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Resumen

La contaminacion generada por la presencia de microorganismos como Escherichia coli O157:H7
representa un problema ambiental y social, debido a las graves enfermedades presentadas por este
patogeno. La deteccion oportuna de este microorganismo presenta algunas desventajas respecto a
las técnicas tradicionales, por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas tecnologias para la
deteccidn de este microorganismo en agua con tiempos de deteccion mas cortos, por lo anterior en
este trabajo se presenta una alternativa para la deteccion de Escherichia coli O157:H7 mediante el
uso de biosensores electroquimicos a base de péptidos PEPTIR. La determinacion de las
caracteristicas analiticas del biosensor electroquimico a base de péptidos PEPTIR se realizd
mediante la inmovilizacién del PEPTIR 1y PEPETIR 2 a diferentes concentraciones de 5, 10, 50
y 100 nM, buscando garantizar la inmovilizacion y la deteccion de Escherichia coli O157:H7. Para
esto se evaluaron las caracteristicas analiticas de los bionsensores electroguimicos mediante
técnicas electroquimicas como voltametria ciclica (CV), voltametria de onda cuadrada (SWV) y
Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), evaluando asi el efecto de las modificaciones
realizadas sobre el electrodo de trabajo del biosensor electroquimico. Obteniendo como resultado
las concentraciones optimas del PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 estableciendo los limites de deteccion
y limite de cuantificacién a diferentes concentraciones de microorganismo 10, 20, 50, 100, 300
UFC /mL. Por otro lado, se evalud la selectividad del biosensor basado en péptidos para el PEPTIR
1.0 y PEPTIR 2.0 frente a Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus
dando como resultado una alta selectividad respecto a los demas microorganismos.

Palabras clave: Microorganismo patégeno, biosensor amperométrico, selectividad.
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Abstract

The contamination generated by the presence of microorganisms such as Escherichia coli O157:H7
represents an environmental and social problem, due to the serious diseases presented by this
pathogen. The timely detection of this microorganism presents some disadvantages with respect
to traditional techniques, therefore, it is necessary to develop new technologies for the detection
of this microorganism in water with shorter detection times, therefore, in this work it is presented
an alternative for the detection of Escherichia coli O157:H7 through the use of electrochemical
biosensors based on PEPTIR peptides. The determination of the analytical characteristics of the
peptide-based electrochemical biosensor PEPTIR was carried out by immobilizing PEPTIR 1 and
PEPETIR 2 at different concentrations of 5, 10, 50 and 100 nM, seeking to guarantee the
immobilization and detection of Escherichia coli O157: H7. For this, the analytical characteristics
of the electrochemical biosensors were evaluated using electrochemical techniques such as cyclic
voltammetry (CV), square wave voltammetry (SWV) and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), thus evaluating the effect of the modifications made on the working electrode.
of the electrochemical biosensor. Obtaining as a result the optimal concentrations of PEPTIR 1.0
and PEPTIR 2.0, improving the detection limits and quantification limit at different concentrations
of microorganism 10, 20, 50, 100, 300 CFU/mL. On the other hand, the selectivity of the peptide-
based biosensor for PEPTIR 1.0 and PEPTIR 2.0 against Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli and Staphylococcus aureus was evaluated, resulting in a high selectivity with respect to other
microorganisms.

Keywords: pathogenic microorganism, amperometric biosensor, selectivity.
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Glosario

Biosensor: Dispositivo usado para la medicion de parametros quimicos y bioldgicos.

Transductor: Dispositivos que tienen la capacidad de transformar una sefial.

SWV: Voltametria de Onda cuadrada, técnica electroquimica en la donde la corriente es
medida durante intervalos de tiempo muy cortos en la parte final de la onda positiva y la onda
negativa.

CV: Voltamperometria ciclica, es una técnica electroquimica que se caracteriza por la
aplicacién de un potencial al electrodo de trabajo y de referencia para medir la corriente durante
una variacién controlada de potencial.

EIS: Espectroscopia de impedancia electroquimica, consiste en la medida de la impedancia

que presenta un sistema electroquimico a diferentes frecuencias.
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Introduccion

Una de las principales problematicas a nivel ambiental, econdmico y social es la escasez
del recurso hidrico para el consumo humano la cual afecta a mas del 40 % de la poblacion mundial
y segun las proyecciones esta cifra crecera debido al aumento de las temperaturas globales a causa
del cambio climatico (PNUD, 2019) y en gran parte a la contaminacion generada por la presencia
de microorganismo como Escherichia coli, un bacilo Gramnegativo, facultativamente anaerobico
que habita en la flora intestinal normal de los mamiferos (Feliatra et al., 2022), la mayoria de estas
cepas no afecta la salud de las personas, sin embargo, Escherichia coli O157: H7, productora de
la toxina Shiga, es el serotipo de Escherichia coli mas importante por su impacto en la salud
publica, segun la OMS Escherichia coli O157:H7 se transmite al hombre principalmente por la
ingesta de alimentos contaminados o consumo de agua. La contaminacién fecal del agua y de los
alimentos ocurre ya que este patdgeno se encuentra en estanques, pozos y abrevaderos y tiene la
capacidad de sobrevivir durante meses en el estiércol y en los sedimentos de agua, reportando asi
casos de transmisidn y convirtiéndose en las principales causas de enfermedades y mortalidad en
el mundo (OMS, 2018).

