UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO
DE MEXICO

UNIDOS ME
& - = xlc“os
BT &

FACULTAD DE QUIMICA

Desarrollo de un biosensor enzimatico para
cuantificacion de mercurio(ll) en medio acuoso

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS QUIMICAS

PRESENTA
QF.B. ELBA SOCORRO ROSAS TATE

DIRIGIDA POR

DRA. PATRICIA BALDERAS HERNANDEZ
DRA. MARIA TERESA RAMIREZ SILVA
DR. JORGE JUAREZ GOMEZ

TOLUCA, MEXICO: 2017



Agradecimiento a CONACyT por la beca No. 424124 otorgada
durante el periodo en que se llevaron a cabo los estudios de
Maestria en Ciencias Quimicas.

Se agradece el financiamiento del proyecto a la UAEMéx por el
apoyo 245 3736/2014/CID, y a CONACyT por el apoyo 237327 y
por la catedra 2159.



El presente trabajo forma parte del area de Quimica Analitica del
posgrado en Ciencias Quimicas, realizandose en las instalaciones
del Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Autdnoma
Metropolitana-lztapalapa bajo la direccion de la Dra. Patricia
Balderas Hernandez, Dra. Maria Teresa Ramirez Silva y Dr. Jorge
Juarez Gomez.



RESUMEN

El problema de la contaminacién en los efluentes de agua de origen antropogénico es sin duda,

uno de los aspectos mds preocupantes de la degradacién de los medios naturales por parte de
la civilizacidon contempordnea. Dentro de la contaminacién del agua, uno de los contaminantes
mas importantes es el mercurio, metal con alta toxicidad, el cual es altamente biodisponible y
de alta exposicion en el ambiente. Este metal presenta diferentes grados de toxicidad
dependiendo de su estado de oxidacidn, asi como sus efectos en el sistema nervioso, digestivo

e inmunoldgico, pulmones, rifiones, piel y ojos.

Dentro de los efectos adversos de éste metal, el mercurio puede reducir la actividad
enzimatica de los organismos vivos, por lo cual, entre otras cosas, es de suma importancia su
cuantificacion. En este trabajo se estudid la inhibicién de laccasa de Trametes versicolor por
mercurio(ll) en medio acuoso, tomando como base la evaluacién de la cinética de Michaelis-
Menten en sistema acuoso, siguiendo la inhibicidn mediante espectroscopia UV-Vis, mediante
la formacién de cafeoquinona a partir de acido cafeico, obteniendo como pardmetros cinéticos
unakK,=43x6uMy V,,=90%3 uM s, otros sutratos empleados durante esta prueba fueron
catecol y acido galico, sin embargo la laccasa de Trametes versicolor muestra una mayor

afinidad por acido cafeico.

Se probaron tres tiempos de contacto para el inhibidor, observdndose una diferencia no
significativa entre ellos, por lo cual el tiempo de incubacion para los siguientes experimentos
fue de 2 minutos. Para observar el efecto de los iones mercurio sobre la enzima se probaron
concentraciones desde 0 a 4 mM de Hg(ll), decreciendo los valores de V. al aumentar la
concentracidon de mercurio(ll). Con base a los valores calculados de K,, se construyé una curva

de inhibicién observandose un maximo de inhibicion de 45% a partir de 2mM. Por otro lado,



para la determinacién de muestras sintéticas se construyé una curva de calibracidon con un

intervalo linear de 0.05 a 0.7 mM, la cual posee un valor de R%= 0.9695.

El electrodo serigrafiado de carbono se logrd6 modificar empleando una solucidn de
glutaraldehido al 2.5% mezclado con laccasa de Trametes versicolor. De igual manera que en
los estudios espectrofotométricos se probaron varios sustratos (acido cafeico, hidroquinona,
catecol y acido galico) tendiendo la enzima una mayor afinidad por acido cafeico, siendo sus
pardmetros cinéticos K, 47.8 + 0.7 y su V,,,, de 354.3 + 1.6. Posterior a ello se cuantifico la
actividad enzimatica para concentraciones de 0 a 1000 uM, en este caso el tiempo de contacto
para el electrodo modificado fue de 20 minutos. Con base a los valores de V., obtenidos se
construyd una curva de inhibicién con un porcentaje maximo de inhibicidn de 95%. Posterior a
ello se realizé una curva de calibracién con un intervalo lineal de 0 a 0.8 pM con una R’=

0.9956, mientras que su limite de deteccidn es de 0.0729 uM.
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ANTECEDENTES

Contaminacion del agua por mercurio

Las masas receptoras de agua han sido incapaces, por si mismas, de absorber y neutralizar la
carga de contaminante que se produce. Como consecuencia de esto, en numerosas ocasiones
pierden aquellas condiciones minimas que les son exigidas para su racional y adecuado
aprovechamiento como agua potable, uso industrial, agricultura, recreativa [1], fuentes de

abastecimiento de agua, como vias de transporte o aun como fuentes de energia.

Cualquier cambio fisico, biolégico o quimico en la calidad de agua que produzca efectos
adversos en los organismos vivos o haga el agua no apta para los usos deseados puede ser

considerado como contaminacion [2].

Existen diversos contaminantes que se pueden encontrar en estos tipos de agua residual, tales
como elementos traza metalicos, combinaciones metal-orgéanica, inorgdnicos, radio nucleos,
alta demanda bioquimica de oxigeno, contaminantes organicos traza, pesticidas, carcindgenos,

patdgenos [3], variando la naturaleza de cada uno de ellos.

Algunos iones metalicos se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos se
pueden convertir en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera mediante
actividades humanas. [4, 5]. Ademas, la inadecuada disposicion de residuos metalicos también
ha ocasionado la contaminacion del suelo, agua superficial y subterranea y de ambientes
acuaticos. Junto con las demdas sustancias toxicas en los desechos industriales, los metales
téxicos estan considerados como uno de los principales contaminantes en el medio ambiente,
ya que tienen un efecto significativo sobre su calidad ecoldgica. Los iones metdlicos, aln en
cantidades muy bajas, pueden llegar a ser tdxicos debido a su alta biodisponibilidad; ya que se

acumulan en érganos blandos y persisten alli por muchos afios.



La mayoria de los metales de transicion son tdxicos para los organismos vivos, ya sean plantas
o animales, por lo cual un exceso de ellos en el ambiente puede causar un descontrol en el
equilibrio ecolégico y en el metabolismo de los seres vivos. Dentro de los iones metdlicos con
alta toxicidad se encuentra el mercurio, el cual es altamente biodisponible y de alta exposicion

en el ambiente.

El ciclo del mercurio es el flujo continuo del mercurio en la atmdsfera, tierra y agua, se basa en
el comportamiento de este metal en los tres diferentes medios, las reacciones quimicas que
presentan, parametros de transporte y su destino final (Fig. 1). El ciclo del mercurio se va a ver
afectado en funcion del ciclo global natural, el ciclo global perturbado por la actividad humana,

fuentes regionales de mercurio y fuentes locales de mercurio.

El mercurio existe en tres estados de oxidacién; metalico (Hg®), mercuroso (Hg") y mercurico
(Hg™") [6, 7]. Estas formas difieren en el grado de toxicidad y los efectos en el sistema nervioso,
digestivo e inmunoldgico, asi como en pulmones, rifiones, piel y ojos [8,9]. El mercurio se
encuentra de forma natural en la corteza terrestre, siendo liberado al ambiente mediante
actividad volcanica, erosion de rocas y por actividad humana; esta ultima es la mayor causa de
emision, principalmente en las centrales eléctricas de carbdn, quema de carbdn, procesos

industriales, incineracion de desechos y extraccion de mercurio, oro y otros metales [10].

La mayor parte del mercurio presente en el medio ambiente (exceptuando la atmdsfera) se
encuentra en forma de sales mercuricas inorganicas y compuestos organomercuriales. Asi los
compuestos mas comunes del mercurio son: especies inorgdnicas de Hg(ll), HgCl,, Hg(OH), y
HgS; los compuestos de metilmercurio CH;HgCl y CH;HgOH; y en menores proporciones, otros

organomercuriales como dimetilmercurio o difenilmercurio [11].

Los compuestos de mercurio suelen permanecer en fase acuosa como moléculas o disociadas,
dando lugar a valores bajos de solubilidad. Las especies organomercuriales no son solubles en

agua a menos que presenten grupos polares que pueden interaccionar por puente de



hidrégeno con el agua [12]. Por otro lado, las especies inorganicas presentan diferentes

solubilidades dependiendo del contra-ion que presenten.
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio en diferentes ambientes (agua, aire, suelo)

La manera en que el mercurio regresa a la superficie de la tierra no ha sido dilucidado
completamente, se cree que el mercurio atmosférico se transforma en mercurio soluble
principalmente por la oxidacion del mismo, depositdndose por medio de la lluvia,

conservandose ahiy en los sedimentos como metilmercurio [13].

El mercurio se puede biomagnificar de manera rapida, presentando altas concentraciones de
este metal en los depredadores mas altos de la cadena tréfica en ambientes marinos, ya que
Hg(ll) puede unirse a las proteinas de los organismos de forma covalente. [14, 15] La
exposicién humana al mercurio se lleva a cabo principalmente por el contacto con vapores de
mercurio e ingesta, en forma de metilmercurio o mercurio inorganico [13]; produciendo
efectos adversos en el organismo. En caso de una intoxicacion aguda el mayor efecto adverso
es directo para los rifilones y el sistema nervioso central, asi como efectos en el sistema
gastrointestinal y respiratorio. Por otro lado, en intoxicaciones crénicas el dafio se ve reflejado

en sistema nervioso central, rifiones, presencia de acrodinia (enfermedad eruptiva con



sensacion de hormigueo, piel). No existe informacion completa para demostrar que el
mercurio afecta los drganos reproductivos o produce cancer, por lo cual la EPA lo clasifica en el
grupo D, no clasificable como carcinogénico humano basado en datos inadecuados en

humanos y animales [16].

Métodos de cuantificacion de metales

Debido a los limites permisibles que establece la legislacién ambiental (NOM-002-ECOL-1996,
0.01 ppm Hg total; NOM-001-SEMARNAT-1996, 0.01 ppm), vy a la existencia de normas con
pardmetros mas estrictos para su deteccion (NOM-127-SSA1-1994, 0.001 ppm Hg) se
requieren técnicas capaces de medir concentraciones de metales a nivel de trazas. Diversas
técnicas de analisis han sido desarrolladas, como son la Espectrometria de Masas (ICP-MS),
Analisis de Activacidon de Neutrones (AAN), Espectrometria de Absorcién Atémica (EAA), y la
Espectrometria de Emisidon. Sin embargo, la mayoria de estas técnicas requieren tiempos
largos de manipulaciéon, instrumentos sofisticados y entrenamiento especial [17]. Ademas,
estas técnicas no pueden ser utilizadas para monitoreo de rutina in-situ de un gran nimero de
muestras. Por lo tanto, se requiere desarrollar sensores que resuelvan estos problemas, siendo
las técnicas electroquimicas una posible solucidn debido a su rapidez de respuesta y su

facilidad de transporte [18].

