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Resumen

En este trabajo se desarrollé un novedoso prototipo de biosensor enzimatico para deteccion de perdxido de hidrégeno
(H,0,) mediante la co-inmovilizacion de la peroxidasa de palma real (Roystonea regia) (PPR) y nanotubos de péptidos
(NTPs) mediante el uso de glutaraldehido (GA) como agente entrecruzante sobre electrodos serigrafiados de oro. El
desarrollo del electrodo enzimatico comprendi6é primero la extraccion y purificacion de la peroxidasa de las hojas de la
palma real. Posteriormente, la superficie de electrodos de oro fue modificada mediante la adsorcion del conjugado PPR-
NTP y su caracterizacion se llevo a cabo mediante voltamperometria ciclica (VC) y cronoamperometria. Los estudios de
VC mostraron un potencial redox de trabajo de la PPR de -0.4 V contra un electrodo de referencia Ag/AgCl. El biosensor
enzimatico presento una respuesta en corriente a diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno. El estudio de los
parametros analiticos mostréd un rango lineal en un intervalo de 500-6000 uM, una sensibilidad de calibrado de 0,022
HA.L/mol y un limite de deteccion de 432 uM. El proceso de transferencia de electrones enzima-electrodo estuvo
controlado superficialmente y dependié del pH de la solucion. El prototipo de biosensor enzimatico desarrollado en éste
estudio se convierte en una potencial herramienta bio-analitica para la deteccion de H,O, en muestras reales de interés
biomédico y ambiental.

Palabras claves: biosensor; peroxidasa de palma real, nanotubos de péptido
Abstract

Development of a prototype biosensor based on real palm peroxidase (Roysfonea regia) and nanotubes of peptides
immobilized on gold electrodes for detection of hydrogen peroxide. In this work we developed a novel H,O,
enzymatic biosensor through the co-immobilization of royal palm tree peroxidase (RPTP) (Roystonea regia) with peptide
nanotubes (PNTs) on screen-printed gold electrodes employing glutaraldehyde as a cross-linking agent. The biosensor
development begins with the isolation and purification of peroxidase from the leaves of palm tree. Then the surface of the
electrode was modified by adsorption of the conjugate RPTP-PNT and the electrochemical characterization was made by
cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry techniques. The CVs exhibited a redox potential around -0.4 V using an
Ag/AgCl reference electrode. The enzymatic biosensor shows a catalytic response towards different hydrogen peroxide
concentrations. Analytical parameters such as: linear range, sensibility and detection limit exhibited values of 500-6000
uM, 0.022 pA L/mol and 432 pM, respectively. A surface-controlled process electron transfer was observed and the
biosensor exhibited a pH dependence. The novel biosensor presented in this work could be a potential bioanalytical tool
for the detection of hydrogen peroxide in real samples of biomedical and environmental importance.

Keywords: Biosensor; Royal palm tree peroxidase; Peptide nanotubes.

Introduccion

La determinacion de H,O, ha despertado considerable
atencion en los ultimos afios debido a su importancia en
procesos relacionados con el cancer y a sus efectos contami-
nantes en el medio ambiente’. Los enormes avances en la
instrumentacion analitica moderna han dado lugar a una
mejora en la selectividad, inclusive para analisis de trazas,
mediante técnicas como: cromatografia de gases, espectrome-

tria de masas, cromatografia liquida de alta resolucion, etc.
Sin embargo, la gran mayoria de estas técnicas implican un
elevado costo y consumo de tiempo, dada la necesidad de
realizar pre-tratamientos a las muestras.

Como alternativa a estos inconvenientes surge el desarrollo
de los denominados biosensores, dispositivos en los que se
emplean sustancias de origen biologico para el reconocimien-
to de especies particulares y que representan sistemas



106 Jests A Vargas, John J Castillo / Avances en Quimica, 11(3), 105-111 (2016)

altamente sensibles y especificos’. Los biosensores juegan un
rol determinante para abordar de modo rapido y confiable el
analisis de un amplio espectro de especies: patdogenos,
compuestos asociados a procesos industriales, contaminantes
ambientales, entre otros®.