Debido a lo anterior, detectar la presencia de estos microorganismos patdgenos en los
efluentes de agua es fundamental para le prevencion de brotes transmitidos por Escherichia coli
0157:H7. Actualmente los métodos de deteccion y cuantificacion empleados son: cultivo en
medios selectivos, Kits bioguimicos, ensayos inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y
ensayos en cadena de la polimerasa (PCR), sin embargo, estos métodos requieren mucho tiempo,
tecnologias costosas y no tienen la capacidad de deteccién en tiempo real (Rosado-Porto et al.,
2021). Teniendo en cuenta lo anterior, es importante el desarrollo de nuevas alternativas con

tiempos de respuesta mas cortos y economicos. En la ultima década se han venido desarrollando
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nuevas tecnologias como son los biosensores, ya que estos dispositivos han demostrado una gran
utilidad en areas vitales como la salud, seguridad alimentaria, monitoreo ambiental y el sector
farmacéutico, convirtiendolos actualmente lideres en el mercado para las tecnologias de
diagnostico respaldando el 70% de las decisiones médicas (Altug et al., 2022). Los biosensores se
clasifican segun el tipo de transductor empleado, dentro de los cuales se encuentran los biosensores
opticos, calorimétricos, piezoeléctricos y electroquimicos. Los biosensores electroquimicos estan
conformados por un soporte sélido, esta superficie es disefiada y modificada con el fin de llevar a
cabo interacciones como amina y carboxilo, aldehido y tiol dependiendo de los grupos quimicos
del electrodo y del elemento bioldgico de reconocimiento, estas interacciones se llevan a cabo con
el objetivo de producir una sefial que sea medible por el transductor (Cho et al., 2020).

Existen diferentes tipos de biosensores dependiendo de su elemento bioldgico de
reconocimiento, las moléculas bioldgicas de reconocimiento pueden ser enzimas, anticuerpos,
acidos nucleicos y aptdmeros, ademas, la sintesis de aptdmeros, proteinas y virus ha venido en
aumento ya que el disefio de estas moléculas proporciona un aumento en la selectividad de los
biosensores (Gupta et al., 2021). El interés en el uso de péptidos como elementos de
reconocimiento para la deteccidén de microorganismos en biosensores, se debe a que son moléculas
mas versatiles debido a sus propiedades fisicoquimicas. Los péptidos se componen normalmente
de 10 a 100 aminoacidos y adoptan estructuras tridimensionales, teniendo la capacidad de
interactuar con iones, moléculas y membranas de microorganismos. La interaccidn péptido-analito
se lleva a cabo mediante interacciones intermoleculares no covalentes de tipo electrostaticas,
enlaces de hidrégeno, hidréfobos y van der Waals, lo cual permite que puedan ser disefiados
manteniendo su estructura y caracteristicas bioquimicas. Redondo en 2021, realizaron el disefio

bioinformatico de dos péptidos analogos a la proteina TIR (Translocated Intimin Receptor) como
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molécula de reconocimiento en biosensores electroquimicos para la deteccion de Escherichia coli
0157:H7 en matrices acusas, estos peptidos fueron denominados PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 los
cuales presentan caracteristicas especificas para ser evaluados (Redondo, 2021).

Una de los principales retos en el uso de biosensores es la modificacion de la superficie del
transductor para el reconocimiento del analito y que la actividad bioquimica que es transformada
en sefial sea cuantificable (Cesewski & Johnson, 2020b). Dentro de las modificaciones que pueden
realizarse se encuentran el uso de las nanoestructuras y las nanoparticulas de oro, cada uno de estos
materiales tienen propiedades Unicas, y poseen una alta area superficial y reactividad,
convirtiéndolos asi en una alternativa interesante para aplicacion en la modificacion de biosensores
electroquimicos. Las modificaciones realizadas con nanoestructuras se destacan los nanotubos de
carbono (CNT) que poseen un amplio rango de aplicaciones debido a sus propiedades tales como
conductividad térmica y eléctrica, estabilidad, resistencia mecanicay la capacidad para interactuar
con una variedad de analitos debido a su gran area superficial por medio de la adsorcion de
moléculas y biomoléculas sobre superficies modificadas. Otro de los compuestos usados en la
modificacion de la superficie del electrodo es el uso de nanoparticulas de oro, estas se caracterizan
por presentar propiedades oOpticas, eléctricas, cataliticas y biocompatibles. La electrodeposicion
quimica es uno de los métodos mas empleados en la obtencion de nanoparticulas de oro sobre
sustratos conductores principalmente porque permite el control del tamafio y distribucion de las
nanoparticulas por medio del potencial, tiempo de electrodeposicion o concentracion de la solucion
(Gonzalez, 2015). Por lo anterior, en este trabajo se presentan los resultados obtenidos en la
deteccidn electroquimica de Escherichia coli O157:H7 en matrices acuosas utilizando biosensores