La electroquimica es una herramienta analitica poderosa y sensible, que puede ser empleada
para el analisis cualitativo y cuantitativo. La utilidad de los métodos electroquimicos no
proviene sélo de su sensibilidad a pequeiias cantidades y la sencillez de la instrumentacion,
sino también porque estos métodos se pueden utilizar para la deteccidén y separacién de

especies idnicas [19].



Aunqgue con la espectroscopia de absorciéon atomica (EAA) es posible detectar una mayor
variedad de iones metdlicos, la sensibilidad de los métodos electroquimicos es comparable.
Otra ventaja del electroanalisis es su capacidad para determinar varios iones de metales
simultdaneamente con analisis rapidos e instrumentacion de bajo costo [17, 20]. Ademas, la
posibilidad de contar con instrumentos portatiles y compactos para el andlisis y su bajo
consumo de energia la hacen atractiva para el seguimiento in situ de trazas de metales [21]. La
técnica analitica a ser empleada durante el proyecto serd amperometria, la cual produce una
corriente eléctrica a un potencial impuesto, proporcional a la concentracién de la sustancia

detectada.

Electrodos serigrafiados

En la actualidad es necesario el disefio y uso de técnicas analiticas que permitan realizar
cuantificacion in situ de una forma rapida y fiable. Afios atrds los sensores electroquimicos
comenzaron a ser populares empleando técnicas electroquimicas. Los sensores
electroquimicos tienen la capacidad de brindar informacién continua del ambiente donde se
encuentre [22], brindando sensibilidad y selectividad. Por otro lado, se ha buscado la
miniaturizacion de sensores, asi como integrar o evitar el proceso de pre tratamiento de las
muestras con la finalidad de analizar volimenes pequeiios, una posible automatizacion del
proceso, andlisis rdpidos y reproducibles [23]. Con base a las necesidades anteriores se

desarrollaron electrodos pequefios, baratos y versatiles: los electrodos serigrafiados.

Los electrodos serigrafiados son dispositivos construidos mediante la tecnologia de
serigrafiado, empleando diferentes tipos de tintas y sustratos pldsticos y ceramicos [24, 25].
Un electrodo serigrafiado consta de un electrodo de trabajo, contraelectrodo, electrodo de

pseudoreferencia, un substrato sélido en donde se colocan las tintas y los conductores (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion de un electrodo serigrafiado.

En general existen dos tipos de electrodos serigrafiados, aquellos construidos con carbono y
los basados en metales (oro, platino, etc.) [25], siendo los electrodos de carbono mas
empleados debido a su bajo costo, alta reproducibilidad, quimicamente inertes y faciles de

modificar.

Los electrodos serigrafiados de carbono, debido a su gran versatilidad, permiten ser
modificados por diversas materiales, como nano particulas y materiales estructurales,
sustratos, polimeros y biomoléculas [26], empleando diversas técnicas para su deposicion en la

superficie del sensor.

Biosensores

Un biosensor es un artefacto compuesto por dos elementos (Fig. 3) altamente asociados:

e Bioreceptor. Elemento bioldgico sensible. Se encuentra inmovilizado y se encarga de
reconocer al analito. Los anticuerpos y oligonucledtidos son ampliamente usados, sin

embargo las enzimas son los bioreceptores mas comunes en biosensores.



e Transductor. Es usado para convertir la sefial de la interacciéon entre el analito y el

bioreceptor a una sefial electrdnica.

La intensidad de dicha sefial es proporcional o inversamente proporcional a la concentracion
del analito [24]. Los transductores electroquimicos son usados cominmente para desarrollar

biosensores, su uso implica un bajo costo, dimensiones pequefias y disefio sencillo.
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Figura 3. Esquema de un biosensor.

La inmovilizacidon de las enzimas es un paso importante en el disefio y reconocimiento del
bioreceptor en los biosensores. Existen varias estrategias de inmovilizacién, dentro de las
cuales se encuentran: adsorcidn, acoplamiento covalente, atrapamiento, entrecruzamiento o
afinidad (Tabla 1). Inmovilizar correctamente las enzimas es un factor clave en la eficiencia del
biosensor como robustez, reproducibilidad, sensibilidad y estabilidad de almacenaje. Este
procedimiento debe mantener las propiedades de la biomolécula, como estructura, funciéon y

actividad.




Tabla 1. Ventajas y desventajas de algunos métodos basicos de inmovilizacion (Adaptado de

Adsorcion

Enlace covalente

Atrapamiento

Entrecruzamiento

Afinidad

Enlaces débiles

Formacién de
un enlace
guimico entre
grupos
funcionales de
la enzimay el
soporte
Incorporacion
de la enzima
conungelo
polimero

Enlace entre
enzimay
entrecruzador
Enlaces por
afinidad entre
grupos
funcionales del
soportey la
enzima

(25, 27])

Simple y sencillo
Baja pérdida de actividad
enzimatica
No hay barrera de
difusién
Estable
Tiempo corto de
respuesta

No hay reaccién quimica
entre el mondmero y la
enzima que pueda afectar
la actividad
Muchas enzimas se
pueden inmovilizar con el
mismo polimero
Sencillo

Inmovilizacion controlada
y orientada

Desorcion
Adsorcidn no especifica

Matriz no regenerable
Enlaces con productos
toxicos
Pérdida de actividad
enzimatica

Barrera de difusion
Filtracion de la enzima
Para
electropolimerizacién se
requiere de altas
concentraciones de
mondmeros y enzimas
Pérdida de actividad
enzimatica

Requiere la presencia de
grupos funcionales
especificos

Las enzimas son versatiles, eficientes y con actividad catalitica especifica bajo condiciones

suaves de reaccion. La laccasa de Trametes versicolor presenta algunas ventajas sobre otras

enzimas, como su capacidad de catalizar las reacciones de transferencia de electrones sin

requerir cofactores adicionales y buena estabilidad [28].



)

e Enzima

L Sustrato

Figura 4. Métodos comunes de inmovilizacidn en biosensores: (A) Enlace covalente, (B)
Adsorcidn, (C) Atrapamiento, (D) Entrecruzamiento.

Enzimas

La vida depende de una serie de reacciones perfectamente acopladas, de las cuales, la mayoria
de ellas se lleva a cabo tan lentamente que no podria existir la vida. El poder catalitico de las
enzimas facilita procesos esenciales de la vida en todas las formas de vida, desde los virus al

hombre [29].

Las enzimas son catalizadores proteicos que regulan y controlan la mayoria de los procesos en
los organismos. Estas moléculas aumentan la velocidad de la reaccién notablemente vy
presentan reactivos especificos (sustratos). Normalmente, las concentraciones de enzima son
muy pequefias en relacion con el reactivo. Mientras que la velocidad de reaccion se
incrementa en presencia de una enzima, la energia total utilizada para formar el producto no

cambia [30].

La variedad de nombres diferentes que habian sido utilizados para la misma enzima y el hecho
de que algunas enzimas diferentes eran conocidas con el mismo nombre hicieron necesario el

desarrollo de un sistema racional para su clasificacion y nomenclatura. La Unidn Internacional
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de bioquimica ided un sistema de clasificacion que permite la identificacion inequivoca de las

enzimas en las reacciones que catalicen [31].

Los grupos principales y su definicion son [32]:

1. Oxidorreductasas. Son aquellas enzimas que catalizan las reacciones de
oxidorreduccién, o sea, la transferencia de electrones o sus equivalentes entre un
donante y un aceptor.

2. Transferasas. Catalizan la transferencia de un grupo quimico entre un donante y un
aceptor; se excluyen aquellas que transfieren electrones o sus equivalentes, pues
pertenecen a la clase anterior, y aquellas en que el aceptor del grupo es el agua, pues
pertenecen a la clase siguiente.

3. Hidrolasas. Catalizan la ruptura de enlaces quimicos con la participacion de las
moléculas del agua.

4. Liasas. Catalizan reacciones en las cuales se produce la adicién o sustraccidon de grupos
quimicos a dobles enlaces.

5. Isomerasas. Catalizan la interconversidn de dos isémeros.

6. Ligasas. Catalizan la union covalente de dos sustratos mediante la energia de hidrdlisis

de nucledsidos trifosfatados, generalmente el ATP.

El estudio de las enzimas sigue siendo de gran importancia para el desarrollo cientifico,
empleando estor productos bioldgicos en muchas aplicaciones industriales, como en la
fabricacion de bebidas y alimentos, asi como en la produccién de detergentes, sintesis
estereoespecifica, desarrollo de farmacos, remediacién de ambientes contaminados y, como

se menciona en este trabajo, sensores; sin dejar de lado las muchas otras aplicaciones.
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Laccasa

La laccasa es una enzima multi-cobre presente de forma amplia tanto en plantas, hongos y
bacterias [33], es una polifenol oxidasa con cédigo EC 1.10.3.2. Esta enzima se relaciona con
diversas funciones de dichos organismos, tales como sintesis de lignina y estructuras de

proteccion (plantas); esporulaciéon, degradacion de lignina y patogénesis (hongos) [30,35].

Figura 5. Fotografia de Trametes versicolor (Fuente: Galeria de Beatrix M. Varga, internet)

Las laccasas han sido estudiadas para posibles aplicaciones en industria papelera debido a su
capacidad de degradacién de lignina [36], asi como el tratamiento de aguas residuales
contaminadas con compuestos fendlicos [37]. Esta enzima tiene la capacidad de oxidar

polifenoles, fenoles metoxi sustituidos, diaminas y otro tipo de compuestos [38].

En general las laccasas poseen un peso molecular entre 60-80 kDa y un punto isoeléctrico
entre 4 y 7, dependiendo de la glicosilacion. El centro activo de esta enzima, donde se lleva a
cabo la transformacidon del sustrato mediante procesos redox, posee 4 atomos de cobre

distribuidos en tres centros cataliticos:

e Tipo 1, se encuentra ligada con una Cys y dos His, con fuerte absorcidn en la regién
visible € > 3,000 M cm™ a 600 nm, espectro de EPR con A|| < 95x10-4 cm™. Es

responsable por el intenso color azul de la enzima.
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e Tipo 2 o centro normal, ligada con dos His, con absorcidn indetectable en UV, linea de
EPR con forma tipica correspondiente a complejos de Cu de bajo peso molecular.

e Tipo 3 o centro binuclear acoplado, cada dtomo de cobre ligado con tres His,
absorcién fuerte en el UV cercano con Amax = 330 nm, no hay sefal de EPR, lo cual

ocurre por el acoplamiento de dos iones cobre antiferromagnéticos [28, 39, 40].

