de la PCO

Para la extraccion de la PCO se siguid la metodologia de Sakharov et al. [5] con
modificaciones en lo que respecta al buffer, su pH y tiempo de incubacioén del extracto. La
caléndula fue adquirida en plazas de mercado de Bucaramanga, de la cual sus hojas fueron lavadas
con agua desionizada y cortadas en pequefios pedazos.

Inicialmente se hicieron cuatro extractos de pH 5, 6, 7 y 8 para determinar el pH 6ptimo
para la extraccion de la siguiente manera: se pes6 25 g de hojas cortadas para cada uno y se macero
con 100 mL de PBS 100 mM con su respectivo pH ajustado, siempre siguiendo una proporcion
1:4 entre las hojas de caléndula y el buffer. El extracto se dejé agitando en un shaker por 24 horas
a temperatura ambiente y una velocidad de 120 rpm. Se presentd mayor actividad enzimatica con
pH 6, por lo cual se seleccion6 para hacer la extraccion definitiva.

Para realizar el extracto definitivo se pes6 50 g de hoja de caléndula, se macerd con 200
mL PBS 100 mM a pH 6 y se dej6 agitando por 12 horas a 120 rpm y temperatura ambiente. Con
el fin de concentrar la muestra, se prepard un segundo extracto con 50 g de hoja de caléndula y
200 mL de PBS 100 mM a pH 6, al cual se afiadi6 el primer extracto. La mezcla combinada se

dejo bajo agitacion a 120 rpm durante 12 horas a temperatura ambiente y posteriormente se filtro.
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3.2.1. Semipurificacion del extracto de PCO

El extracto concentrado conseguido se centrifugd a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C y se
recolecto el sobrenadamente.

Para la eliminacion de pigmentos se hizo reparto bifasico afiadiendo polietilenglicol (PEG)
de peso molecular 12.000 Da al 14% p/v. Una vez disuelto el PEG, se afiadi6 sulfato de amonio
((NH4)2S04) al 10% p/v bajo agitacion magnética hasta su completa disolucion. La mezcla se
afnadio en un embudo de separacion y se dejo reposar por 4 horas hasta la separacion en dos fases.
3.2.2. Determinacion de actividad enzimadtica

La actividad enzimadtica se determin6 mediante espectrofotometria UV-Vis, a partir de la
medicion de las velocidades iniciales de la reaccion entre el peroxido de hidrégeno y el guayacol,
catalizada por la peroxidasa presente en el extracto. para la formacion de tetraguayacol, Esta
reaccion conduce a la formacion de tetraguayacol, un compuesto coloreado con un coeficiente de
extincion molar de 26.6 mM'-cm™.

El sustrato utilizado para la medicion consistié de 20 mL de PBS 100 mM pH 6, 40 pL de
guayacol y 10 puL de peroxido de hidrégeno 30% (p/p). Para cada medicion, se afiadieron en la
celda 1 mL de sustrato y 33 pL de extracto correspondiente a cada fase de purificacion.

3.3. Caracterizacion bioquimica de la PCO
3.3.1. Cuantificacion de proteinas por método BCA

Se empleo el kit de cuantificacion de proteinas BCA de la marca Thermo Scientific. Para
ello, se elabor6 una curva de calibracion utilizando albiumina de suero bovino (BSA) en un rango
de concentraciones de 20 a 2000 pg/mL. Tanto para los estandares como para las muestras, se

tomaron 25 pL, los cuales se mezclaron con 200 pL de solucion de sulfato de cobre (I1).



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO DE PEROXIDASA DE CALENDULA 34

Finalmente, la absorbancia se determind a 562 nm empleando el lector de microplacas
Multiskan Sky (Thermo Scientific).

3.3.2. Estabilidad de peroxidasa a distinto pH

Se incub6 10 pL del extracto en un volumen de 990 uL de buffer universal (acido acético,
acido borico, acido fosforico) 100 mM y ajustada con hidroxido de sodio 0.1 M en un rango de pH
de 2 a 10 por 2 horas. Pasada la incubacion se determind la actividad enzimatica con un sustrato
compuesto por 5 mL de buffer universal con ajuste de pH, 2,5 uL de H>O, y 10 puL de guayacol.
3.3.3. Estudio de estabilidad a diferentes temperaturas

En un primer ensayo se determiné la temperatura de inactivacion de la enzima. Para ello,
se calentd un tubo de ensayo con 10 mL de una dilucion 1:10 del extracto en PBS 100 mM pH 6
en un rango de 40 a 80 °C. Cada 5 °C se tomo una alicuota, la cual se dejo enfriar a temperatura
ambiente antes de medir su actividad enzimatica. Este ensayo permitio identificar 55 °C como la
temperatura a partir de la cual la actividad comienza a disminuir significativamente.