a base de péptidos PEPTIR modificados con nanoparticulas de oro y nanotubos de carbono.
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1 Deteccion electroguimica de Escherichia coli O157:H7 en agua utilizando biosensores

peptidicos modificados

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Evaluar biosensores electroquimicos a base de péptidos PEPTIR 1.0y 2.0 modificados con

nanoparticulas de oro para la deteccion de Escherichia coli O157:H7

1.1.2  Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas analiticas de los biosensores electroquimicos a base de
péptidos PEPTIR 1.0 y 2.0 para la deteccion de Escherichia coli O157:H7.

Modificar el transductor electroquimico de biosensores peptidicos con nanoparticulas de
oro.

Evaluar el efecto de las modificaciones del transductor sobre las caracteristicas analiticas

del biosensor hacia la deteccion de Escherichia coli O157:H7.

2 Marco referencial

2.1 Marco tedrico

En el presente capitulo se describen los fundamentos teéricos que describen la clasificacion

de los biosensores, los métodos de inmovilizacion y las técnicas electroquimicas para la deteccion.
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2.1.1 Biosensor

De acuerdo con la International Union of Pure and Applied Chemistry (2020), un biosensor
“es un dispositivo, el cual es capaz de proveer informacion analitica cuantitativa o semicuantitativa
empleando un elemento de reconocimiento bioldgico conocido como receptor bioquimico, el cual
esta en contacto con el elemento de transduccion electroquimico”. Segun Torres (2019), un
biosensor esta formado por un componente bioldgico que actia como elemento de reconocimiento
interaccionando especificamente con una sustancia determinada, y un componente transductor que

es capaz de interpretar la interaccion y transformarla en una sefial medible (Torres, 2019).

2.1.1.1 Componente biol6gico. EI componente de reconocimiento biolégico que forman
parte de los biosensores, segun Ramoén (2017) esta constituido por biomoléculas como enzimas,
anticuerpos o acidos nucleicos, o por sistemas bioldgicos como células, tejidos y organulos. Estos
elementos se caracterizan por presentar un elevado grado de selectividad hacia un sustrato o analito
determinado, lo que permite que los biosensores puedan ser utilizados en matrices complejas sin

necesidad de etapas de purificacion de la muestra (Ramoén, 2017).

2.1.1.2 Componente transductor. EI componente de transduccién no debe interferir en la
reaccién de reconocimiento bioldgico y la respuesta a los cambios producidos por la reaccion debe
ser lo mas rapido posible. Segiin Ramon (2017), el transductor es el encargado de transformar la
reaccion entre el analito y el bioreceptor mediante una sefial. Los elementos de transduccion que
se pueden utilizar en el disefio de un biosensor incluyen una gran variedad de materiales, sustancias

y compuestos; por ejemplo, electrodos modificados (Ramon, 2017).



DETECCION ELECTROQUIMICA DE ESCHERICHIA COLI 0157:H7 15

2.1.2 Clasificacion de los biosensores
La clasificacion de los biosensores considera diferentes criterios, tanto el mecanismo de

reconocimiento y el sistema de transduccion, como se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Componentes y tipos de biosensores

—  Anticuerpos

— Enzimas

| Elemento bioldgico de
reconocimiento

— Aminoacidos

[

Acidos nucleicos

m Opticos
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|
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— Transductor —

Piezoeléctricos

[

— Electroquimicos

A continuacion, se describe la clasificacion de los hiosensores de acuerdo al elemento

biologico de reconocimiento y el transductor.

2.1.2.1 Clasificacion de acuerdo con el elemento de reconocimiento biologico. Los
biosensores se clasifican segun el elemento de reconocimiento, ya que el bioreceptor aumenta la

sensibilidad y la selectividad del biosensor para determinar un analito especifico y prevenir las
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interferencias al analizar la muestra. La sefial biologica de los biosensores puede dividirse en
cuatro mecanismos: Biosensores enzimaticos, inmunosensores, sensores de ADN/acido nucleico
y sensores basados en células. A continuacion, se describen cada uno de estos mecanismos.

* Biosensores enzimaticos: Estos biosensores se basan en la biocatéalisis ya que, las enzimas
tienen la caracteristica de reconocer especificamente a un sustrato y transformarlo mediante
procesos cataliticos. La inmovilizacion de la enzima se realiza mediante interacciones dentro de
las cuales se encuentran los enlaces idnicos, Van der Walls y enlaces covalentes (Alhadrami, 2018;
Torres, 2019).

* Inmunosensores: Los inmunosensores aplican el concepto de inmunoensayos en fase
sOlida, los antigenos y anticuerpos se inmovilizan sobre un soporte sélido, la interaccidn antigeno-
anticuerpo ocurre en la interfaz sélido-liquido. Cesewski & Johnson argumentan que el anticuerpo
se enlaza con el patdgeno o toxina con el componente que se encuentra en el sistema inmune. Este
biosensor representa caracteristicas atractivas debido a la sensibilidad, selectividad y rapida
respuesta (Alhadrami, 2018; Cesewski & Johnson, 2020a).