La mayoria de biosensores utilizan la peroxidasa de rabano
picante (PRP) (drmoracia rusticana) para la deteccion de
peroxido de hidrogeno™; sin embargo, existen algunas limita-
ciones relacionadas con la estabilidad de ésta enzima como:
desnaturalizacion de la peroxidasa en altas concentraciones de
H,0,, altas temperaturas y pHs. De esta forma, surge la
necesidad de encontrar nuevas enzimas con mejores propie-
dades cataliticas para el desarrollo de biosensores mejorados
y mas eficientes. Colombia es un pais con excelentes recursos
naturales prospectos a nuevas fuentes enzimaticas que pueden
ser usadas para el desarrollo biotecnolégico del pais’. Esta
biodiversidad da grandes ventajas competitivas que al ser
basadas en el uso sostenible puede y debe convertirse en
desarrollo cientifico para el pais. Existe una gran motivacion
para encontrar nuevas fuentes potenciales de la peroxidasa
(POD) con posibles aplicaciones para la construccion de bio-
sensores amperométricos. En 2005, Alpeeva y cols." realiza-
ron un estudio comparativo utilizando PRP, peroxidasa de
batata dulce (PBD) (lpomea batatas) y peroxidasa de palma
real (PPR) (Roystonea regia). En este estudio se evaluaron
parametros analiticos tales como: nivel minimo de deteccion,
rango lineal de trabajo, estabilidad operacional y de almace-
namiento. Los resultados obtenidos mostraron un comporta-
miento diferente para cada uno de los biosensores destacando
la superioridad del biosensor de PPR.

El uso de la nanotecnologia es, sin duda, una herramienta
potente a la hora de disefiar biosensores', ya que estos
nanomateriales (nanotubos de carbono, nanotubos de péptidos
o cualquier estructura con al menos una dimension menor a
100 nm) presentan propiedades unicas como buena conduc-
tividad y biocompatibilidad por lo que mejoran la transferen-
cia de carga desde las enzimas hacia los electrodos'". Los
nanotubos de péptidos surgen como una alternativa hacia los
ya usados nanotubos de carbono, ademas, presentan otras
ventajas en comparacion a estos ultimos como facilidad a la
hora de su sintesis y mayor reactividad'.

En este trabajo se utilizo la peroxidasa de palma real (Roysto-
nea regia) adsorbida sobre electrodos de oro modificados con
NTPs y GA para la construccion de un novedoso biosensor
sensible a la presencia de H,O,.

Materiales y métodos
Extraccion y semi-purificacion de la peroxidasa de palma real

La extraccion y semi-purificacion de la PPR se llevo a cabo
por medio de la metodologia utilizada por Sakharov'. El
extracto fue semi-purificado mediante un sistema de reparto
bifasico compuesto por sulfato de amonio (10 % p/v) y

polietilenglicol (14 % p/v). Posteriormente el extracto fue
sometido a diferentes etapas cromatograficas. Finalmente se
midié la actividad enzimatica utilizando como sustrato el
guayacol y se determind la reaccion de aparicion del produc-
to, el tetraguayacol, a 470 nm, con un coeficiente de extincion
molar del producto de 5200 M™.cm™. La determinacién de la
concentracion de proteinas en la solucion enzimatica de POD
se hizo utilizando el método de Bradford".

Sintesis de los nanotubos de péptido

La metodologia para la formacion de los NTPs ha sido descri-
ta anteriormente™. Se afiadieron 100 mg de difenil-alanina a 1
mL de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP). De esta
solucion se tomaron 20 pL y se diluyeron a 1 mL, usando
agua ultrapura. La concentracion final fue de 2 mg/mL. Deta-
lles adicionales de la obtencion de los NTPs puede ser
encontrada en la informacion de soporte (Fig. S1)