En la segunda fase se calentd 25 mL de solucion 1:10 de extracto en PBS 100 mM pH 6
hasta alcanzar la temperatura de inactivacion (55 °C), se mantuvo el calentamiento constante a esa
temperatura y se sacaron alicuotas de 1 mL cada 10 minutos durante 2 horas, las cuales se dejaron
enfriar a temperatura ambiente para realizar la medicion de actividad enzimatica.

3.4. Caracterizacion electroquimica de electrodos modificados con PCO

Para las mediciones electroquimicas se utilizé el equipo AUTOLAB POTENTIOSTAT
GALVANOST PGSTAT204 (Fig. 10) y los datos se procesaron con el software NOVA 2.1.8, los
electrodos utilizados son electrodos serigrafiados de carbono modificado con nanoparticulas de

oro (DRP-GNP110) de la marca Metrohm.
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Figura 10

Montaje experimental para la caracterizacion electroquimica de PCO
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3.4.1. Modificacion de electrodos con PCO

Se modificaron los inmovilizando por adsorcion fisica 10 pL del extracto semi-purificado
tras el reparto bifasico en cada electrodo y se dejo secar en un lugar oscuro por 24 horas a
temperatura ambiente.
3.4.2. Caracterizacion por VC

Con el fin de establecer las condiciones de referencia del sistema electroquimico, se
registraron voltamperogramas ciclicos bajo diferentes condiciones experimentales. Se midieron
tres electrodos de control: Electrodo tnicamente con PBS 100 mM, electrodo con solucion de

peroxido de hidrogeno en PBS a 0.1 mM y uno con enzima inmovilizada y PBS 100 mM.
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3.4.3. Caracterizacion de electrodos con ferricianuro de potasio por VC

Se utiliz6 una solucion de ferricianuro de potasio 10 mM como electrolito modelo y 0.1 M
KCI como electrolito de soporte para la caracterizacion electroquimica de los electrodos. Los
voltamperogramas se registraron a una velocidad de barrido de 50 mV/s, en un intervalo de
potencial comprendido entre —0.6 V y 0.6 V. Las mediciones se realizaron tanto en el electrodo
modificado como en un electrodo de control, con el fin de comparar su comportamiento
electroquimico.
3.4.4. Evaluacion del efecto de barrido en VC de electrodos

Se realizaron voltamperogramas ciclicos utilizando un electrodo modificado con PCO en
una soluciéon de H202 0.1 mM en PBS 100 mM pH 6. Las mediciones se llevaron a cabo variando
la velocidad de barrido entre 50 y 450 mV/s.
3.4.5. Evaluacion de los electrodos modificados con H>0:

Se evaluaron soluciones de peroxido de hidrogeno en PBS 100 mM pH 6 en un rango de
concentraciones de 0.1 a 2 mM. Las mediciones se realizaron en electrodos modificados con PCO

a una velocidad de barrido de 100 mV/s y un rango de potencial de -1 a1 V.
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4. Analisis y resultados
Con el fin de comparar las etapas de semipurificacion del extracto enzimatico, se derivo la
ley de Lambert-Beer (Ec. 5) respecto al tiempo, estableciendo asi una relacion directa entre la
variacion de la absorbancia y la concentracion del analito. De esta derivacion se obtuvo la ecuacion
6, donde dA/dt corresponde a la pendiente de la medicion cinética (s™'), € es el coeficiente de
absortividad molar (mM™"-cm™), / es la longitud del paso 6ptico de la celda (cm), Vr es el volumen

total de reaccion en la celda (mL) y FD es el factor de dilucidn aplicado a la muestra.

A= ecl (5)
dA dc
—_ = —C
dt dt
dc B dA/dt
dt el
dA/dt

Actividad enzimatica = Vr-FD (6)

el

4.1. Ensayo preliminar de pH para optimizacion de extraccion de la PCO

Con el propodsito de optimizar las condiciones de extraccion, se realizd un estudio
preliminar para determinar el pH optimo de extraccion de la PCO. Para ello, se evalud la actividad
enzimatica de extractos obtenidos con buffer PBS 100 mM a pH 5, 6, 7 y 8, cuyos resultados se
presentan en la Figura 11. Como se puede observar, los extractos obtenidos a pH 5, 6 y 7
presentaron los valores més altos de actividad enzimatica en comparacion con pH 8, siendo el pH
6 el que mostrd la mayor actividad. Este comportamiento sugiere que la enzima presenta mayor
estabilidad en condiciones ligeramente acidas. Con base en estos resultados, se establecié pH 6

como condicion estandar para todas las extracciones posteriores.
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Figura 11

Actividad relativa del extracto de PCO a distintos pH
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4.2. Extraccion y semipurificacion de la PCO

Después de la obtencion del extracto con buffer PBS 100 mM pH 6, este fue sometido a
un pretratamiento. Debido a su origen el extracto puede contener fitoquimicos como fenoles,
polifenoles, lipidos, carbohidratos y pigmentos que pueden generar interferencias en las
mediciones enzimaticas posteriores [52,53]. Fueron eliminados material particulado y restos

celulares mediante centrifugacion a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C [54].