» Sensores de ADN/acido nucleico: Este biosensor se basa en el reconocimiento de un
fragmento de una hélice del acido nucleico y el enlace con la hélice complementaria, segin Torres
(2019), la formacion de la doble hélice esta regida por puentes de hidrdégeno, estos biosensores son
usados en el area clinica para el diagndstico de virus y enfermedades (Torres, 2019).

* Sensores basados en células: Las células vivas son el elemento de reconocimiento
bioldgico y se basan en la deteccién del analito en interés en condiciones intracelulares o
extracelulares, son usados en el diagnostico clinico, analisis ambiental, control de calidad en

alimentos, industrial farmacéutica y deteccidn de drogas (Torres, 2019).
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* Péptidos antimicrobianos: Son moléculas que contienen 12 y 60 aminoacidos, forman
parte de la respuesta de defensa de diferentes organismos mediane la mediacion de la respuesta
hacia patdgenos, parasitos y hongos. EI mecanismo general que los péptidos ejercen consiste en
dafar la membrana celular del patégeno, esta interaccion con el microorganismo esta mediada por
fuerzas electrostaticas entre los residuos amino positivos y la carga negativa de la membrana del

patogeno (Angel et al., 2018).

2.1.2.2 Clasificacion de acuerdo con el tipo de transductor. El transductor hace parte del
biosensor el cual hace parte del proceso de deteccion de la sefial. El transductor es un dispositivo
que convierte un intervalo fisico, quimico o biolégico en una sefial eléctrica con alta sensibilidad
y el minimo de interferencias en la medicion. Existen diferentes métodos para la deteccion de la
sefial, los biosensores mas empleados son: Biosensores electroquimicos, biosensores Opticos,
biosensores piezoeléctricos y biosensores calorimétricos.

* Biosensores electroquimicos: Los transductores electroquimicos son los mas empleados,
debido a sus disefios simples, facil manejo y miniaturizacion. Segin Royano (2020), la sefial
transformada ocurre debido a la interaccion electroquimica entre el analito y el electrodo. El
biosensor electroquimico consta de una serie electrodos y en funcién de la informaciéon que
detecten pueden actuar como biosensores amperométricos, potenciométricos o conductimétricas
(Royano, 2020).

* Biosensores amperométricos. L0S biosensores amperométricos miden un potencial
constante, la intensidad de corriente se produce en sobre la superficie del electrodo por una
reaccién de oxidacion-reduccion. Segun Kaur (2018), la interaccién es directamente proporcional

a la cantidad de sustancia electroactiva y puede estar relacionada con la concentracion del analito.
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Los biosensores amperométricos son mas selectivos que otros transductores debido al potencial de
oxidacion o reduccion es caracteristico de cada analito. Los biosensores amperométricos constan
de un sistema de tres electrodos: electrodo de referencia, auxiliar y de trabajo. El potencial se
aplica sobre el electrodo de trabajo, que se mantiene constante debido al electrodo de referencia,
el electrodo de trabajo registra el cambio de corriente cuando se produce la reaccion electroquimica
y la intensidad es medida por un amperimetro. El electrodo auxiliar cierra el circuito permitiendo
de esta manera la transferencia de carga (Kaur et al., 2018).

* Biosensores potenciométricos: L0s biosensores potenciométricos miden la diferencia de
potencial entre el electrodo de trabajo y el de referencia manteniendo la corriente constante. La
diferencia de potencial es causada por una reaccién quimica que cambia la concentracion de iones
presentes. La concentracion del analito sobre electrodo obliga a variar el potencial para mantener
la corriente constante. Los transductores potenciométricos fueron los transductores mas empleados
en los afios 80 y 90, sin embargo, la posibilidad de miniaturizacion y mejoras en la sensibilidad ha
hecho que los transductores amperométricos aumenten sus aplicaciones (Royano, 2020).

* Biosensores conductimétricos: Los biosensores conductimétricos miden los cambios en
la conductividad del medio, una reaccion quimica o la formacién de diversos complejos segun
Kaur et al (2018) pueden variar la concentracion de iones en el medio, cambiando la movilidad de
estos hacia el anodo Yy el catodo, alterando de esta manera las propiedades conductoras del medio,
cambiando la transferencia de cargas por el sistema. Los cambios en la transferencia de cargas se
pueden medir con detectores impedimétricos, los cuales miden la oposicion que presenta el
dispositivo al transporte de electrones, generalmente mediante una corriente alterna registra
camios de la impedancia en funcion de la frecuencia de la corriente alternada que es aplicada. De

manera sencilla, la medida de la conductividad o la impedancia es explicada con la ley de Ohm, la
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cual relaciona de manera inversamente proporcional la corriente que circula por un circuito y la

resistencia que presenta (Kaur et al., 2018).