Estos centros cataliticos se han caracterizado mediante resonancia paramagnética electrdnica
(EPR) y espectroscopia de UV-Visible [40, 41]. La laccasa tiene actividad sobre grupos orto- y
para-difenol, aminofenoles, metoxifenoles, aminas aromaticas y ascorbato, con la reduccion

concomitante de oxigeno a agua [42].

Siendo una enzima oxido reductasa, la laccasa de Trametes versicolor posee sitios de Cu con
potenciales redox definidos, Para cobre T1 y T3, algunas laccasas tienen un E°~0.7-0.8 V. Para

cubre T2 su potencial aparece en 0.4V [43].

H458

Figura 6. Estructura del sitio activo multicobre en laccasa de T. versicolor [44].

El uso de laccasa de Trametes versicolor como elemento de reconocimiento en el desarrollo de
biosensores ha permitido obtener mejoras en las propiedades fisicoquimicas de la enzima,

pues comparado con la enzima libre la inmovilizacién de la misma suele dar como resultado

13



una mejor actividad y un decremento en la constante de Michaelis-Menten lo que implica una

buena inmovilizacion en la elaboracion de biosensores [45].

Las enzimas han sido el principal elemento de bioreconocimiento empleado en la modificacién
de sensores (biosensores) y, hasta ahora, continla siendo base de diferentes publicaciones
relacionadas a este campo debido a sus caracteristicas cataliticas y su manipulacién sencilla
bajo condiciones suaves de trabajo; debido a estas caracteristicas la laccasa de Trametes

versicolor presenta ventajas para su uso en biosensores.

La medicién de la actividad enzimatica y los efectos de inhibidores nos permiten un mejor
conocimiento del catalizador bioldgico y sus posibles aplicaciones futuras. Existen ciertos
compuestos orgéanicos e inorganicos que inhiben la actividad enzimatica, como Mn*", Hg*,

Co®, y Cd*, sulfatos, nitratos y cloruros, acidos grasos, agentes con grupos sulfhidrilo,

detergentes cuaternarios de amonio, cisteina [46, 47, 48].
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JUSTIFICACION

Los estudios de calidad de las cuencas hidroldgicas han adquirido gran interés en las Ultimas
décadas, debido al incremento de poblacién en sus riberas, el creciente grado de
industrializacién y los aportes del sector primario que se presentan. La importancia que tiene
el estudio de metales en aguas y sedimentos estd dada por sus caracteristicas: elevada
toxicidad, alta persistencia y rapida acumulacién por los organismos vivos. La investigacion de
la presencia de metales, permite conocer las rutas de contaminantes y su interaccién con otras
sustancias presentes [49]. El aporte de informacion contribuye al diagnéstico de cada cuenca 'y
por consiguiente a facilitar la toma de decisiones en proyectos posteriores, sobre todo en

decisiones de cardcter gubernamental.

El buscar nuevos métodos para determinar metales en concentraciones bajas o traza son
nuevas rutas de estudio y retos que se deben enfrentar debido a la gran complejidad que el
problema de contaminacion ha provocado, asi como al impacto ambiental negativo y los dafios

a la salud generados.

Asi para poder resolver estos problemas, en este trabajo se plantea la utilizacién de electrodos
serigrafiados de carbono modificados enzimaticamente con laccasa de Trametes versicolor,
para poder realizar la cuantificacion de mercurio(ll) en solucién acuosa cuando se tienen
concentraciones traza. Este tipo de electrodos tiene un rango de sensibilidad muy alto, puede
ser usado in situ y es una técnica de bajo costo, comparado con las técnicas analiticas clasicas
en el analisis de metales, como Absorcidn Atémica, Espectrometria de emision acoplada a
plasma y Cromatografia de iones; en donde las técnicas requieren de equipos mas sofisticados

e insumos de alto valor comercial.
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HIPOTESIS

Es posible lograr la cuantificacion de mercurio(ll) en solucién acuosa, empleando electrodos
serigrafiados modificados con laccasa de Trametes versicolor como sistema de reconocimiento

bioldgico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un biosensor serigrafiados modificado con laccasa de Trametes versicolor de

Trametes versicolor para la cuantificacién electroquimica de mercurio(ll) en solucién acuosa.
Objetivos particulares

1. Obtencién de parametros cinéticos para laccasa de Trametes versicolor.

2. Desarrollar  un electrodo modificado enzimaticamente, empleando laccasa de

Trametes versicolor.

3. Obtencion de pardmetros cinéticos para laccasa de Trametes versicolor inmovilizada.

4, Estudiar el comportamiento electroquimico del mercurio(ll) con el electrodo
modificado.

5. Determinar las condiciones dptimas de cuantificacion.
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MATERIALES Y METODOS

Estudios espectrofotométricos

Laccasa de Trametes versicolor (EC 1.10.3.2), con actividad de 13.6 U/mg, de Sigma, acetato de
sodio trihidrato (JT Baker), acido acético glacial (Laboratorios Lutz, México) 60.05%; acido
caféico, acido galico y catecol (Fluka); etanol (Sigma-Aldrich) grado HPLC, Hg(NQO;), de Sigma

Aldrich; agua desionizada obtenida de equipo MilliQ.

Andlisis cinéticos

La laccasa de Trametes versicolor (10 ug mL™) fue incubada por separado con cada uno de los
sustratos evaluados (acido caféico, catecol y acido gdlico) a temperatura ambiente, en
concentraciones que varian de 0 a 250 uM para acido caféico y de 0 a 1400 uM para catecol y
acido galico, para cada caso se siguid el aumento en la concentracién del producto de reaccion
(cafeoquinona, o-quinona y acido galico oxidado ) a 410, 390 y 385 nm respectivamente;
empleando para su medicién un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 20. Todos los

experimentos se realizaron en buffer de acetatos 0.1 My pH =4.5.

Inhibiciéon enzimdtica
Para determinar el efecto de los iones mercurio en la actividad enzimatica se evalud el tiempo

de incubacidn y la concentracién del inhibidor.

Tiempo de incubacién
La enzima (laccasa de Trametes versicolor, [10 ug mL-1]) fue incubada a una concentracidn de
iones Hg(Il) de 2 mM durante tres diferentes tiempos (2, 5 y 10 min) en un medio de buffer 0.1

M de acetatos pH = 4.5. Después de este procedimiento realizado a temperatura ambiente, se
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adicionaron concentraciones de 0 a 250 uM de acido caféico como sustrato, con la finalidad de

probar la actividad enzimatica.

Concentracion de inhibidor

El efecto de la concentracién de Hg(ll) sobre la actividad enzimatica fue evaluado variando las
concentraciones del ion metdlico durante el proceso de incubacién (0.001 a 4 mM de Hg(ll))
colocdndose a 2 minutos de contacto. La actividad residual de la enzima se probd agregando

acido caféico en concentraciones de 0 a 250 uM.

Modificacion del sensor

Para la modificacién del sensor se emplearon electrodos serigrafiados, con una conformacion
de tres electrodos, siendo el electrodo de trabajo y contraelectrodo impresos en tinta de

carbono, mientras que el pseudoelectrodo de referencia en tinta de plata-cloruro de plata

(Ag°/AgCl).

El método de inmovilizacidn de la enzima se llevd a cabo mediante un proceso de reticulado,
usando para este fin glutaraldehido como reticulante, y temperatura (40 °C) durante 20 h. Se
colocan 5uL de la solucién de glutaraldehido (2.5%) y enzima (4ug/uL) sobre el electrodo de

trabajo, posterior a ello se colocan a temperatura bajo las condiciones antes mencionadas.

Caracterizacion electroquimica

Se colocaron 5 mL de buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5)[50] en una celda termostatada
(30°C) a la cual se le adicionaron 100 uL [100 mM] de hidroquinona, se agité por 30 s y
posteriormente se realizé un barrido de potencial desde -800 a 1000 mV comenzando con la
oxidacion del sustrato y una posterior reduccién electroquimica usando un potenciostato -

galvanostato BASi Epsilon.
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Determinacion de constantes cinéticas

En una celda termostatada (30°C) se colocaron 5 mL de buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5),
imponiendo un potencial de -300 mV. Se adicionaron alicuotas de acido caféico, hidroquinona,
catecol y acido galico, cada sustrato por separado, a diferentes concentraciones con el fin de
observar el comportamiento cinético del sensor para cada sustrato. Se empled un detector

amperomeétrico BAS LC-4C.

Las constantes cinéticas fueron obtenidas mediante el procesamiento de los datos
experimentales, utilizando el software OriginPro 2016 con el modelo de Michaelis-Menten.
Estas constantes cinéticas se evalla siguiendo la reduccion de los productos de la reaccion
enzimatica formados por la laccasa de Trametes versicolor a diferentes concentraciones de

cada uno de ellos.

Determinacién de mercurio(ll) con el biosensor

Todos los sensores se modificaron con laccasa de Trametes versicolor (4 pg, 0.054 UE). Cada
sensor fue incubado a concentraciones diferentes de iones Hg(ll) (0.2 a 1000 uM) durante 20
minutos como tiempo de contacto en un medio de buffer 0.1 M de acetatos pH = 4.5 para
todos los casos. Después de este procedimiento realizado a temperatura ambiente, se colocé
cada sensor en una celda termostatada (30° C) agregando alicuotas de acido cafeico
aumentando la concentracién de 0 a 3166 uM, con la finalidad de probar la actividad

enzimatica después de la inhibicién.

Con los valores de Vs obtenidos del experimento anterior se construird la curva de inhibicidn,

de la cual sera tomada la parte lineal para desarrollar una curva de calibracién posterior.
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CAPITULO 2

ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE
LACCASA DE TRAMETES VERSICOLOR
PARA DETERMINACION DE PARAMETROS
CINETICOS E INHIBICION ENZIMATICA
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ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE LACCASA DE 7TRAMETES
VERSICOLOR PARA DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS
E INHIBICION ENZIMATICA

Introduccion

Las enzimas representan un tipo especial de catalizador homogéneo. Se caracterizan por ser
proteinas grandes capaces de incrementar altamente las velocidades de reaccién en
condiciones de reaccién suaves, las cuales muestran una especificidad y capacidad de
regulaciéon muy alta [51] en donde la especificidad es dada por la estructura de la enzima (sitio

activo) para llevar a cabo las rutas metabdlicas [52].