Mediante la precipitacion del extracto de peroxidasa con PEG 14% p/v (12000 Da) y
sulfato de amonio 10% p/v se generd un sistema acuoso de dos fases. La presencia de altas
concentraciones de sulfato de amonio induce un efecto de salting out, en el cual los iones de la sal

compiten por las moléculas de agua, disminuyendo la disponibilidad de estas para la solvatacion
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de otras biomoléculas y reduciendo asi sus esferas de hidratacion [56]. Por esta razon compuestos
con menor caracter hidrofilico, tales como pigmentos, polifenoles, fenoles y sus productos de
oxidacidn, asi como proteinas con regiones hidrofobicas expuestas, tienden a particionarse hacia
la fase superior rica en PEG, mientras que las peroxidasas y proteinas hidrosolubles se mantienen
en la fase baja rica en sulfato de amonio [19,55-56]. Las fases de la extraccidon y semipurificacion
del extracto se observan en la Figura 12.

Figura 12

Procedimiento experimental de extraccion y semipurificacion de PCO

Nota. (A) Maceracion de las hojas de caléndula con buffer PBS 100 mM pH 6 (B) Agitacion del
extracto por 12 horas en agitador orbital (C) Centrifugacion del extracto (D) Sistema acuoso de
dos fases.

Se evalu6 la cinética de reaccion de todos los extractos durante un minuto mediante
espectrofotometria UV-Vis. Para cada medicion, se emplearon 33 uL del extracto en combinacion
con 1 mL de una solucién de sustrato compuesto por perdoxido de hidrogeno y guayacol. Este
procedimiento permitié estudiar la reaccion de oxidacion del guayacol a tetraguayacol (Fig. 13),
catalizada por la enzima peroxidasa. El tetraguayacol es un compuesto coloreado que presenta una

absorbancia maxima a 470 nm y un coeficiente de extincion molar (g) de 26,6 M'-cm™.
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Figura 13

Reaccion de oxidacion de guayacol con H>O:
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Nota. Adaptado de [27]
Con estos valores y la ecuacion 6 se encontro la actividad enzimatica de cada uno de los
pasos de semipurificacion del extracto, reportados en la Tabla 3. El valor de actividad volumétrica

se obtuvo con la actividad enzimadtica y el volumen de extracto en la celda, en este caso 33 pL (Ec.

7)

.. Cop s Actividad enzimatica [U
Actividad volumétrica = LU] (7)
Volumen de extracto en celda [mL]

Para determinar la actividad especifica, se cuantifico la concentracion de proteinas de cada
extracto mediante un kit de ensayo BCA. Se construy6 una curva de calibracion empleando
estandares de BSA en un rango de 25 a 2000 pg/mL (Anexo A). El método se basa en la reduccion
del Cu*" a Cu' en presencia de proteinas (reactivo con sulfato de cobre (II)) y en la posterior
formacion de un complejo entre el ion cuproso y el reactivo BCA, lo que genera una coloracion
purpura proporcional a la concentracion proteica de la muestra. La absorbancia se midié a 562 nm

[57]. Finalmente, a partir del contenido total de proteinas, se calcul6 la actividad especifica.
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Tabla 3

Tabla de semipurificacion de PCO

Actividad Actividad Protei
Etapa de Volumen ¢ IVI, a. Actividad ¢ lVl, a roteina Rendimiento  Factor de
urificacién (mL] volumétrica U] especifica total % purificacién
P [U/mL] [U/mg] [mg/mL]

Extraccion 422 0.346 0.0114 0.043 8.03 100 1
Centrifugacién 366 0.378 0.0125 0.057 6.57 109 1.33
Separacion 200 0.953 0.0315 0.209 4.56 276 4.86
bifasica

La Tabla 3 muestra el aumento de la actividad enzimatica, la actividad volumétrica y la
actividad especifica, junto con la disminucion de la proteina total, alcanzando un valor final de
actividad especifica de 0.209 U/mg. Estos resultados indican que el proceso de semipurificacion
se realizd de manera satisfactoria. La mejora en la actividad enzimatica ocurre a medida que
disminuye la proteina total en el extracto, lo que evidencia la eliminacién de proteinas
contaminantes y fitoquimicos con posible efecto inhibitorio [33]. El rendimiento de la purificacion
alcanzé un valor de 276%, superando el 100% inicial definido para el extracto crudo. Este
incremento no implica un aumento de concentracidon enzimatica, sino que se atribuye a la remocion
de inhibidores presentes en el extracto crudo o a la activacion de la enzima durante el proceso de

semipurificacion.