2.1.3 Meétodos de inmovilizacion

El proceso de inmovilizacion es una de las etapas mas importantes en el disefio de los
biosensores ya que es la base para lograr la interfaz entre el material bioldgico y el sistema de
transduccion. Los biosensores generalmente son disefiados con una alta carga de enzimas para
asegurar suficientes actividades de biocatalizador y para obtener una actividad estable durante el
tiempo, las enzimas se fijan sobre soportes solidos. La inmovilizacion implica asociar los
biocatalizadores con una matriz insoluble y el método de inmovilizacion depende del elemento
biolégico de reconocimiento, el tipo de transductor, las propiedades fisicoquimicas del analito y
las condiciones operativas. Dentro de los métodos de inmovilizacion incluyen adsorcion, unién

covalente, entrecruzamiento, encapsulacion y atrapamiento que muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Métodos de inmovilizacion en el disefio de biosensores

d) Encapsulation

b) Covalent

) Cross linking

Adaptado de (Sandoval & Herrera, 2018).

2.1.4 Técnicas electroquimicas

La voltamperometria comprende un grupo de técnicas electroquimicas en los cuales los
procesos de transferencia de carga no espontaneos son impulsados por la diferencia de potencial
eléctrico que es aplicado externamente. La finalidad de la voltamperometria es la caracterizacion
de la reaccion redox y su determinacién analitica, en la voltamperometria son importantes los
parametros fisicos como el potencial eléctrico y la corriente. A continuacién, se describen algunas

de estas técnicas.

2.1.4.1Voltamperometria ciclica (CV). La voltametria ciclica es una técnica
electroquimica que consiste en ciclar el potencial de un electrodo, que se encuentra sumergido en
una solucion y mide la corriente resultante. El potencial del electrodo de trabajo se controla frente

al electrodo de referencia observandose un comportamiento redox. La sefial de excitacion para la
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voltamperometria ciclica realiza un barrido de potencial lineal, esta sefial hace que el potencial
escanee negativa y posteriormente la direccion de barrido se invierte causando un barrido positivo,
esta reaccion se da con el fin de comprobar la formacion de su par redox y de esta manera dilucidar
los mecanismos de reaccion (Roldan, 2019). En la Figura 3 se presentan los parametros de un

voltamperograma ciclico en el cual:

Figura 3. Magnitudes de un voltamperograma ciclico de acuerdo a la IUPAC
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Adaptado de (Roldan, 2019).

Donde Ej es el potencial de pico catddico, Ejes el potencial de pico anddico, iy es la

intensidad de corriente de pico catodico, y ijes laintensidad de corriente de pico anédico.

2.1.4.2 Voltametria de Onda cuadrada (SWV). La voltametria de onda cuadrada
consiste en un avance de potencial y tiempo mediante escalores, midiendo una determinada
frecuencia en s. La onda cuadrada se caracteriza por una altura de pulso que es medida con
respecto al escalon correspondiente de la escalera y el ancho del pulso, la corriente es medida

durante intervalos de tiempo muy cortos en la parte final de la onda positiva, ltr, que esta en la
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direccion del barrido de la escalera a un tiempo determinado, y en la parte final de la onda negativa,
lev, @ otro tiempo con direccion opuesta. Por otro lado, se puede construir otra curva
voltamperométrica restando los valores correspondientes de corriente (lfor Y lrev), denominados
corriente neta (Al). En consecuencia, el resultado de una sola pasada de SWV son tres
voltamperogramas (lor, lrev, Al), @ continuacion, se presenta un esquema de la voltamperometria

de onda cuadrada (Mirceski et al., 2018).

Figura 4. Técnicas de voltametria de onda cuadrada
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Adaptado de (Mirceski, 2018).

2.1.4.3 Espectroscopia de Impedancia electroquimica (EIS). La espectroscopia de
impedancia electroquimica es una técnica de caracterizacion que se utilizan para obtener
propiedades fisicas, coeficientes de difusién y caracteristicas microestructurales de sistemas
electroquimicos. EIS se basa en perturbar un el electrodo de trabajo con una sefial alterna que
llevan al electrodo a condiciones alejadas del equilibrio.

La técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica mide la relacion entre la
corriente y la diferencia de potencial aplicando una frecuencia. Las reacciones se caracterizan
mediante un circuito eléctrico que consta de resistencias, condensadores o elementos de fase

constante que se conectan en paralelo o en serie para formar un circuito equivalente, el EIS tiene
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la capacidad de estudiar las propiedades intrinsecas de los materiales o los procesos que influyen
en la conductancia, resistencia o capacitancia de un sistema electroquimico. La resistencia que se
evidencia en la espectroscopia de impedancia electroquimica obedece a la ley de Ohm (Magar et
al., 2021). Cuando la superficie del electrodo es modificada por una monocapa que no es
conductora altera la respuesta de la corriente alterna, por lo tanto la espectroscopia de impedancia
electroquimica proporciona un modelo de circuito equivalente, el cual es usado para describir el
comportamiento de las reacciones de transferencia de carga, la presencia de una monocapa afecta
dos componentes, cuando se presentan altas frecuencias donde la reaccion de los electrones esta
controlada cinéticamente, el comportamiento de la resistencia a la transferencia de carga
heterogénea aumenta debido a la inhibicion de la velocidad de transferencia electronica, y esto se
ve reflejado en el aumento en el radio del semicirculo. Por otro lado, a bajas frecuencias la
impedancia de Warburg se desvia de su habitual dependencia lineal cono la frecuencia (Chavez,
2017). Dentro de los circuitos mas utilizados para modelizar los fenédmenos interfaciales es el

circuito de Randles el cual se presenta a continuacion.