Modificacion de los electrodos serigrafiados de oro

Se utilizaron electrodos serigrafiados de oro (DRP-220 AT,
Dropsense) adquiridos comercialmente. Para la modificacion
de los electrodos se prepard una solucion que contenia NTPs
y POD en relacion 1:1 v/v, luego se afiadio GA en concentra-
cion 0,25 % p/v y se agitd durante 1 minuto a 50 rpm. La
solucion de PPR/GA/NTP se conservo a una temperatura de 4
°C durante 2 h antes de su uso. 10 puL de solucion de la
solucion preparada anteriormente se depositaron sobre la
superficie del electrodo de trabajo y se almacend a 4 °C
durante 12 h. Posteriormente la superficie del electrodo fue
lavada suavemente con buffer fosfato pH 7,0 para eliminar el
exceso de enzima, GA y NPTs que no se adsorbieron sobre
el electrodo. En la figura S2 (informacién de soporte) se
puede apreciar el efecto de la presencia de la POD en el
electrodo modificado comparado con el electrodo sin modifi-
car en el proceso redox del ferrocianuro de potasio. Todas las
mediciones fueron realizadas utilizando un Potenciostato/
Galvanosotato Autolab y los datos fueron procesados
mediante el software NOVA 1.10.1.9.

Reduccion bioelectroquimica del peroxido de hidrogeno.

La caracterizacion cualitativa de la reduccion bioelectro-
quimica del perdxido de hidrogeno se hizo por VC. Para ello
se tomaron VCs de electrodos previamente modificados con
10 uL de la enzima, los cuales se pusieron en contacto dentro
de una celda de acrilico de 7 mL de capacidad conteniendo
una solucion tampoén de fosfatos 10 mM, pH 7,0; KCI 0,1 M
y H,O, 5 mM. Todas las soluciones fueron desgasificadas
usando nitrogeno para evitar interferencias con el oxigeno
molecular.

Estudio del efecto de la velocidad de barrido

Se tomaron VCs de una solucion tampon de fosfatos 10 mM
pH 7,0; H,O, 1 mM a velocidades de barrido comprendidas
entre 25 y 500 mV/s.
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Estudio del efecto del pH

Se midi6 el VC de las siguientes soluciones tampon: 10 mM
acido citrico/citrato trisodio (pH 3,0), 10 mM &cido acético/
acetato de sodio (pH 5.0), 10 mM fosfato de potasio
dibasico/fosfato de potasio monobasico (pH 6,0; 7,0 y 8,0) y
10 mM carbonato de sodio/bicarbonato de sodio (pH 10).
Cada solucion contenia HyO, 5 mM vy la velocidad de barrido
lineal fue de 100 mV/s.

Estudio de los pardametros analiticos

Mediante la construccion de curvas de calibracion a dife-
rentes concentraciones de peroxido de hidrogeno se determi-
naron los siguientes parametros analiticos: rango lineal del
método, limite de deteccion y sensibilidad del método, para
ello se utiliz6 cronoamperometria. Se utilizé un potencial fijo
de -04 V y se usaron concentraciones de perdxido de
hidrogeno en un rango de 1 a 5000 uM durante un tiempo de
aproximadamente 12 min. Todas las mediciones fueron
realizadas utilizando triplicados mediante la fabricacion de
electrodos preparados bajo las mismas condiciones.

Resultados
Purificacion parcial de la peroxidasa de palma real

En la tabla 1, conocida como tabla de rendimiento, se puede
observar la efectividad de cada una de las etapas usadas
durante la purificacion proteica de la peroxidasa. Como es
normal, a medida que transcurre el proceso, el rendimiento se
reduce y la muestra se va enriqueciendo en el compuesto de
interés.

Finalmente las fracciones recogidas conteniendo la POD
fueron incubadas a 4 °C para la modificacion de los electro-
dos de oro y el disefio del biosensor.

Modlificacion fisica de los electrodos de oro para la determi-
nacion de peroxido de hidrogeno.

Para el desarrollo del biosensor, los electrodos de oro se
modificaron depositando una solucion que contenia NTP,
PPR en una relacion 1:1 y GA en concentracion 0,25 % p/v
para la determinacion de H,O,. Este proceso no es posible

con un electrodo de oro, grafeno o carbono vitreo que no
cuente con la presencia de una enzima o de otra sustancia que
pueda reducir el H,O,.