En la etapa de centrifugacion la actividad enzimatica no presenta diferencias significativas,

ya que esta fase se centra principalmente en la eliminacion de solidos y pigmentos, como se
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observa en la Figura 8C. El pellet del extracto centrifugado retiene el pigmento de las hojas de
caléndula y proteinas, lo que explica la reduccion en la cantidad de proteinas totales. La separacion
bifasica logra la mayor purificacion del extracto, este resultado se debe a la precipitacion de
compuestos y proteinas residuales mediante sus interacciones con el PEG, como se explicd
previamente.

4.3. Caracterizacion bioquimica de la PCO

4.3.1. Estabilidad a diferentes pH

La PCO presenta un pH 6ptimo de 6. La curva de actividad enzimatica en funcion del pH
(Fig. 14) exhibe una forma de campana centrada alrededor de valores proéximos a la neutralidad,
comportamiento caracteristico de la mayoria de las enzimas [33]. En condiciones de pH extremos,
la actividad disminuye significativamente, lo cual puede atribuirse a la desnaturalizacion de la
proteina y a la consecuente pérdida del grupo hemo, esencial para la funcidn catalitica de la enzima
[58].

Enla Tabla 4 se presentan diversas peroxidasas de origen vegetal junto con sus propiedades
bioquimicas, entre ellas el pH optimo de actividad. Se observa que la mayoria de estas enzimas
exhiben un pH optimo dentro del rango de 4 a 7, lo que evidencia su caracter predominantemente
acido, con algunos casos cercanos a la neutralidad como la HRP [66,70]. Por otra parte, son escasas
las peroxidasas vegetales que muestran actividad en condiciones alcalinas, como ocurre con la
peroxidasa de Panicum maximun y la peroxidasa de Curcuma longa rizoma [19,64]. La PCO
mantiene mas del 70% de su actividad relativa en el rango de pH 5 a 7, lo cual es consistente con
lo reportado para otras peroxidasas de origen vegetal, como la peroxidasa de Cymbopogon citratus
[17] y la peroxidasa de Manilkara zapota [59], que presentan valores 6ptimos en condiciones

acidas a cercanas a la neutralidad.
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4.3.2. Estabilidad e inactivacion térmica

Para evaluar la estabilidad térmica, una solucion enzimatica fue incubada a diferentes
temperaturas y se midio la actividad en intervalos de 5 °C entre 40 y 80 °C (Fig. 15). Los resultados
muestran un intervalo en el que la actividad relativa se mantiene por encima del 70 %,

comprendido entre 40 y 65 °C, dentro del cual se identifica una temperatura 6ptima de 55 °C.

En el intervalo de 40 a 55 °C se evidencia un incremento en la actividad enzimatica, lo cual
puede explicarse por el aumento de la energia cinética asociado al incremento de la temperatura,
favoreciendo una mayor frecuencia de colisiones entre la enzima y el sustrato. Sin embargo, a
partir de los 55 °C se observa una disminucion en la actividad, atribuida principalmente a la
desnaturalizaciéon de la proteina; en estas condiciones, el exceso de movimiento molecular
compromete la estabilidad estructural de la enzima, impidiendo la adecuada formacion del

complejo enzima—sustrato y, en consecuencia, reduciendo la actividad catalitica [71].

Este comportamiento es comparable al de otras peroxidasas vegetales, como la peroxidasa
de Cymbopogon citratus, que presenta estabilidad en el rango de 40 a 66 °C [17], y la peroxidasa
de Ziziphus jujuba, estable entre 40 y 65 °C [61]. No obstante, la peroxidasa de caléndula exhibe
un amplio rango de estabilidad térmica, comparable e incluso superior al reportado para algunas
peroxidasas ampliamente estudiadas. Entre estas se encuentra la HRP, que, a pesar de ser una de
las mas utilizadas a nivel industrial, presenta un rango optimo de 25 a 42 °C [66], asi como la

peroxidasa de Lepidium sativum, con un rango de estabilidad entre 20 y 40 °C [68].
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Figura 14

Actividad enzimatica de PCO a distintos pH
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Estudio de estabilidad termica de PCO
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Tabla 4