Figura 5. Diagrama de Nyquist y circuito de Randles
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El circuito de Randles, estd conformado por una resistencia en serie a un circuito que incluye un

condensador (CPE) en paralelo con una resistencia (Rct) més el término de Warburg. El espectro
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inicia en Rsol representa la resistencia a la solucion, y el punto final a la suma de Rsol Y Ret, donde
Rct es la resistencia a la transferencia de carga entre la solucion y la superficie del electrodo. El
valor de CPE es el valor de la capacitancia de la doble capa obtenido del valor maximo de
impedancia imaginaria. En cuanto la impedancia de Warburg que depende de la difusion de los
iones desde el seno de la disolucidn hacia la interfase del electrodo, representado en la pendiente
que se origina al final del semicirculo (Chavez, 2017). En la Figura 4 se muestra un esquema que
se compone de la parte real en el eje X y la parte imaginaria en el eje Y, representado en el

Diagrama de Nyquist (Primo, 2016).

2.1.5 Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli pertenece a la familia de Enterobacteriaceae, es un bacilo gran negativo,
anaerobio facultativo y no presenta formacion de esporas. Las cepas enteropatogenas de
Escherichia coli son la principal causa de diarrea ya que tiene la capacidad de causar infeccion
mediante la adhesion bacteriana a las células epiteliales del intestino delgado, lo cual conlleva a la
destruccion de las microvellosidades. Uno de los factores de virulencia de Escherichia coli
0157:H7 es la proteina de membrana conocida como la intimina y el receptor especifico conocido
como TIR (Translocated Intimin Receptor).

El mecanismo de accidn de esta cepa patdgena se inicia con el receptor de la intimina
translocada (Tir), una proteina que se une en la membrana epitelial. Este mecanismo esta mediado
por dos proteinas que son secretadas en la membrana, que actian como receptor de una adhesina
bacteriana en la membrana externa, que es la intimina. Las intiminas son producidas por patdgenos
que causan lesiones de tipo A/E (attaching and effacing), como Escherichia coli O157:H7 (Brosel-

Oliu et al., 2017).
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La proteina intimina estd compuesta por un total de 934 aminoacidos. Esta molécula
considerada como una proteina de membrana externa, cuenta con una porcion extracelular que
comprende una varilla articulada de dominios (DO, D1, D2 y D3) que se extiende desde la
superficie de la bacteria transportando una "punta adhesiva"™ que se encuentra en los 190
aminoacidos C-terminales, accesible a su respectivo receptor TIR. La proteina TIR, es una
molécula con un tamafio de 558 aminoacidos, cuya funcion principal es servir de receptor frente a
la proteina intimina de E. coli y permitir la unién de la bacteria en la superficie de la célula huésped.
Este receptor cuenta con una region N-terminal y C-terminal intracelular. Las interacciones mas
abundantes entre estas moléculas son las interacciones hidrofébicas y electrostaticas y el dominio
de vinculacion de la Tir tiene una carga negativa neta general (siete cargas negativas netas) y la
intimina tiene una carga positiva general complementaria (seis cargas positivas netas) (Ldpez,

2021; Redondo, 2021).

2.2 Marco conceptual

Existen diferentes biosensores usados para la deteccion de microorganismos patdégenos y
contaminantes que afectan la calidad del agua. Existe una demanda creciente para la mejora en los
protocolos de muestreo, la deteccion in situ y precision en la deteccion de contaminantes. El primer
biosensor fue un electrodo para medir oxigeno construido y desarrollado por Clark en 1962, fue el
primer biosensor enzimatico en el cual combinaba la actuacion de la enzima glucosa oxidasa con
un detector electroquimico que era un electrodo de oxigeno. Este biosensor permitia relacionar
directamente la concentraciéon de glucosa con la disminucion de la concentracion de oxigeno.

Posterior a esto, se desarrollaron electrodos potenciométricos inmovilizando otras enzimas como
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ureasas sobre electrodos selectivos de amonio y analizadores de glucosa que estaban basados en
detecciones amperomeétricas de perdxido de hidrogeno.

En la siguiente década, se empezaron a usar los mediadores electroquimicos para favorecer
la transferencia de electrones desde el centro redox de una enzima a la superficie del electrodo,
dandole paso a la nueva generacion de los biosensores electroquimicos. Los primeros
experimentos de AMP para aplicaciones de biosensores fueron realizados por Kulagina et al, dos
ensayos de biosensor utilizando magainina | como la molécula de reconocimiento en la deteccion
basada en fluorescencia de Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella (Kulagina et al., 2005).