La cinética enzimdtica es la disciplina que estudia como se llevan a cabo las reacciones
enzimaticas, la velocidad de transformacidn y la influencia de las condiciones ambientales en el
proceso de la reaccion [53]. La funcidon de desarrollar un modelo cinético es conocer los
factores experimentales que determinan la respuesta del sensor, para determinar la

concentracién del analito, sustrato y su respuesta. [54]

Una reaccidn enzimatica se lleva a cabo mediante la formacién de un complejo formado entre
la enzima vy el sustrato [55], asi tomando en cuenta los paso de la reaccién enzimatica (Figura

7) se puede obtener que el grado de reaccion total esta dado por las reacciones individuales.
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Figura 7. Ejemplos de reacciones enzimdticas, a) con un solo sustrato, b) con dos sustratos.

Para entender la accién de la enzima es necesario estudiar la velocidad de la reaccién y el
estudio de la velocidad de la reaccién, asi como la relacién de la cantidad disponible del
sustrato. Michaelis y Menten publicaron un articulo [56] en el cual establecen la relacidn entre
la velocidad de una reaccién enzimatica y la concentraciéon del sustrato de acuerdo con la

ecuacion:

_ Vinax [S]

= K t1S] =

0]

En donde Vo es la velocidad de reaccidén a una concentracion de sustrato dada, Vi Se refiere
a la velocidad maxima de transformacion de la enzima, [S] es la concentracidon de sustrato y K.,
es la constante de Michaelis-Menten [57], su valor corresponde a la concentracion de sustrato

en la que la velocidad de reaccion es la mitad del maximo (Figura 8 a).

La velocidad de reaccidon aumenta a medida que la concentracién del sustrato incrementa con
tendencia a alcanzar un maximo [58] de acuerdo con la Ecuacién 1, es en ese momento

cuando la enzima se encuentra saturada, es decir que todos los sitios activos estan ocupados.
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En 1934, Hans Lineweaver y Dean Burk describieron una modificacion de la ecuacién de
Michaelis-Menten [59] (Ecuacién 2). En la representacion gréfica de esta nueva ecuacion, la
funcion de 1/Vo contra 1/[S] es una linea recta (Figura 8 b), donde la interseccidn con el eje x

es 1/Vmax, mientras que la pendiente representa K,./Viax [60].

1_Kmo 1 1
VO Vmax [S] Vmax

(2]

El analisis de datos experimentales mediante la regresidon de Lineweaver-Burk se convirtio en
una herramienta Gtil para calcular los parametros cinéticos enzimaticos. Actualmente gracias a
los softwares computacionales se ha facilitado el uso de la ecuacidn de Michaelis-Menten para
el cdlculo de valore precisos de K., y Vimay Sin embargo, el diagrama de Lineweaver-Burk se
mantiene Util para corroborar el comportamiento enzimatico y el estudio del efecto de

inhibidores enzimaticos.

a 1 A b
v ) v rd )
F o ) e
0
1 v’ N
E;'r:r‘ﬂ.-aﬂ{ = K_ ’.,/ Vmax
Z ‘. M4
\ ,// -~ 1
/// Vmax ) i
Ky [5] /’ 0 [S]

Figura 8. a) Representacidn grafica de la velocidad de una reaccidon enzimatica donde se
puede observar los parametros basicos de la ecuacion de Michaelis-Menten. b) Diagrama de
Lineweaver-Burk, observandose los parametros cinéticos a partir de los reciprocos de
velocidad y concentracién de sustrato.
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Abstract

This work proposes a spectrophotometric method to determine mercury (II) ions in
aqueous solution. This method is based on the metalic ions effect over the Trametes
versicolor Laccase enzyme catalytic activity. The enzymatic kinetics was obtained for
different substrates (caffeic acid. gallic acid and catechol), where caffeic acid displayed
the greatest enzymatic activity. The Laccase inhibition by mercury ions permitted to
establish the inhibition effect through a mixed model (that actually displayed a behavior
closer to that of the non competitive inhibitors) when evaluated by means of UV-Vis
spectrophotometry, using caffeic acid as an electron donor. A mercury concentration of
2 mM led to 45% enzymatic inhibition after only a 2-minute incubation period. This
method was used for quantification of mercury ions in aqueous solution, showing a
detection limit of 3.6 + 0.3 uM. Therefore, this work presented a novel perspective for
the determination of the toxic Hg(Il) ions that can be readily implemented into

environmental remediation methods.
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mechanism.

1. Introduction

Laccase is a multicopper enzyme commonly found in plants, fungi and bacteriae [1];
this enzyme is related to the diverse functions, such as lignine synthesis and plant
protection structures. sporulation, lignine degradation and pathogenesis (fungi). of the
previously mentioned organisms [2,3]. The laccases have been studied for possible
applications in the paper industry, due to their lignine degradation capacity [4]. as well
as in the treatment of wastewater contaminated by phenol compounds [5]. This enzyme
also has the capacity to oxidize polyphenols, phisenols, metoxy substitutes, diamines
and other types of compounds [6]. The transformation of the substrate is carried out by
means of redox processes of the copper atoms distributed in three catalytic centers:

Type 1. strong absorption in the visible region € > 3,000 M ' ¢m

at 600 nm, spectrum
of EPR with A;< 95x10* em™'; Type 2 or normal center, undetectable UV absorption,
line of the EPR having a typical shape corresponding to low molecular weight Cu
complexes; and Type 3 or coupled binuclear center, strong absorption in the near-UV
with Amee = 330 nm, with no EPR signal, which occurs through coupling the two
antiferromagnetic copper ions [7,8]. These catalytic centers have been characterized by
means of electron paramagnetic resonance (EPR) [8. 9].

The measurement of the enzymatic activity and the inhibiting effects should lead to a
betterment of the biologic catalyst knowledge and its possible applications in the near
future. There are certain organic and inorganic compounds that inhibit the enzymatic
activity, like Mn’", Hg2+, et y cdt’, sulphates. nitrates and chlorides, fatty acids,
sulthydril groups agents, quaternary ammonium detergents and cysteine [10-12].

The presence of these metal ions in the environment has dangerously damaged it and
given rise to various harmful effects to human health, all of them sharing a common
anthropogenic origin, since they derive from mining and coal burning industrial
activities [13]. Mercury exists in various forms: inorganic (ionic and metallic), to which
humans are exposed to as an occupational hazard; and organic (ethylmercury,
methylmercury and phenylmercury. mainly). These forms differ in their degree of
toxicity and the effects on the nervous, digestive and immunologic systems, as well as

on lungs, kidneys. skin and eyes [14-16].
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Several mercury(1I) ions inhibition studies have been reported using various enzymes,
such as Laccase (Daedalea quercina; Leptographium gqinlingensis). where mercury
turned out to be the most potent inhibitor, attaining up to 98% inhibition at an ion
concentration of 10 mM [10,11]; cellulase (Schizophyllum commune), which exhibits
high sensibility toward mercury, modifying the spectrophotometric features of the
enzyme [ 17]; invertase (yeast), which gives a larger inhibition respect to Ag' ions, and a
inhibition from 107 M [18]. a-amylase (Paecilomyces variotii), displaying a relative
activity of 77% when adding a 10 Mm Hg”'concentration [19], 5-aminolevulinic
dehydratase acid (corn), where the mercury(Il) ions modify the affinity toward the
substrate and reaction rate, with the results based on the evaluation of K, and V). [20].
xylanase (Trichoderma inhamatum), displaying an enzymatic activity of 14.4% (2 mM)
and 4.0% (10 mM) for xylanase type 1, as well as an activity of 15.6% (2 mM) and
5.9% (10 mM) mercury(IT) [21].

This work presents the results concerning the spectrophotometric study of Laccase from
Trametes versicolor with three different substrates (caffeic acid, gallicacidand catechol);
evaluating their activity and inhibition degrees in presence of mercury(Il), observing
that milimolar mercury concentrations can reduce the Lacasse reaction extent. The
assessment of the enzymatic activity and the effects of the inhibitors will allow a better
knowledge of the biologic catalyst and its possible future applications. like the indirect

quantification of the inhibitor itself.

2. Materials and methods

Laccase from Trametes versicolor (EC 1.10.3.2), with an activity of 13.6 U/mg, from
Sigma, sodium acetate trihydrate (JT Baker), acetic acid glacial (Laboratorios Lutz.
México) 60.05%; caffeic acid, gallic acid and catechol (Fluka); ethanol (Sigma-Aldrich)
HPLC degree, Hg(NOj3), from Sigma Aldrich; deionized water from a MilliQ Millipore
equipment.

Kinetic Analyses and enzymatic inhibition

The kinetic UV-Vis tests were carried out in a Perkin Elmer Spectrometer Lambda 20.
The absorbance of the caffeic acid oxidation was monitored at 410 nm using different
substrate concentrations (10-250 uM); the catechol oxidation absorbance was monitored
at 390 nm with different substrate concentrations (100-1400 puM); the gallic acid
oxidation absorbance was monitored at 385 nm with different substrate concentrations
(100-1400 uM). The Hg(IT) concentrations for Lacasse inhibition were: 0.05, 0.1, 0.5, 1,
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2, 3 and 4 mM. The incubation times for inhibition were 2, 5 and 10 minutes of contact.
The Laccase concentration was 10 pg mL ™" for all cases. All tests were carried out at
ambient temperature in 1 cm optical path quartz cells in an acetate buffer (0.1 M pH
4.5).

3. Results and discussion
The Laccase is considered a nonspecific enzyme, capable of oxidizing a wide variety of
phenolic compounds, which is why this work used substrates like the caffeic acid. gallic

acid and catechol for the kinetic studies.

3.1. Characterization of the system and enzymatic Kinetics

The system was characterized through UV-Vis spectroscopy from 800 to 200 nm; the
results are shown in Figure la: it can be observed that Trametes versicolor Laccase
(TvL), displayed two maximum absorption bands, at 210 and 275 nm; whereas the
caffeic acid (CA) shows three maximum absorption bands at 241, 285 and 322 nm. The
(CA) oxidation product (caffeo-quinone, labeled as CAQ) presents three absorption
maxima at 250, 322 and 410 nm. The signal of the CAQ at 410 nm allows quantifying
the enzymatic reaction product to enable the kinetic studies without interferences. The
remaining substrates were also characterized as well as the oxidation products: the
catechol (CT) exhibited two absorption bands with maxima at 227 and 270 nm, while
the o-quinone (Q) presents a maximum absorption at 390 nm. The gallic acid (GA)
showed only one maximum absorption at 260 nm, and its oxidation product showed
absorption maxima at 256 and 395 nm.