En esta conformacion del biosensor, cada elemento juega un
rol importante. Por un lado, los nanotubos de péptidos ofrecen
una alternativa hacia los ya usados nanotubos de carbono
(NTC), en cuanto a sus propiedades eléctricas, biocompatibi-
lidad y, lo mas importante, al proceso de transferencia de
carga desde las proteinas hacia el electrodo', ademas,
quimicamente los NTP son mas reactivos en contraste con los
NTC, por lo que no requiere su funcionalizacion'.

En segundo lugar, el GA sirve como un agente entrecruzante
entre la enzima y los nanotubos. El grupo aldehido del GA
puede reaccionar con los grupos aminos de los aminoacidos
tanto de los nanotubos como de la enzima para formar bases
de Schiff'’. El uso del GA ha sido reportado anteriormente
tanto para hacer uniones NTC-enzima'®, como para NTP-
enzima®.

Finalmente la peroxidasa de palma real transfiere los electro-
nes desde el grupo hemo hacia el H,O, para su reduccion. La
peroxidasa de palma real es el componente bioldgico en
nuestro biosensor.

Reduccion bioelectroquimica del peroxido de hidrogeno.

La reduccion bioelectrocatalitica del perdxido de hidrogeno
fue estudiada mediante VC en ausencia/presencia de peroxido
de hidrogeno a una velocidad de barrido lineal de 100 mV/s.

La figura 1 muestra los VCs obtenidos en una solucion
tampon fosfato 10 mM pH 7 con H,O, 5 mM. El VC del
electrodo sin modificar no muestra ningtn tipo de sefial como
respuesta luego de la adicion de perdxido de hidrogeno a la
solucion, esto demuestra que la PPR es un componente
esencial para la construccion del biosensor. Por otro lado el
VC del electrodo modificado muestra un pico bien
definido debido a la reduccion bio-electrocatalitica del
H,O, alrededor de los -0,4 V. Este hecho demuestra la
transferencia directa de electrones desde la enzima hacia el
electrodo, gracias al puente de comunicacion formado por
los nanotubos y el GA como agente entrecruzante. Ademas

Tabla 1: Tabla de rendimientos del proceso de purificacion de la peroxidasa de palma real (Roystonea regia).

Etapa de Purificacion Volumen  Proteina total Actividad Actividad Factor de Porcentaje de
p (mL) (mg) Total (U) especifica (U/mg)  Purificacion’  Rendimiento
Extraccion 112 58,9 45594 77,467 1,0 100,0
Reparto bifasico 46 12,8 2512,0 196,942 2,5 55,1
Cromatografia 14,8 53 1372,6 259,652 3.4 30,1
hidrofobica
Cromatografia de 20 5,0 2505.,4 504,343 6.5 55,0

exclusion por tamafio

"Los factores de purificacion y rendimiento fueron calculados siguiendo el procedimiento utilizado por Sakharov y cols."®
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Fig. 1: VC de electrodos serigrafiados de oro sin modificar (-) y modificados (-) en presencia de H,O, 5 mM. Comparacién de la corriente
bioelectrocatalitica de los electrodos modificados y sin modificar. Velocidad de barrido 100 mV/s.

el método de unidn entre los componentes no involucra el
sitio catalitico de la enzima. En la figura S3 (informacion
de soporte) se compara la respuesta bioelectrocatalitica de
los electrodos sin modificar, modificado con PPR,
modificado con NTP y el electrodo PPR/GA/NTP.

El mecanismo de deteccion del peroxido por parte de la POD
engloba una oxidacion de dos electrones del grupo ferri-
hemoprostético de la peroxidasa nativa por el H,O,. Esta
reaccion da lugar a un producto intermedio, compuesto I
(estado de oxidacion +5), que consiste en un ion oxiferrilo
(Fe* = 0) y un radical catiénico porfirinico 7. El compuesto I
tiene actividad catalitica y su radical porfirinico capta un
electron del electrodo originando el compuesto II el cual toma
de nuevo otro electron del electrodo para volver a su estado
inicial de ferroperoxidasa. Ademas el compuesto II muestra
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una mayor estabilidad que el compuesto I, y el proceso de
reduccion del compuesto II hacia la PPR nativa es lento™. Se
concluye entonces que el proceso de reduccion del compuesto
11 es el detectado en este experimento®.