En un estudio realizado por Alcaraz, Fabiano & Camara (2013), se desarroll6 un biosensor
amperométrico de tirosinasa para la determinacion de contenido fendlico total en aguas
superficiales. Para este estudio realizaron mediciones en una celda electroquimica con un sistema
de tres electrodos compuestos por un electrodo de referencia Ag/AgCl, un electrodo auxiliar de
hilo de platino y un electrodo de trabajo de composite grafito epoxi modificado con la enzima, la
enzima tirosinasa se presentd de manera liofilizada. En este estudio se logro el disefio y desarrollo
de un biosensor para la deteccion de fenoles sin pérdida de actividad de la enzima y con una
precisién adecuada, ademas optimizaron la metodologia cuantitativa sencilla, rapida y eficaz
basada en amperometria para la deteccion de contaminantes simples con un tiempo total de ensayo
de 5 minutos (Alcaraz et al., 2013).

En un estudio realizado por Hernandez (2016), tuvo como objetivo desarrollar el
biosensores para la deteccion de hidrocarburos aromaéticos en aguas marinas, obteniendo
biosensores bacterianos con la capacidad de detectar BTX (Hidrocarburos aromaticos excepto
etilbenceno) y PAHs (Hidrocarburos aromaticos policiclicos) a diferentes concentraciones,

resaltando que estos biosensores son versatiles y mediante diferentes optimizaciones obtener un
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aumento en la sensibilidad y respuesta a contaminantes que se encuentren en el medio ambiente
(Sanchez, 2016).

En un estudio realizado por Torres (2019) tenia como finalidad desarrollar un biosensor
bioenzimatico y biparamétrico para la deteccion simultanea de glucosa y colesterol en muestras
alimenticias, para esto modelé un biosensor amperométrico construido a partir de un electrodo
serigrafiado de carbon sobre el que depositd ferricianuro de potasio, actuando como mediador y
una membrana enzimatica formulada con glucosa oxidasa y colesterol oxidasa. En este estudio se
obtuvo un dispositivo biparamétrico con el cual se obtuvieron porcentajes de error menores al 10
% (Torres, 2019).

En 2021 Ren., et al desarroll6 un biosensor electroquimico para la deteccién de bacterias
gram negativas logrando deteccion a través de la interaccién carbohidrato-carbohidrato especifica
entre la gluconamida y el lipopolisacarido, destacando que la aplicacion de voltaje mejora la
eficiencia de reconocimiento y acorta el tiempo de deteccion a través de la deformacion temporal

de la superficie del electrodo, con un limite de deteccion de 1x10° UFC/mL con un rango
lineal de 1x10° UFC/mL y 1x108 UFC/mL para E coli (Ren et al., 2021).

En un estudio realizado por Redondo en 2021, se realiz6 un disefio bioinformético de un
nuevo péptido de denominado PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0. Este péptido fue utilizado como
elemento de reconocimiento en un biosensor serigrafiado modificado con nanoparticulas de oro
para la deteccion de Escherichia coli. Este estudio muestra como resultado que el biosensor puede
detectar la bacteria con limites de deteccion y cuantificacion de 2 y 6 UFC/mL, respectivamente.
Ademas, evaluaron la selectividad del sistema para la deteccidn del patdgeno en presencia de otros
microorganismos como P aeruginosa y S aureus, lo cual permiti6 la deteccion rapida, sensible y

selectiva de Escherichia coli en matrices acuosas (Redondo, 2021).
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A continuacion, se presenta un listado de algunos estudios en los cuales realizaron la

deteccion de Escherichia coli.

Tabla 1. Listado de antecedentes

Agente Elemento de Rango de deteccion Referencia
Patdgeno reconocimiento
Escherichia rGO-CysCu/Gold electrode Linear range: 100-108 (Pandey et al.,
coli CFU/mL LOD: 3.8 CFU/mL 2017)
Assay time: > 1h
Escherichia CdS@ZIF-8 particles Linear range: 10-108 (Zhong et al.,
coli O157:-H7 CFU/mL Assay time: <3 h 2018)
LOD: 3 CFU/mL (S/N=3)
Escherichia PPy y gluconamida LOD: 1x10° UFC/MI (Ren et al., 2021)
coli Rango lineal de 1x10°y 1x108
UFC/mL.
Escherichia PEPTIR 1.0 Linear range: 0-500 CFU/mL  (Ropero-vega et
coli 0157:H7 LOD: 2 CRU/mL al., 2021)

2.3 Mareco legal

Para la ejecucion de este trabajo, los ensayos fueron realizados teniendo en cuenta las
normas de bioseguridad y las buenas practicas de laboratorio implementadas en el Laboratorio de
Biotecnologia de la UDES, con el fin de garantizar la seguridad de los individuos y el

procesamiento de las muestras, ademas, esta investigacion no fue realizada en seres humanos.
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De acuerdo con la Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica
de Colombia establecen normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion, en la
cual establece la normativa para la manipulacion de microorganismos patogenos que forman parte
del riesgo 11, es decir riesgo moderado individual y riesgo comunitario limitado, cumpliendo con

todos los parametros establecidos y normas de bioseguridad.