Figure 1b shows the absorbance at 410 nm as a function of time for different CA
concentrations. It can be observed that for each CA concentration the absorbance
increases linearly until attaining reaction equilibrium, where the absorbance remains
constant; the time to reach equilibrium increases with the substrate concentration,
although it can be stated that at 8 minutes all concentrations have reached equilibrium.
Furthermore, it is also observed that the slope of the linear segment increases with
substrate concentration up to 100 pM. where the said slope ceases to increase,
indicating then enzymatic saturation. The slope of the linear segments in these kinetic
plots represents the absorbance change as a function of time, hence, in accordance with
the Lambert-Beer law [22], the slope represents also a concentration change of the

reaction product as a function of time, in other words, the enzymatic reaction rate.
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Figure lc shows the results of fitting the Michaelis-Menten kinetic model into the
initial enzymatic reaction rate as a function of the CA concentration [23-27], giving a
K,=43 + 6 uM and a V.= 90 + 3 uM s'F igure 1d shows the initial enzymatic
reaction rate as a function of the GA and CT concentration also with the Michaelis-
Menten fitting; the Kinetic constants obtained for these substrates were: 85 + 1 uM and
307 + 18 uM, respectively, whereas the maximal rates were: 24 + 7and 33 £ 6 uM s .
These results indicate that the TvL exhibits a greater affinity toward CA since the K, for
this substrate is the smallest. Notwithstanding the saturation for the GA and CT
happened at higher substrate concentrations. for both cases the initial rates are small as
compared with those of the CA, which exhibits high rates at small concentrations.

Therefore, the CA was chosen as the substrate for all subsequent studies.

3.2. Inhibition time

In order to enable an adequate proposal for the same incubation time for TvL inhibition
by Hg (1) ions, a study was carried out at 2, 5 and 10 incubation minutes with constant
concentrations of 1 mM mercury. The results are shown in Figure 2, where it can be
graphically observed that the Kkinetic behaviors did not display a significant change for
the studied inhibition times. It can also be observed that the 1 mM mercury
concentration was capable of inhibiting by about 35% the catalytic activity of the TvL.
The Michaelis-Menten (K,,) constants for the different inhibition times are shown in
Table 1 together with their maximal rates (V). ). the catalytic constants (K..) and the
catalytic efficiencies (k.o/K,). All these values show that there is no meaningful
difference among the different inhibition times since all the constants values are
statistically equal. Therefore, 2 incubation minutes will be the contact time for

forthcoming studies section.

3.3. Effect of the inhibitor concentration

Figure 3a show the effect of the mercury ions concentration on the TvL catalytic
efficiency as a function of varying concentrations of the metal ion (0 - 4 mM). The
enzyme contact time with the inhibitor was 2 minutes for all concentrations with 10 pg
mL ™" TvL, for each experiment. It can be clearly noted that the mercury concentration
increments resulted in V., decrements (Figure 3a and Table 2). Further. the

Michaelis-Menten constant increased lightly, which indicates a mixed inhibition
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mechanism [28. 29]. In order to further clarify this inhibition mechanism, the
Lineweaver-Burk double reciprocal plots were evaluated for different inhibitor
concentrations (Figure 3b). The convergence of the data series on the Y axis of the
Lineweaver-Burk plots is typical of a competitive inhibition mechanism. in which the
value of K, increases although V,,,, does not; where as the data convergence on the X
axis indicates a noncompetitive mechanism, where in this case K, does not change but
Vinax diminishes. The analyses of the Lineweaver-Burk double reciprocal plots indicate
that the mercury inhibition mechanism by TvL is carried out through a mix of the
previous models (mixture of the competitive and noncompetitive). even if the nonlinear
regressions (Figure 3a and Table 2) seem to suggest that the inhibition model is closer
to the model. It can also be observed from Figure 3¢ that for a mercury concentration of
0.5 mM the enzymatic response was inhibited to 30 %, where as the 1 mM
concentration was inhibited to a 35%. Lastly, for 2, 3 and 4 mM metal concentrations an

inhibition of approximately 45 % was attained without significant change.

Table 2 shows the enzymatic activity parameters for TvL after being inhibited with
different mercury ion concentrations, from which it can be said that at 2, 3 and 4 mM
inhibitor concentrations, effectively the response remains constant. Also. the Michaelis-
Menten constant increases with the mercury concentration and from 2 mM mercury it is
statistically identical. As expected, the maximum rate value decreases with increasing
inhibitor concentration, which proves also that the enzyme is being inhibited. It can also
be noted that the catalytic constant (k.q) and the catalytic efficiency (ko/K,) diminish
with increasing mercury concentration until it remained constant at higher inhibitor
concentrations. All these results reveal the possibility to use the TvL inhibition for the

mercury (II) quantification in aqueous solution.

3.4. Mercury (1) determination in synthetic samples

Several calibration plots were built in order to determine mercury (II) in synthetic
samples as a function of the metal ion concentration, keeping the TvL. concentration
constant at 10 ug mL 'and 2 minutes in contact with the inhibitor. Figure 4 shows the
calibration plot; the method rendered a detection limit of 3.6 £ 0.3 uM and a linear
range of 0.05 to 0.7 mM. A summary of the results of the mercury (II) determination in
synthetic samples is shown in Table 3. For mercury concentrations of 0.15, 0.55 and

1.00 mM the percent recover were as follows: 97.3. 101.6 and 102.1 %. respectively,
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with errors smaller than 7%.

3.5. Comparison with the literature

Table 4 shows a comparison between the methods proposed in the literature and that
described in the present work for determining mercury (II) in aqueous solution, all of
them based on the same enzymatic inhibition principle. It is worthwhile to state that
there are only a few methods based on this principle of using free enzymes (not
immovilized). Conversely, there are numerous methods reported using enzymes
immovilized on a polymer network to modify Pt, Au, glassy carbon, carbon paste and
printed electrodes, among others. It is also important to point out that a large number of
works have used enzymes like glucose oxidase (Gox), invertase, urease, and others, to
be inhibited by mercury, although Laccase has been much less studied. The method
reported here is comparable with some other methods reported insofar as their detection
limit, even though this is not the case for the majority of them, because they report
detection limits inferior to those in this work. However, the method reported here
presents other advantages because the enzyme is free in solution, apart from the fact that
the amount of Lacasse needed for each analysis is very small (10 yg mL ') as well as
the buffer solution (2 mL). and lastly, the analyses cost is indeed small, but in particular

because they are coupled to a quick and simple procedure.

4. Conclusions

The Laccase enzymatic inhibition through mercury(Il) ions was reported. establishing a
mixed inhibition model (preferable to a non competitive inhibition model) by means of
UV-Vis spectrophotometry. The TvL. enzyme presents higher activity when using
caffeic acid as a substrate, in comparison to gallic acid and catechol. fitting in the
Michaelis-Menten with constants of: 43 £ 6. 85 = 1 and 307 £ 18 uM. respectively.
Small mercury (II) ions concentrations did inhibit the TvL enzymatic activity in only 2
contact minutes, without meaningful difference at greater times. Then, the mercury
Lacasse inhibition was used for quantification of the metal ion. The method reported
here exhibited a detection limit of 3.6 + 0.3 uM with a linear dynamic interval of 0.05 -
0.7 mM mercury (R*=0.9685). Further, the method is fast and simply implemented into

other procedures of environmental remediation.
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Table 1. Kinetic constants for different inhibition times of TvL by mercury(Il)

monitoring the CAQ absorbance at 410 nm in acetates buffer (n = 3).

Inhibition times K,/(pM) Viax K Keal Kin

cat
/(minutes) / (pM s / (pMmL pg_') /(ml,pg")
0 43+6 90 +3 9.0+£0.3 0.28 £0.03
2 48 +5 67 +2 6.7+0.2 0.14 £0.02
5 48+ 7 64 £3 64+03 0.13 £ 0.04
10 475 703 7.0+0.3 0.15+£0.03

Table 2. Kinetic parameters for the system TvL-CA as a function of the mercury(Il)

concentration (n = 3).

[Hg(1h)] Ko Vimax Kea Keat! Km
/(mM)  /(pM) /(uM s /(uMmL pg ™) / (mLpg™)

0 43+ 4 90+ 3 9.0+0.3 0.28 +0.03

0.01 46+3 85+3 8.7+0.2 0.20 £ 0.01

0.05 49+3 80+£2 9.6 £0.3 0.20 £ 0.02

0.1 57+4 77+2 6.8+0.2 0.13 £0.01

1 53+4 54+2 6.7+0.2 0.11 +0.01

2 55+5 53+2 7.3+0.2 0.06 +0.01

3 56£6 52+5 7.9+£0.5 0.06 +0.01

4 54£5 5343 73+0.3 0.07 £0.01

Table 2. Kinetic parameters for the system TvL-CA as a function of the mercury(Il)

concentration (n = 3).

[He(ID] Km Vimax Kear Keat! Km
/(mM)  /(uM) /(pM s / (®MmL pg_') / (ml,ug_')

0 43+ 4 90+ 3 9.0+0.3 0.28 +0.03

0.01 46+ 3 85+3 8.7+0.2 0.20 +0.01

0.05 49+3 80£2 9.6 +0.3 0.20 + 0.02

0.1 57+4 7742 6.8+0.2 0.13 £0.01

1 53+4 54+2 6.7+0.2 0.11£0.01

2 55&5 5342 7.3+0.2 0.06 = 0.01

3 56+6 52+5 7.9+0.5 0.06 +0.01

4 54%5 533 7.3+£0.3 0.07 £0.01
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Table 3. Percent recoveries for the mercury determination in synthetic samples (n = 3).

[Hg(1)]o \Y % Inhibition [Hg(ID]ca/ (mM) % recovery
/ (mM) /(M s
0.15 63.9+0.6 164 +0.3 0.15+0.01 97.3 £5.7
0.55 54704 285+04 0.56+0.03 101.6 £5.9
1.00 443+£13 421+14 1.02£0.07 102.1 £6.7

Table 4. Indirect analytical methods for quantification of Hg(IT) found in the literature

that are based on the principle of enzymatic inhibition.