Estudio de la velocidad de barrido en la reduccion biolectro-
catalitica del peroxido de hidrogeno.

La figura 2A muestra los VCs obtenidos en solucion tampon
10 mM pH 7 con H,O, 1 mM a diferentes velocidades de
barrido lineal. Con el incremento de la velocidad de barrido
de 50 a 500 mV/s, la corriente del pico de reduccion del H,O,
incrementa de manera proporcional en este rango. Asi la
reaccion en el electrodo es tipica de un proceso reversible
controlado difusionalmente en la superficie®.
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Fig. 2: A) VCs del electrodo modificado con PPR/GA/NTP en una solucion tampén 10 mM pH 7 KC1 0,1 M, H,O, 1 mM a diferentes
velocidades de barrido de la (a) a la (k): (a) 25, (b) 50, (c) 100, (d) 150, (e) 200, (f) 250, (g) 300, (h) 350, (i) 400, (j) 450, (k) 500
mV/s. B) Corriente del pico catddico y anddico vs raiz cuadrada de la velocidad del barrido lineal.
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Los picos anddico y catddico incrementan linealmente con la
raiz cuadra de la velocidad de barrido desde 50 hasta 500
mV.s’.

Ipa (MA) = 1,45v (mV/s-1)— 10,19 (12=0,997)
Ipc (HA) = -2,99v (mV/s-1)— 27,12 (12=0,990)

Anteriores autores tales como Luetr al, 2009’ reportaron
procesos reversibles para electrodos de oro modificados con
HRP en el rango de 50-700 mVs™.

Es bien sabido que el pH influye en la conformacion de la
enzima y sus propiedades biocataliticas®. Como se observa
en la figura 3 entre pH 5,0 y pH 7,0, la enzima mantiene hasta
un 93 % de su actividad catalitica, a medida que el pH se
desplaza hacia valores acidos no hay respuesta por parte del
biosensor, pero, en cambio hay respuesta significativa a pH
basico (pH 10). Cabe resaltar que la POD de palma exhibe un
mayor rango de trabajo que la HRP cuyo rango de pH esta
limitado Gnicamente a valores entre 6,0 y 8,02
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Fig. 3: Dependencia de la respuesta del biosensor en funcion del
pH. Todas las mediciones de pH fueron realizadas por triplicado.
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Respuesta del biosensor a adiciones sucesivas de peroxido
de hidrogeno por cronoamperometria.

Se us6 cronoamperometria para evaluar el cambio de
corriente en el tiempo cuando se variaba la concentracion
de H,0, en una solucion tampon y asi hallar la sensibilidad
y la linealidad de la respuesta del electrodo PPR/GA/NTP
mediante la construccion de curvas de calibracion. El
voltaje aplicado fue de -0,4 V vs Ag/AgCl, resultado que
se dedujo de la sefial obtenida en los VCs (Fig. 1).

La figura 4A muestra el cronoamperograma del electrodo
PPR/GA/NTP luego de sucesivas adiciones de alicuotas de
100 pL de H,O, en un rango de concentraciones desde 500
hasta 6000 pM. Como experimento control se realizaron
las mismas adiciones de H,O, a un electrodo sin modificar
(Fig. 4A). Lo anterior confirma que la deteccion de H,O,
es debido a la presencia de la PPR inmovilizada sobre los
electrodos de oro. En la figura 4B se aprecia la curva de
calibracion obtenida con los valores de la corriente a
diferentes concentraciones de H,O,