Propiedades bioquimicas de diferentes peroxidasas vegetales

ofeqen sy ¢S $9-0v 9 siypuidLffo vinpuaIn)
[69] 0s - 9 a1pu1d1fJo 12q13u1y
[89] 0S 0t-0T 9 wnayos “ds gns wnayps wnipida|
l61] 99 - 8 UNWIXDUWL WNOTUD J
[L9] 01% 0L-0 9 * SYPUIILJO SNULIDWSOY
[99] 0¢ (472l Y4 L DUDISNL DIDDAOULLY
[s9] (1)4 09-0€ 9 putppSAu vIUOULI
[+9] 09 09-01 8 BWOZLI D3UO] DUWNI.AN)
[€9] 0S 0S-0¢ $9®9 11]Y0YS10,] $N2]0)
[29] 0S 0S-Str S seloy sy1ss1/ vj2.4pa)
[19] 0S $9-0% S'L vqninl snydiziz
[09] 09 09-6S S¢S snjjdydoaaiapy sndiv20j4y
[66] S9 $9-G Leg¢ vjodpz vapyjIUDRY
[L1] 99 99-0t 9 sni.a110 uoSodoquidy
[Do] ewndo  [,D] eamyeradway
BIUAIIJY owndo gd esepIxoad ap duanyg

vanjesddwa

ap oduey




BIOSENSOR ELECTROQUIMICO DE PEROXIDASA DE CALENDULA 46

Sabiendo que la temperatura 6ptima de la PCO es de 55 °C, se procedid con el ensayo de
inactivacion térmica. Este consistio en incubar una solucion enzimatica a temperatura constante
de 55 °C durante dos horas, evaluando la actividad enzimatica en intervalos de 10 minutos. Los
resultados se graficaron como el logaritmo de la actividad en un tiempo t sobre la actividad inicial,
eso en funcion del tiempo (Fig. 16).

La inactivacion térmica de las enzimas es considerada como una cinética de primer orden
descrita por la ecuacion 8, donde Ay es la actividad inicial de la enzima, A: es la actividad de la
enzima en un tiempo ‘t” y kq (min™') es la constante de velocidad de reaccién a una temperatura
determinada, en este caso corresponde a la velocidad de la inactivacion térmica [72].

A 8
lnA—(t)=—kd><t ()

En la figura 16 se observa una tendencia lineal, a partir de la cual se obtiene la ecuacion
In(A;/Ay) = 0.04877 — 0.00766t, con un R, = 0.971. De acuerdo con la ecuacién 8, la
pendiente de esta recta corresponde a la constante kq, cuyo valor es 0.00766 min™!.

En la Tabla 5 se presentan distintas peroxidasas junto con sus temperaturas de evaluacion
y constantes de inactivacion térmica. Se observa que la PCO presenta una menor susceptibilidad a
la inactivacion térmica en comparacion con otras especies evaluadas a la misma temperatura, como
Mimosa pudica y Phaseolus vulgaris, cuyos valores de kg (~0,019 min™') indican una pérdida
aproximada del 1.9 % de actividad por minuto a 55 °C [73-74]. En contraste, la PCO muestra una
velocidad de inactivacion cercana al 0.766 % por minuto, lo que implica que las peroxidasas de
las otras especies se inactivan aproximadamente 2.48 veces mas rdpido bajo las mismas

condiciones.
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Figura 16

Ensayo de inactivacion térmica de peroxidasa de caléndula a 55 °C
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Tabla 5

Constante de inactivacion térmica de diferentes peroxidasas vegetales a 55 °C

Constante de

Fuente de peroxidasa Temperatura [°C] inactivacion térmica (ka) Referencia
[min™]
Phaseolus vulgaris 55 0.01959 [73]
Mimosa pudica 55 0.018 [74]

Calendula officinalis 55 0.00766 Este trabajo
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4.4. Caracterizacion electroquimica de electrodos modificados con PCO

Para evaluar la PCO como elemento bioreceptor en microbiosensores, se modificd la
superficie de un electrodo serigrafiado de carbono modificado con nanoparticulas de oro (Au-
SPCE) mediante la deposicion del extracto obtenido por separacion bifasica. Posteriormente, el
electrodo se dejo secar durante 24 horas en oscuridad y a temperatura ambiente (Fig. 17).
Figura 17
Procedimiento de modificacion de electrodos con PCO
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Nota. Gréfica creada en Biorender

Con el fin de confirmar la adsorcidn de la enzima sobre la superficie modificada, se realizd
una medicion inicial de voltamperometria ciclica (VC) en solucién de PBS 100 mM pH 6 (Fig.
18). En el VC obtenido, el electrodo modificado con PCO presenta un par de picos en 222.1/—114.7
mV, lo que evidencia la presencia de especies electroactivas asociadas a la superficie modificada.
Este comportamiento puede atribuirse al proceso redox del par Fe(I1I)/Fe(II) del grupo hemo de la
peroxidasa, donde el pico catddico corresponderia a la oxidacion de Fe(Ill) a Fe(Il) y el pico
anddico a su posterior reduccion [75]. Estos valores son consistentes con los reportados para otras
peroxidasas de origen vegetal, como la peroxidasa de Cymbopogon citratus (500/—200 mV) [17],

lo que sugiere una contribucion del centro hemo a la respuesta electroquimica observada.
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Un proceso electroquimicamente reversible se caracteriza por la existencia de una barrera
termodindmica baja para la transferencia de electrones, después de cualquier cambio de potencial
aplicado el equilibrio de Nernst se establece, en estos procesos AE, es de 57 mV. En el caso de la
PCO, se obtuvo un AE, de 336.8 mV (Tabla 6), lo que indica un comportamiento cuasireversible
[47,76]. Esto significa que este proceso esta determinado tanto por la transferencia de masa, como
por la cinética de transferencia de carga.