Detection LOD Linear pH Incubation Comment Ref.
Method /(pM)  interval time
/ (pM) / (min)
Invertase Amperometric ~ 0.005-  0.05-0.2  0.1M 10 Biosensor [31]
biosensor 0.008 NaOH coupled toa
batch
injection
analysis
Invertase Thermometric 0.025  0.025-0.4 7.0 2-6 Coupling to [32]
immovilized FIA
Gox Amperometric 2.5 10-162 7.0 - Nafion & [33]
biosensor MnO,
-modified
CPE
Invertase- Conductimetric ~ 0.025 -— 6.5 10-20 - [34]
mutarotase-
Gox
biosensor
Gox free Colorimetric 0.075 0.025-5 5.0 2 - [35]
Alcohol ox. Fluorencence  1.25x10  2.5x10°- 7.5 20 - [36]
and e 2.5x107"
horseradish
peroxidase
free
Sucrose Amperometric -— 107%-1.0 6.0 20 - [37]
biosensor
Gox Amperometric -— - 7.0 30 - [38]
biosensor
Gox and Amperometric 0.15 --- 5.0 - - [39]
Laccase
biosensor
Gox Amperometric 2.5 2-180 7.0 - --- [40]
Laccase free Colorimetric 3.6 50-700 4.5 2 - This
work
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Figure 1. a) Absorption spectra of the TvL, CA and CAQ. b) Absorbance as a function
of time for the oxidation reaction of different CA concentrations (A=410nm). c¢)
S h ic d ination of the Michaelis-Menten kinetics for CA oxidation

P P

by TvL. d) Sp I ic d ination of the Michaelis-Menten kinetics for GA

and CT oxidation by TvL. All tests were carried out at ambient temperature in acetate
buffer (0.1 M pH 4.5).

37

——
| —



80 + ,,~—~§

70 + o

V (UM s1)

- } - . L i
0 50 100 150 200 250
[CAT (uM)
2 minutes * 5 minutes A 10 minutes ® Mercury free
Figure 2. Shows the h ic determination of the Michaelis-Ment

[Hg(D)]
0 F—+——————————
0 50 100 150 200 250 300
[CA] (uM)
®00lmM ¢005mM AO0ImM XImM x2mM 3mM  +4mM
b) X a2mM
1mM
Ll
=
=
; 0.1 mM
KJ 0.05 mM
2 Free
i
[Heg(D]
| 10 ll?
50
c) 45 } * {
40
=35 .
&
=30
=2
=
i
20 |,
o
s 15
10
54
.
0
0 1 2 3 4
Hg(11) | (mM)

Figure 3. a) Enzymatic reaction rate as a function of caffeic acid concentration for
different mercury (11) i b) Double reci I plot (1/V vs. 1/[CA]) for the
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Discusion general

Al mezclar laccasa de Trametes versicolor en solucion con acido caféico se mide la cantidad de
cafeoquinona generada por la reaccién de oxidacion (Figura 9). En los primeros tiempos de
reaccioén, la concentracidon de producto se ve aumentada notoriamente ya que la reaccidn
enzimatica es rapida debido a que la enzima esta libre, pero este incremento disminuye,
llegando a cero la velocidad de reaccidon cuando se ha llegado al equilibrio, es decir, la

concentracién de producto se mantiene constante.

2H20

Laccasa de Trametes versmolor

Acido cafeico Cafcoquinona

Figura 9. Oxidacion de acido cafeico a cafeoquinona catalizada por laccasa de Trametes
versicolor.
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La determinacién de estas constantes cinéticas se basa en la capacidad de medir la velocidad
inicial de la reaccion enzimatica LTv-acido caféico, asi pues las velocidades de reaccidn estdn
dadas por la pendiente de cada curva, que se encuentra en los primeros instantes de
formacidon de producto. Este comportamiento se ajusta a una funcién lineal donde la

concentracién inicial se ha convertido a producto.

En la Figura 1b del articulo se muestra el grafico de la velocidad inicial en funcién de la
concentracién de sustrato y se observa que los datos experimentales se ajustan bien al modelo
cinético de Michaelis-Menten por lo tanto podemos decir que reaccién de oxidacion de acido

caféico catalizada por LTv se lleva a cabo de la siguiente forma:

Enzima + Sustrato < Enzima — Sustrato — Enzima + Producto [3]

La constante de Michaelis es una relacion entre las constantes de la Ecuacién [1] y viene dada

por:

Km = katk—y [4]
feq

Entonces a partir del modelo de Michaelis-Menten es posible conocer los pardmetros cinéticos
Vmax Y K. Conocer la contante de Michaelis es importante ya que a menores valores de K, la
reacciéon de formacién de producto se ve favorecida, por lo cual la afinidad que presentan los
sustratos probados de manera experimental es mayor en la siguiente manera: Acido caféico >

Catecol > Acido gélico.

La reaccién de oxidacion de acido caféico catalizada con LTv se inhibié con concentraciones de
Hg(ll) de 0.01, 0.05 0.1, 0.5, 2, 3 y 4 mM y los resultados se muestran en la Figura 3a del
articulo. Se observa que la reaccidon enzimdtica se ve inhibida con la presencia de iones

mercurio. Esta inhibicidn por iones metdlicos puede darse por tres mecanismos [61]:
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a) Oxidacion de residuos de aminoacidos que contienen tiol, por iones metalicos.

b) Pérdida de la estructura terciaria de la proteina debido al desdoblamiento de la
enzima.

c) El tercer mecanismo es la competicion entre iones metdlicos y sustratos para ocupar

los sitios de unidn de la enzima.

Para verificar el tipo de inhibidor en funcidn a su competitividad con el sustrato, se linearizan
los valores obtenidos del ajuste de Michaelis-Menten, empleando la regresion de Lineweaver-

Burk, en donde se grafican los reciprocos de la concentracion de sustrato (1/ [S]) y velocidad

(1/Vo).

Con base a los datos obtenidos por estas cinéticas y al comportamiento de las pendientes
observadas en la grafica de Lineweaver-Burk se ha determinado que el tipo de inhibicidn

causada por el mercurio(ll) es de tipo mixto, acercandose mas al tipo no competitivo.
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FABRICACION DE BIOSENSORES, CARACTERIZACION
ELECTROQUIMICA Y DETERMINACION DE CONSTANTES CINETICAS

Introduccion

Un biosensor es un dispositivo que cuenta con dos partes basicas, una molécula bioldgica de
reconocimiento y un transductor que llevara la sefial andloga hasta el dispositivo electrdnico.
Dentro de las principales moléculas de reconocimiento bioldgico se encuentran las enzimas, ya
que existen varias ventajas asociadas, como son alta selectividad, su actividad catalitica y las

condiciones suaves de reaccién [62,63].

Para lograr exitosamente el desarrollo de un biosensor es necesaria la inmovilizacién de
enzimas. Estas moléculas catalizan selectivamente la reacciéon de un analito; modificando el
medio donde se lleva a cabo la reaccion, siendo necesaria la estabilizacion de la enzima en la

superficie del electrodo para mejorar su eficiencia [64].

Las técnicas de inmovilizacidon enzimatica se centran en soportar una enzima en una superficie,
con la finalidad de reutilizar la enzima, o bien, restringirla. Existen cuatro tipos generales de

inmovilizacién de enzimas: Enlace covalente, Adsorcidn, Atrapamiento y Reticulado.

La inmovilizacién por reticulado es un proceso en el cual se unen quimicamente dos o mas
moléculas mediante enlaces covalentes. Los reactivos empleados para este proceso poseen
grupos funcionales especificos en sus extremos con la finalidad de unirse sobre proteinas y

otras moléculas.

Uno de los reticulantes mas empleados para inmovilizacion de enzimas es el glutaraldehido
(Figura 9), que ha sido utilizado ampliamente en la fabricacién de dispositivos médicos,

bioprétesis de tejidos y como agente esterilizante. Este reticulante reacciona principalmente
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con grupos aminos de proteinas [65], por lo cual es utilizado directamente en la inmovilizacidn

de enzimas.

HWH

Figura 10. Molécula de glutaraldehido.

Los biosensores se clasifican por los pardmetros de medicién del transductor, ya sea térmico,
Optico, electroquimico, etc. Muchos biosensores emplean técnicas electroquimicas para

debido a su facil construccién y bajo costo [66].

Ademas de elegir apropiadamente el método de inmovilizacién es necesario realizar una
seleccidon de la enzima como molécula de reconocimiento. En el desarrollo de biosensores
electroquimicos se requiere que la enzima sea estable bajo las condiciones de operacidn, es
decir, posea una buena estabilidad [67], para este fin se han empleado diversas
oxidorreductasas, proponiéndose en este trabajo el uso de laccasa de Trametes versicolor de

Trametes versicolor.

Las oxidorreductasas son practicamente la Unica familia de enzimas con la capacidad de
catalizar el consumo y produccidn de especies electroactivas, como es la oxidacion del sustrato

en presencia de oxigeno molecular, reduciéndose a H,0, [68].

Las técnicas electroanaliticas pueden ser empleadas en el estudio de diferentes aspectos de las
enzimas, como su actividad enzimatica, inhibidores y quimica de su sitio activo. Una de las
técnicas mas empleadas para la cuantificacién de analito empleando biosensores es la

amperometria, hablando entonces de biosensores amperométricos.
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Los biosensores amperométricos son dispositivos que miden la corriente producida de la
oxidacién o reduccién de un elemento electroactivo, lo cual permite su cuantificacidn analitica
[69], dando como resultado una sefial proporcional a la cantidad de especies oxidadas o
reducidas en el electrodo (Figura 11). El potencial se mantiene constante a través del electrodo
de referencia durante la mediciéon, mientras que se cuantifica la corriente generada por la

oxidacion o reduccion del analito.

En un biosensor el potencial de deteccidn se selecciona de forma que el proceso no se limite
por la cinética electroquimica, sino por la reaccidon enzimatica; asi, las graficas de respuesta del
biosensor en funcién del sustrato son parecidas a la grafica de Michaelis-Menten (velocidad de

reaccion enzimatica [68].

Solucién
)

A

\ ’li.jl

ne- Red p N

L

Respuesta amperométrica

Corriente
N

Tiempo

Figura 11. Descripcidn grafica de la operacion de un biosensor enzimatico empleando
amperometria.
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Resultados y discusion

Para realizar la caracterizacién electroquimica se empled un electrodo serigrafiado con tinta de
grafito y Ag°/AgCl. Este electrodo posee una configuracion de tres electrodos: electrodo de

trabajo, electrodo de referencia y contra electrodo, como se muestra en la Figura 12.

/ Electrodo de pseudoreferencia Ag/AgCl
Contraelectrodo Eléctrodo de
trabajo

Figura 12. Electrodo serigrafiado contituidos por electrodo de trabajo y contraelectrodo en
tinta de de carbono y electrodo de referencia con tinta de Ag°/AgCl.