Como se observa en la figura 4A hay una relacion lineal
entre la corriente y la concentracion de perdxido en el
rango de 500 puM hasta 6000 uM. La ecuacidon que se
ajusta por regresion lineal de los datos estd dada a
continuacion:

i (ud) = —0,02461 ([H,0.] mM) — 44,262

Esta ecuacion presenta un coeficiente de correlacion r2 de
0,9853. Este valor indica cuanto se ajusta la ecuacion de la
recta a los datos obtenidos. A partir de 400 s el valor de la
corriente presenta cierto nivel de ruido debido probable-
mente a una desorcion de la enzima lo cual dificulto la lectura
del valor de la corriente. La sensibilidad del método se define
entonces como el valor absoluto de la pendiente, es decir,
0,02461 para un electrodo modificado PPR/GA/NTP en un
rango de 500-6000 uM.
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Fig. 4: Respuesta corriente vs tiempo para la adicion de H,O, a una diferencia de potencial de -0,4 V vs Ag. A) Electrodo sin modificar (-) y
electrodo modificado con PPR/GA/NTP (-) y B) Curva de calibracion obtenida de los datos de la cronoamperometria a diferentes
concentraciones de peroxido (500-6000 uM). Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado.
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El limite de deteccion (LD) entonces seria la menor concen-
tracion de perdxido cuya sefial puede ser distinguida de la del
ruido. Para esta técnica analitica el limite de deteccion fue de
432 uM.

El LD fue calculado mediante la siguiente formula:
LD=(k*s_b)/m (1)

donde k es el llamado factor de confianza (K=3.), s b
corresponde a la desviacion estandar de la determinacion del
blanco y m es la sensibilidad de calibrado.

En el desarrollo del presente trabajo se exploran nuevas
fuentes de obtencion de enzimas con aplicaciones analiticas.
La PPR es una alternativa con mejores caracteristicas (rango
de trabajo seglin el pH, estabilidad térmica) a la ya estudiada
HRP*'®. Los resultados obtenidos en este trabajo podrian
abrir interesantes perspectivas para el desarrollo de
biosensores novedosos usando fuentes naturales propias
como elementos de reconocimiento biologico y para el disefio
e investigacion en la fabricacion de novedosos sistemas de
deteccion y asi solucionar los problemas que la sociedad
demanda hoy en dia.

Conclusiones

En este trabajo se desarrolld un novedoso sistema de
deteccion de peroxido de hidrogeno basado en un biosensor
amperométrico de peroxidasa de palma real y nanotubos de
péptido. El andlisis electroquimico indico6 que el sistema
PPR/GA/NTP exhibi6 un potencial de trabajo alrededor de -
0,4 V vs Ag/AgCl en presencia de soluciones de H,O, La
cronoamperometria permitio la obtencion de curvas de
calibracion para la determinacion de figuras de mérito como:
rango lineal, sensibilidad de calibrado y limite de deteccion,
las cuales arrojaron valores de 500-6000 puM, 0,02461pA
L/mol y 432 uM, respectivamente. El desarrollo del biosensor
amperométrico abre asi nuevas posibilidades de construccion
de novedosos sistemas de deteccion de analitos de importan-
cia biomédica y ambiental.
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Informacion de soporte
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Fig. S1: (A) Microscopia de fuerza atomica (AFM), por sus siglas
en inglés) de NTP; (B) Imagen SEM de una muestra de NTPs y (C)
Espectro Raman de las principales vibraciones de los NTPs.

200 A

100
<
=
i)

c 0+
2
£
Q
&)

-100

-200

) I 1 ) I ) )
-600 -400 -200 0 200 400 600
Evs Ag (mV)

Fig. S2: VCs de (A) electrodo de oro, (B) electrodo modificado con
PPR y (C) electrodo modificado con NTPs-PPR. Ferrocianuro de
potasio 10 mM, velocidad de barrido 100 mV/s.

100

50

FPWOO

-50 4

-100

Corriente, uA

-150

-200

T T T
-400 0 400 800

E vs (Ag/AQCI) (mV)
Fig. S3: VCs de (A) electrodo de oro, (B) electrodo modificado con
PPR y (C) electrodo modificado con NTPs-PPR. Solucién tampoén

10 mM pH 7,0 KCI 0,1 M, H,0O, 1 mM; velocidad de barrido 100
mV/s.
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