Tabla 6

Valores de corriente y potencial de los picos anddicos y catodicos de voltamperometria ciclica

en PBS 100 mM pH 6
Sistema Epa [mV] Epc [mV] Ipc [llA] Ipa [}IA] AEp [mV] Ipc/Ipa
Au-SPCE/PCO 222.1 -114.7 -55.5 52.24 336.8 1.06
Figura 18

Voltamperograma ciclico medido en solucion buffer PBS 100 mM pH 6 medido a 100 mV/s
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4.4.1. Caracterizacion de electrodos con ferricianuro de potasio

El ferricianuro de potasio es un compuesto que presenta un comportamiento redox bien
establecido, por lo que se emplea cominmente como estandar para la caracterizacion de electrodos
[77]. Se realizaron mediciones mediante VC utilizando una solucion de Ks[Fe(CN)s] 10 mM en
KCl1 0.1 M como electrolito de soporte, tanto en un electrodo de control como en un electrodo
modificado (Fig. 19). Este procedimiento permitié evaluar el efecto de la PCO inmovilizada sobre
las propiedades de transferencia electronica del electrodo.
Figura 19

Voltamperograma ciclico en solucion de K3[Fe(CN)s] 10 mM 0.1 M KCI medido a 50 mV/s
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Tabla 7

Valores de corriente y potencial de picos catodicos y anddicos de voltamperograma ciclico en

solucion K3[Fe(CN)s] 10 mM 0.1 M KCI

Sistema Epa [mV] Epc [mV] Ipc [MA] Ipa [HA] AEp [mV] Ipc/Ipa
Au-SPCE 197.75 41.5 -151,5 171.96 156.25 0.88
Au-SPCE/PCO 151.3 83 75.5 72.58 68.3 1.04
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La Tabla 7 muestra una disminuciéon de AE; en el electrodo modificado con PCO en
comparacion con el electrodo de control. Este resultado sugiere una mejora en la cinética de
transferencia electronica, evidenciando un comportamiento mas cercano al de un sistema
reversible. Asimismo, la relacion de corrientes de pico catddica y anddica (Ie/Ipa) cercana a la
unidad respalda esta interpretacion, indicando un proceso redox mas simétrico y eficiente en la
superficie del electrodo [77]. Este comportamiento también ha sido reportado en otras peroxidasas
caracterizadas en presencia de Ks[Fe(CN)s], como la peroxidasa de Panicum maximun y Mimosa
pudica [19,74], donde se observa igualmente una disminucion de AE, y valores de Ipc/Ipa proximos

al.

A suvez, en la Figura 19 se evidencia que el VC del electrodo de control presenta picos de
corriente de mayor magnitud en comparacion con el electrodo modificado. Este comportamiento
puede atribuirse, entre otros factores, a diferencias en el area electroactiva. De acuerdo con la
ecuacion de Randles—Sev¢ik (Ec. 9), la corriente pico es directamente proporcional al area
electroactiva del electrodo. En este sentido, la modificacion con PCO podria generar una capa
sobre la superficie que disminuya el area disponible para la reaccion electroquimica, lo que se

traduce en una reduccion de la corriente observada [47].
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4.4.2. Evaluacion de los electrodos con H>0:

Se realizé una medicion inicial para evaluar el efecto de la PCO en el VC de H:0: (Fig.
20). Se observé una sefal alrededor de —0.55 V, atribuida a la reduccion de H-0:. mediada por la
actividad catalitica de la PCO [78], de acuerdo con los mecanismos descritos en las ecuaciones 1-
3. Valores de potencial de reduccion en el intervalo de —0.6 a —0.5 V han sido reportados para
otras peroxidasas [17,19], lo que respalda la asignacion de esta sefial a la transferencia electronica
entre la enzima y el electrodo.
Figura 20
Voltamperograma ciclico de solucion H20: 0.1 mM en PBS 100 mM pH medida a 100 mV/s en

Au-SPCE/PCO y Au-SPCE
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Este proceso puede visualizarse en el electrodo, como se ilustra en la Figura 21. A
potenciales aplicados inferiores a 0.6 V vs SCE, se observa una relacion proporcional entre la senal

de reduccion y la concentracion de analito. Este comportamiento se debe a la reduccion
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electroquimica del H20-, la cual ocurre a potenciales cercanos a los potenciales formales de los
pares redox Compuesto I/II y Compuesto [I/PCO(Fe**) [79].
Figura 21

Mecanismo de la reduccion bioelectrocatalitica del H>O: en electrodo modificado con PCO.