Para determinar el potencial de oxidacién y reduccién del acido caféico se realizaron
voltamperogramas ciclicos (Figura 14) en un medio de buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5), a
una velocidad de barrido de 0.1 V/s. El primer voltamperograma (linea roja) corresponde a un
Electrodo serigrafiado sin acido caféico, llevdndose a cabo un barrido de potencial desde
potencial de corriente nula (0.0 mV) en direccién a potenciales positivos hasta 1000 mV, para
posteriormente realizar una inversién de potencial, pasando por el potencial de corriente nula
hasta llegar a -800 mV. Durante este intervalo de potencial no se observd ningin proceso
electroquimico que pudiese intervenir con la medicién del sustrato. Este barrido de potencial
se realizd bajo las mismas condiciones empleando el electrodo de referencia externa (linea
verde), mientras que para el electrodo de pseudoreferencia (linea azul) se realiz6 comenzando
en potencial de corriente nula (0.0 mV) hacia potencial positivo (800 mV), regresando a

potencial inicial y llegando a -800 mV.
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Los potenciales de oxidaciéon y reduccion para cada una de las referencias (externa vy
pseudoreferencia) se muestran en la Tabla 2, observandose una diferencia tanto en valor de
potencial de 0.224 mV, debido a que no existe el equilibrio termodinamico como en el
electrodo de referencia [70]. Debido a esta diferencia, se impondra un potencial de reduccién

de -300 mV para los estudios amperométricos.

HO \ o Q \ .
"o+ 2e + 2HY

Acido cafeico Cafcoquinona

Figura 13. Reaccion de oxidacion y reduccidn electroquimica del acido caféico que se lleva a
cabo sobre la superficie del electrodo serigrafiado.

70.0 +

50.0 +

30.0 +

1 (nA)

10.0 +

-10.0 \/

-30.0

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E(V)

Pseudoreferencia de Ag°/AgCl Referencia de Ag°/AgCl

e Blanco

Figura 14. VC de acido caféico 2 mM, utilizando como referencia un electrodo de Ag°/AgCl,
la pseudoreferencia es el electrodo impreso con tinta de Ag/AgCl en el electrodo
serigrafiado, a v = 100 mV/s en buffer de acetatos (0.1 M pH =4.5) a 30 °C.
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Tabla 2. Valores de potencial e intensidad de corriente para los picos de oxidacion y
reduccion de acido caféico en buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5) a 30°C.

Tipo de referencia Pico de reduccion Pico de oxidacion
E(V) I(HA) E (V) I(pA)

Pseudoreferencia 0.385 63.5 -0.244 -27.4

Referencia externa 0.703 70.8 0.0.20 -25.5

Modificacion de los electrodos

Para la modificacién del electrodo se empled como técnica de inmovilizacidn de la enzima la
reticulacién, produciéndose mediante esta técnica sensores robustos y con mejores
pardmetros analiticos [71]. Para su preparacién se usd glutarladehido como reticulante, y

temperatura (40°C) durante 20 h.

Se colocan 5L de la solucidn de glutarladehido (2.5%) y enzima (4ug/uL) sobre el electrodo de

trabajo, posterior a ello se colocan a temperatura bajo las condiciones antes mencionadas.

Glutarldehido (2.5%)
+

Enzima 4mg/mL

. Electrodo modificado
A Formacionde
membrana

Estufa40°C
20h

Figura 15. Esquema de modificacion del electrodo serigrafiado emplenado glutaraldehido y
temperatura para la formacion de la membrana.

48



Determinacion de pardmetros cinéticos
Para el caso de laccasa de Trametes versicolor de Trametes versicolor se analizaron cuatro
sistemas, los cuales se pueden resumir en la Figura 16. En todos los casos se observa la

reaccién de 6xido-reduccién de los grupos fendlicos en presencia de oxigeno.

o, Q ke
(@)
e b | -
N0, o+
) 8]
Laccasa i
L
H,0 Eox Ph

Figura 16. Mecanismo de accion de los electrodos modificados enzimaticamente con laccasa
de Trametes versicolor para la cuantificacion de compuestos fendlicos (Ph y Q son
compuestos fendlicos).

Con el fin de conocer los parametros cinéticos correspondientes a los sustratos estudiados
(acido caféico, hidroquinona, catecol y acido galico) se realiza la medicién de la corriente
producida por el proceso de dxido-reduccién que se lleva a cabo en el sistema laccasa de
Trametes versicolor-sustrato mediante amperometria. Para realizar los experimentos se ocupd
un detector amperométrico BAS LC-4C, aplicdndose un potencial de -300 mV al electrodo
modificado enzimdticamente. En la celda electroquimica se colocé 5 mL de buffer de acetatos
(0.1 M, pH = 4.5) manteniendo una temperatura de 30°C. Para los biosensores
amperométricos, la corriente de reduccién es proporcional a la concentraciéon de sustrato

presente en el medio [72]

La cinética enzimatica para el sistema laccasa de Trametes versicolor - acido caféico se ajusta al
modelo de Michaelis-Menten, mostrando un intervalo lineal a concentraciones de 4-27.2 uM,

mostrando un ajuste lineal (R?) de 0.9941, mientras que los pardmetros cinéticos obtenidos
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para la enzima inmovilizada son K.,'= 47.8 + 0.7 uM vy V,..,= 354.3 + 1.6 uM/s, siendo la

intensidad maxima leida de 306.7 nA.

350 +

0{----!----!----!

100 200 300
[Acido cafeico] pM/L

@ Datos experimentales para 4cido caféico

Ajuste a modelo de Michaelis-Menten

Figura 17. Determinacion amperométrica de la cinética de Michaelis-Menten para la
reduccion de acido caféico en buffer de acetatos (0.1 M, pH =4.5) a 30°C

En el caso del sistema laccasa de Trametes versicolor - hidroquinona se observa un ajuste al
modelo de Michaelis-Menten, mostrando un intervalo lineal a concentraciones de 39.8-196.2
UM, mostrando un ajuste lineal (R?) de 0.9742, mientras que los pardmetros cinéticos
obtenidos para la enzima inmovilizada son K,'= 240.1 + 11.4 UM y V,,=143.6 = 2.2 uM/s,

siendo la intensidad maxima leida de 135 nA.
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Figura 18. Determinacion amperométrica de la cinética de Michaelis-Menten para la
reduccion de hidroquinona en buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5) a 30°C

Empleando catecol como sustrato, la cinética de reaccidn con laccasa de Trametes versicolor se
ajusta al modelo de Michaelis-Menten, mostrando un intervalo lineal a concentraciones de 0-
310.1 pM, mostrando un ajuste lineal (R?) de 0.9943, mientras que los parametros cinéticos
obtenidos para la enzima inmovilizada son Km’= 618.7 + 26.8 pM y Vmax= 83.0 + 1.1 uM/s,

siendo la intensidad maxima leida de 74 nA.
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Figura 19. Determinacion amperomeétrica de la cinética de Michaelis-Menten para la
reduccion de catecol en buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5) a 30°C

Finalmente la cinética enzimatica para el sistema laccasa de Trametes versicolor — acido galico
presenta un ajuste al modelo de Michaelis-Menten, mostrando un intervalo lineal a
concentraciones de 0-196.1 puM, mostrando un ajuste lineal (R?) de 0.9913, mientras que los
parametros cinéticos obtenidos para la enzima inmovilizada son Km’= 715.1 + 58.1 uM vy

Vmax=222.3 * 3.6 uM/s, siendo la intensidad maxima leida de 229 nA.
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Figura 20. Determinacion amperométrica de la cinética de Michaelis-Menten para la
reduccion de acido galico en buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5) a 30°C

En la Tabla 3 se resumen los pardmetros cinéticos arrojados de las pruebas amperométricas
para laccasa de Trametes versicolor inmovilizada sobre el electrodo serigrafiado de carbono.
Con base a ellos y a los datos obtenidos mediante los estudios espectrofotométricos se puede
determinar que la enzima laccasa de Trametes versicolor posee una mayor afinidad hacia acido

caféico aun estando inmovilizada.

Tabla 3. Parametros cinéticos para laccasa de Trametes versicolor para diferentes sustratos,
llevandose la reaccién en buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5) a 30°C

Sustrato Kn' (M) Vinax (RM/s) Keat (RMmL/pg) Koo/ K’ (ML/1ig)
Acido caféico 47.8+0.7 3543+ 1.6 17.72 £ 0.08 0.37+0.11
Hidroquinona 240.1+11.4 143.6+2.2 7.18+ 0.11 0.02+0.01

Catecol 618.7 £ 26.8 83.0+1.1 4.15+0.05 0.01 +0.001

Acido gélico 715.1 £58.1 222.3+3.6 11.11+0.18 0.02 + 0.003
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Determinacion de mercurio(ll) con el biosensor

A partir del modelo de Michaelis-Menten es posible conocer los pardmetros cinéticos V. Y
Kn'. Conocer la contante de Michaelis es importante ya que a menores valores de K.,‘ la
reaccion de formacién de producto se ve favorecida, por lo cual la afinidad que presentan los
sustratos probados de manera experimental es mayor en la siguiente manera: Acido caféico >

Catecol > Acido gélico, de la misma manera que se comportaba la enzima libre en solucién

acuosa.

Conociendo los parametros cinéticos y conociendo cudl es el sustrato que presenta mayor

afinidad hacia laccasa de Trametes versicolor inmovilizada se procede a determinar iones

mercurio (ll) en solucidn acuosa empleando este sensor para tal fin.

400 +

1 (nA)

*

A

Figura 21. Grado de reaccion enzimatica como funcidén de la concentracion de acido caféico
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para diferentes concentraciones de mercurio(ll).
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Como un biosensor inhibitivo, la cuantificacion del mercurio(ll) se realiza midiendo el
decremento de la respuesta hacia el sustrato (acido caféico), causado por la inhibicién de

mercurio(ll) en la actividad enzimatica.

En la Figura 21 se pueden observas las gréficas de velocidad en funcién de la concentracion de
acido cafeico (de 0 a 3166 uM). Se puede observar un decremento en la sefial de cada gréfica
cuando la concentracidon de mercurio aumenta, la sefial que se produce cuando el sensor esta
libre de mercurio se toma como 100% de la respuesta del sensor, representada en la Figura 20

como rombos azules.
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Figura 22. Grafica de inhibicion para el sistema laccasa de Trametes versicolor, con base a los
valores de V.

El grado de inhicidn (Figura 22) se determiné empleando los valores de Vmax para cada
concentracién de mercurio, las cuales van de 0.2 a 1000 uM, observandose una inhibicion

maxima de 95% a una concentracién de 1000 uM.

Tomando la gréfica anterior se construyd una curva de calibracién (Figura 23) basada en el
porcentaje de inhibicién en funcidn de la concentracidn de mercurio empleando el electrodo

modificado empleando el electrodo modificado, en el cual se mantiene la concentracion de
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laccasa de Trametes versicolor constante. Se muestra un rango lineal de 0 a 0.8 uM de Hg(ll),
con una correlacién (R?) de 0.9956, lo cual indica un ajuste apropiado al de la linea recta, asi

como un limite de deteccién de 0.0729 uM.
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Figura 23. Curva de calibracién para el grado de oxidacidn inicial de acido caféico por 10 ug
de laccasa de Trametes versicolor en funcién de la concentracién de mercurio(ll). Las
cinéticas para monitorear la produccion de cafeoquinona se realizé en buffer de acetatos
(0.1M, pH =4.5)

La tabla 4 muestra la comparacién de varios biosensores electroquimicos para deteccion de
Hg(Il) en solucién acuosa. Todos ellos estan basados en métodos electroquimicos (impedancia
y amperometria principalmente), y la mayoria de ellos emplea como bioreceptor ADN para la
deteccion del ion metalico, ya que en los ultimos afios se ha empleado como un receptor
selectivo de mercurio(ll), sin embargo son pocos aquellos que emplean enzimas durante el
proceso de desarrollo, las cuales, a comparacion de las técnicas empleadas en el desarrollo de
biosensores basados en ADN, presentan técnicas mas sencillas para su inmovilizacion en el
electrodo, teniendo asi mismo la robustez de poderse implementar sobre electrodos de

carbono.
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Tabla 4. Biosensores electroquimicos para cuantificacion de Hg(ll) encontrados en la

Bioreceptor
Invertasa

Oligonucleotidos
Hemina
(oligonucleétido
bifuncional)
Endonucleasas
ADN
Catalasa
ADN

Laccasa

literatura.

LD (uM) Intervalo lineal

(uM)

5x10” 5x107 - 12.5 x10°
7
1x107-1000
0.0005 0-1

8.7 x10°® 1x 107 - 5 x10™
0.016x10°3 0.0001 - 0.001
3.5x10% 5x10%-2.5x10°®
0.0004 0.0004 - 0.0064
0.0064 - 0.0512

0.07 0-0.8
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CONCLUSIONES

Mediante estudios espectrofotométricos UV-Vis, se logré la inhibicién de laccasa de Trametes
versicolor por iones mercurio(ll), la cual se llevé a cabo mediante un modelo de inhibicion
mixta, la cual se acerca mayormente al modelo no competitivo. A su vez los sustratos
empleados para la determinacién espectrofotométrica (dcido cafeico, catecol y acido galico) se
ajustan al modelo de Michaelis —Menten, siendo el acido cafeico aquel sustrato al que la

enzima Laccasa de Trametes versicolor presenta mayo afinidad.

La actividad enzimatica se vio disminuida por efecto de iones mercurio(ll) desde
concentraciones bajas, colocandose en incubacion por 2 minutos de contacto; éste tiempo de

inhibicion no muestra diferencias significativas a valores mas altos.

Para la cuantificacion de Hg(ll) se empled la inhibicién de laccasa de Trametes versicolor
obteniéndose un limite de deteccién de 0.074 + 0.003 mM con un intervalo dindamico lineal de

0.05 — 0.6 mM de mercurio (R” = 0.9893).

El electrodo serigrafiado fue modificado empleando una solucidn de glutaraldehido al 2.5%, la
cual fue mezclada con la enzima para su inmovilizacion sobre el soporte. Durante la
caracterizacién electroquimica se determinaron los potenciales de reduccidon y oxidacion
electroquimica para acido caféico en medio de buffer de acetatos (0.1 M, pH = 4.5), siendo
estos de 0.385 y -0.244V respectivamente. Para los estudios posteriores mediante

amperometria se empled un potencial de trabajo de -0.3V.

La reaccidn enzimatica de laccasa de Trametes versicolor con acido cafeico, catecol, acido
galico e hidroquinona como sustratos, presentd un comportamiento michaeliano para cada
uno de ellos. Por otro lado, la enzima sigue presentando una afinidad mayor hacia acido

cafeico respecto a los demas sustratos, siendo su K, 47.8 + 0.7 y su V,,., de 354.3 + 1.6.
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La cuantificacion de mercurio(ll) se realizd midiendo el decremento de la respuesta hacia el
sustrato (acido caféico), causado por la inhibicion de mercurio(ll) en la actividad enzimatica.
Tomando como referencia los valores de V,. para cada concentracién de mercurio se
construyé una grafica de porcentaje de inhibicién, siendo el mdaximo de 95% a una
concentraciéon de 1000 uM empleando acido cafeico como sustrato en medio de buffer de

acetatos (0.1 M, pH = 4.5).

Con base en los resultados obtenidos de la curva de inhibiciéon se desarrollé una curva de
calibracién mostrando un rango lineal de 0 a 0.8 uM de Hg(ll), con una correlacién (R%) de
0.9956, lo cual indica que el sensor desarrollado presenta un rango de cuantificacién apto para
concentraciones del orden de parte por trillén, exhibiendo un limite de deteccion de 0.0729

uM.
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ANEXOS



ANEXO 1

Evaluacion de la membrana

Con el fin de determinar la concentracion de glutaraldehido y la técnica empleada para
inmovilizar la enzima, se realizaron pruebas que evallan la intensidad de corriente y la

linealidad para los procesos de inmovilizacion.

Técnica A. Inmovilizacion en mezcla.

1. Preparacién de solucion: Mezclar 50 pL Glutarldehido (5%), 40 pL Enzima 10 mg/mL,
10 uL Buffer de Acetatos (0.1 M, pH =4.5).

2. Depositar 5 pL de soluciéon Enzima-Glutaraldehido sobre el electrodo de trabajo.

3. Colocar el sensor dentro de la estufa por 20 h a 40°C.

4. Pasado este tiempo, retirar el electrodo y dejar enfriar previo a su uso.

Técnica B. Inmovilizacion por capas.

1. Depositar 5 pL de una solucidn de enzima 4 mg/mL en el electrodo de trabajo.

2. Dejar secar el sensor en la estufa (40°C) por 15 min.

3. Retirar de la estufa y colocar 5 pL Glutarldehido (2.5 y 5%) sobre el electrodo de
trabajo.

4. Colocar el electrodo en la estufa por 20 h a 40°C.

5. Pasado este tiempo, retirar el electrodo y dejar enfriar previo a su uso.



Figura Al1.1 Deposicion de la enzima en el electrodo de trabajo.

Figura A1.2 Formacidn de la membrana en la superficie del electrodo. Se observa de
coloracion blanquizca debido a la temperatura en que se encontraba, la cual se pierde al

perder temperatura.

Para cada técnica de inmovilizacion se probaron diferentes concentraciones de sustrato que
van de 0 a 31 uM, realizando cada experimento por triplicado. La intensidad de corriente para
cada punto depende primeramente de la concentracion del sustrato y de manera secundaria
de la capacidad del sustrato de alcanzar el sitio activo de la enzima. En la Figura Al.3 se

muestran los datos experimentales obtenidos, donde se observa un aumento de intensidad de



para la técnica de inmovilizacion en mezcla, comparada con la técnica de inmovilizacion por

capas.

300
250 +
a
|
200 +
| ]
2 150 + -
] | ]
100 + "
1 L 4
s
] e
50 + <
*
|| *
] <
0 K& = T t T t T t
0 10 20 30
[S] (uM)
®2.5% en capas M 2.5% mezcla 5% en capas

Figura Al1.3 Evaluacidn de la modificacion del electrodo empleando dos técnicas de

inmovilizacidn: por capas y en mezcla de enzima-glutaraldehido.

Por otro lado también se puede concluir que 2.5% de glutaraldehido en la mezcla provee al
sensor de una mayor intensidad de corriente comparada con aquel que contiene 5% de
glutaraldehido en su composicion. Debido a estos resultados se toma la técnica de

inmovilizacién en mezcla para proximas modificaciones de los electrodos.



ANEXO 2

Potenciostato-Galvanostato y Amperimetro

Potenciostato-Galvanostato

Las conexiones del potenciostato-galvanostato deben configurarse de diferente manera

dependiendo del uso.

E Cell ON/OFF
in switch
) -
CA
PSTAT/GSTAT / -
switch - CE
RE =
E,
o : Diffamp )
s

WE

I __A HCR/LCR

switch
out | ———t LowCF

HCFULCR] T_L

switch

HighCR

Figura A2.1 Diagrama de un potenciostato-galvanostato [1]

Existen dos modos basicos de la celda electroquimica:

e Modo potenciostatico: El equipo controla con precision el potencial del contra
electrodo (CE) contra el electrodo de trabajo (WE) de modo que la diferencia de
potencial entre el electrodo de trabajo (WE) y el electrodo de referencia sea preciso al
valor especificado.

e Modo galvanostatico: El flujo de corriente entre el electrodo de trabajo y el contra

electrodo es controlado. La diferencia de potencial entre el electrodo de referencia y



el electrodo de trabajo, asi como la corriente entre el contra electrodo y el electrodo
de trabajo es monitoreada de manera continua.

e Modo PGSTAT: El potencial o la corriente especificados se controla precisamente en
cualquier momento de la mediciéon utilizando un mecanismo de realimentacién

negativa.

CE S/WE

Figura A2.2 Diseiio de una celda de tres electrodos[1].
Los electrodos empleados en este tipo de celda (Figura A2.2) presentan funciones especificas:

e Electrodo de trabajo. Lleva a cabo la reaccién de interés o de estudio. El material de
construccion, su tamafio y forma dependen de la aplicacién.

e Electrodo de referencia. Es un electrodo que tiene un potencial de electrodo estable y
bien conocido, el cual se usa de referencia dentro de la celda para controlar y medir
los potenciales de la misma. También la corriente que pasa a través del electrodo de
referencia se mantiene cerca de cero gracias al uso del contra electrodo.

e Contra electrodo. Se emplea para cerrar el circuito de la celda electroquimica. Se hace

de un material inerte y generalmente no participa en la reaccién electroquimica.

Amperimetro

Es un aparato de medida utilizado para medir la intensidad o corriente eléctrica. La unidad con

la que realiza las medidas de corriente eléctrica es el amperio.



El amperio, es decir, coulombs/segundo, expresa la velocidad con la que sucede algo (reaccion

electroquimica).

La diferencial de la ley de Faraday muestra la velocidad a la que los electrones se mueven a
través de la interfaz solucidn-electrodo; la cual esta relacionada con la velocidad de la
reaccién. Asi pues cuando medimos la corriente faradaica medimos al mismo tiempo la

velocidad de la reaccién electroquimica [2].

Figura A2.3 Detector amperométrico BAS LC 4C

Los amperimetros poseen una resistencia shunt, la cual es una resistencia en paralelo. Con la
presencia de diversas resistencias shunt, se puede construir un amperimetro con varios rangos
o intervalos de medicion. Los amperimetros tienen una resistencia interna muy pequeiia (< 1
Ohm), ya que de esta manera su presencia no disminuye la corriente medida de circuito
eléctrico. De igual manera contienen un conversor analdgico-digital para medir la caida de
tension en un resistor, empleando un microprocesador que arroja los datos de forma numérica

digital.
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