Compuesto | €
(Fe*=0, P*)
H,0 .. Au-SPCEIPCO
Compuesto lla—" Eapp=<06V
(Fe*=0)
2H*
H,0, H,O

Ferriperoxidasa
(Fe*)

Nota. Adaptado de [79]

Dado que la concentracion de H20: es proporcional a la intensidad del pico de corriente
catddica, se llevaron a cabo mediciones en soluciones con concentraciones comprendidas entre 0.1
y 1 mM, empleando electrodos modificados con PCO.

Los VCs obtenidos se muestran en la Figura 22. A partir de la corriente correspondiente al
pico catodico de cada voltamperograma, se construyé la curva de calibracion presentada en la
Figura 23. Se evidencia una buena relacion lineal definida por la ecuacion Iy, o, = —0.05651 —
0.446[H,0,] con un R?= 0.9793. No obstante, es importante sefialar que la VC no constituye el
método dptimo para la cuantificacion analitica de este analito, sino que esta pensada para el estudio
del comportamiento redox y la caracterizacion de los procesos de transferencia de electrones en la

interfaz electrodo-solucion.
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La cronoamperometria es una mejor alternativa para la deteccidon cuantitativa de H»O»,
particularmente en matrices bioldgicas complejas, en las cuales coexisten especies electroactivas
como el acido ascorbico, acido trico y dopamina, cuyos procesos de oxidacion/reduccion pueden
suceder en potenciales similares al HO», esto compromete la selectividad del biosensor al usar
métodos como VC donde se da un barrido de potencial [83]. La cronoamperometria trabaja en un
potencial fijo y constante, esto elimina la corriente capacitiva y reduce significativamente la sefal
de fondo, mejorando asi la relacion/ruido y el limite de deteccion del sistema [84]. La
implementacion de la cronoamperometria como etapa de cuantificacion definitiva quedo fuera del
alcance de este trabajo debido a limitaciones de tiempo e inconvenientes técnicos con el software
del potenciostato.

Figura 22
Voltamperogramas ciclicos medidos de H20: (0.1-2 mM) en solucion PBS 100 mM pH medido a

100 mV/s en electrodos modificados con PCO
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Figura 23

Curva de calibracion para H>O: (0.1-1 mM)
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4.4.3. Efecto de la velocidad de barrido

Se registraron VCs del electrodo modificado con PCO en una solucion de peroxido de
hidrégeno 0.1 mM en PBS 100 mM pH 6, variando la velocidad de barrido. Como se observa en
la Figura 24, al incrementar este parametro, los picos catddicos se desplazan hacia potenciales mas
negativos, mientras que los picos anddicos lo hacen hacia potenciales mas positivos. Ademas, se
evidencia un aumento de AE, con el incremento de la velocidad de barrido (Tabla 8).

Este comportamiento indica que, a bajas velocidades de barrido, el sistema presenta una
respuesta mas cercana a un sistema reversible, debido a que existe suficiente tiempo para que
ocurra la transferencia electronica. Al aumentar la velocidad de barrido, se manifiestan

limitaciones en la cinética de transferencia electronica, lo que se traduce en un incremento de AE,
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y en un alejamiento del comportamiento reversible. En conjunto, estos resultados son

caracteristicos de un sistema electroquimico cuasireversible [51,81].
Se grafico I, en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (v'/?), con el objetivo
de evaluar la naturaleza del proceso redox, de acuerdo con la ecuacion de ecuacion de Randles—

Seveik (Ec. 9). De las regresiones lineales se obtuvieron dos ecuaciones I, = 1.69 + 330.28v%/2
con R?=0.984 y, I,. = 90.69 — 286.16v'/2 con R?= 0.884, se observa un alto valor de Rz, lo

cual indica que el proceso esta controlado por difusion, esto debido a la formacion de una capa de
difusion en la superficie del electrodo. A menores velocidades de barrido el sistema dispone de
mayor tiempo para el transporte de masa, lo que da lugar a una capa de difusiéon més extensa y, en
consecuencia, un menor flujo de especies hacia el electrodo [82,83].

Figura 24

Voltamperogramas ciclicos de electrodo modificado con PCO en H>O: 0.1 mM en PBS 100 mM

PpH 6 a diferentes velocidades de barrido (50—450 mV-s™)
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Figura 25

Grdfica de Randles—Sevcik (Ip vs.
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vI?2) en solucion de 0.1 mM H>0; en PBS 100 mM pH 6

Valores de corriente y potencial de los picos anddicos y catodicos de voltamperogramas ciclicos

con variacion de velocidad de barrido

Velocidad de

barrido mvis]  EP MVl ErcImVl I [BAl I [RA]  AE, [mV] Tpe/Ipa
50 175.7 24,4 83.6 3,66 200,1 0.043
150 151.36 73,2 12146  -5,49 224,56 0.045
200 148.9 -70,8 145.8 213 219,7 0.15
250 161.1 -80,5 163.8 -40,2 241,6 0.25
300 180.6 92,7 184.9 59,2 2733 0.32
350 187.9 -119,6 195.3 79,3 307,5 0.41
400 187.9 -136,7 207.5 97,9 324,6 0.47
450 195.3 205 2325 119,6  400,3 0.51
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5. Conclusiones

Se llevo a cabo de manera satisfactoria la extraccion y semipurificacion de la PCO,
alcanzando un factor de rendimiento del 276 % tras las etapas de centrifugacion y separacion
bifasica en un sistema PEG/(NH4),SO4, obteniendo una actividad especifica de 0.209 U/mg. El
estudio de sus propiedades bioquimicas evidencié que la PCO presenta estabilidad en un rango de
pH entre 5 y 7, con un pH 6ptimo de 6. Adicionalmente, mostrd una adecuada estabilidad térmica
entre 40 y 65 °C, una temperatura optima de actividad de 55 °C y una constante de inactivacion
térmica de 0.00766 min".

La modificacion de los electrodos serigrafiados con nanoparticulas de oro mediante la
inmovilizacion de la PCO para su caracterizacion electroquimica se llevo a cabo exitosamente. La
caracterizacion electroquimica empleando ferricianuro de potasio evidencid una mejora en la
reversibilidad del sistema, lo que sugiere una mejora en la transferencia electronica tras la
modificacion del electrodo.

La evaluacion de la respuesta del electrodo modificado en soluciones de perdxido de
hidrégeno mostr6 una sefial de reduccion a un potencial de -0.55 V. Se obtuvo ademas una curva
de calibracion en el rango de 0.1 a 1 mM con un R? de 0.9793, indicando una adecuada respuesta
analitica. Con estos resultados se puede decir que la PCO presenta potencial prometedor para la
modificacion de biosensores enzimaticos destinados a la deteccion de peroxido de hidrogeno,

especialmente en condiciones cercanas a pH neutro y en un rango amplio de temperatura.
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6. Recomendaciones

e Optimizar e incorporar nuevas etapas en el proceso de semipurificacion con el fin
de incrementar el factor de purificacion y la actividad especifica del extracto de
PCO.

e Determinar los pardmetros cinéticos principales (Vmax, Km, Kcat) del extracto de
PCO con guayacol como sustrato.

e Implementar la cronoamperometria como técnica de cuantificacion para obtener
una curva de calibracién con mayor sensibilidad.

e Evaluar la selectividad del biosensor mediante ensayos cronoamperométricos en
presencia de posibles agentes interferentes presentes en muestras bioldgicas, como
el acido ascorbico, el 4cido urico y la dopamina.

e Determinar las figuras de mérito analiticas del biosensor, incluyendo el limite de
deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ), tanto para la VC como para

la cronoamperometria.
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Apéndices
Apéndice A. Curva de calibracion para cuantificacion de proteinas.
Figura 26

Curva de calibracion BCA para la determinacion de concentracion de proteinas
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  Peroxidasa +  H 2  O 2 → Compuesto   I +  H 2 O


   ( 1 )


  Compuesto   I + A  H 2 → Compuesto   II + AH ∙


   ( 2 )


  Compuesto   II + A  H 2 → Peroxidasa + AH ∙ +  H 2 O


  ( 3 )


  k = A   e  −     E  a    k  B T


  ( 4 )


    I  p a /   I  p c ≈ 1


  A =   𝜀 c l


  ( 5 )


    d A  d t =   d c  d t 𝜀 l


    d c  d t =   d A / d t  𝜀 l


  A c t i v i d a d   e n z i m á t i c a =   d A / d t  𝜀 l ∙   V  T ∙ F D


  ( 6 )


  A c t i v i d a d   v o l u m é t r i c a =   A c t i v i d a d   e n z i m á t i c a   [ U ]  V o l u m e n   d e   e x t r a c t o   e n   c e l d a   [ m L ]


  ( 7 )


  l n     A  t    A 0 = −   k  d × t


  l n (   A  t /   A 0 ) =   0 . 04877 − 0 . 00766 t


    R 2 = 0 . 971


    I  p = 0 . 446 n F A   C 0    (   n F v   D  o  R T )   1 2


  ( 9 )


    I  p   H 2   O 2 = − 0 . 05651 − 0 . 446  [   H 2   O 2 ]


    I  p a = 1 . 69 + 330 . 28   v  1 / 2


    I  p c = 90 . 69 − 286 . 16   v  1 / 2