3 Método

A continuacién, se indica la metodologia desarrollada para la evaluacion de los biosensores
electroquimicos basados en los Péptidos PEPTIR 1.0 (secuencia QKVNIDELGNAIPSGVLKDD)
y PEPTIR 2.0 (secuencia QKVNIAELGNAIPSGVLKDD) los cuales fueron sintetizado por
Biomatik® (Wilmington, DE, EE.UU.) con una pureza superior a 95% para la deteccién de
Escherichia coli O157:H7. En esta seccion se muestra la determinacion de las caracteristicas
analiticas de los biosensores electroquimicos en la cual se emplean las técnicas electroquimicas
voltametria ciclica (CV), voltametria de onda cuadrada (SWV) y Espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS), asi como la metodologia desarrollada para la evaluacion del efecto de las

modificaciones realizadas sobre las caracteristicas analiticas del biosensor.

A continuacién, se presenta la descripcion de las caracteristicas de los electrodos
serigrafiados los cuales fueron adquridos comercialmente (Palmsens) del fabricante Italsens, que
consta de un electrodo de trabajo (7,07 mm?2), un electrodo de carbdn auxiliar y un electrodo de
referencia de plata / cloruro de plata (Ag / AgCl). Las mediciones electroguimicas y la evaluacion
del biosensor se realizaron en un potenciostato / galvanostato VersaSTAT 3 (Princeton Applied

Research) controlado por el software Versastudio (v. 2.60.6.).
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Tabla 2. Caracteristicas de los electrodos serigrafiados ItalSens (IS)

Electrodo Material

Electrodo de trabajo Carbono

Electrodo de referencia Plata cubierta por cloruro
de plata

Electrodo auxiliar Carbono ”

3.1 Comportamiento electroquimico de los biosensores

La determinacién de las caracteristicas analiticas del biosensor electroquimico a base de
péptidos PEPTIR se realizé6 mediante la inmovilizacion del PEPTIR 1y PEPETIR 2 a diferentes
concentraciones, buscando garantizar la inmovilizacion y la deteccion de Escherichia coli
0157:H7. Adicional a esto, se realizo un ajuste de la concentracion de las soluciones de la cupla
redox, a un tiempo determinado de inmovilizacién. En la Figura 6 se presenta el diagrama de

construccién del biosensor y deteccion de Escherichia coli O157: H7.
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Figura 6. Diagrama de construccién del Biosensor y Caracterizacion mediante EIS y SWV
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En la primera etapa se evidencia comportamiento electroquimico del electrodo sin
modificar (SPE) representado con la linea negra y la electrodeposicion de las nanoparticulas de
oro representados con la linea roja para las dos técnicas electroquimicas de EIS y SWV. En la
segunda etapa, se evidencia la inmovilizacion del péptido PEPTIR y la tendencia en cada una de
las técnicas es representada con la linea azul y por dltimo, en la tercera etapa representa la
deteccidn y el cambio en la resistencia en la transferencia de carga es observada con la linea

morada.
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Las SWV se realizaron entre -0,4 a +0,8 V permitiendo 10 s de estabilizacién o equilibrio
a -0,4 V, la amplitud o “Altura del pulso” fue de 50 mV, el paso de potencial (Estep) fue de 5,0
mV y una frecuencia de 10 Hz. Las mediciones de EIS se realizaron entre 50000 y 1 Hz a un
potencial fijo de 10 mV RMS 'y +0,0 V frente a OCP (Cobos, 2019). La CV y SWV se realizaron
utilizando una solucién 10 mM de sonda redox, mientras que las mediciones de EIS se realizaron
utilizando 5,0 mM de sonda redox Para la técnica electroquimica de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) se realiza el modelamiento del circuito de Randles en el programa EIS
Spectrum Analyser con el fin de extraer los resultados de la resistencia y calcular los valores

normalizados para ser graficados en OriginPro.

3.2 Inmovilizacién de péptidos PEPTIR

Los péptidos PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 adquiridos comercialmente en concentraciones de
5mg/ml, se ajustaron a las concentraciones evaluadas mediante diluciones a partir de una
concentracion de 2000 nM de péptido PEPTIR en agua tipo I, el péptido se deposita sobre el
electrodo de trabajo y se incuba durante 16 horas como tiempo de inmovilizacién determinado
(Redondo, 2021). En este proceso, se evaluaron diferentes concentraciones, 100, 50, 10 y 5 nM
para cada uno de los PEPTIR 1.0 y 2.0, por triplicado, y teniendo como referencia un blanco
correspondiente al biosensor sin péptido inmovilizado. Las concentraciones de las soluciones de

la cupla redox empleados, fueron de 10 y 5 nM de ferro-ferri.
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Figura 7. Inmovilizacion péptidos PEPTIR
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3.3 Analisis para la deteccidn de Escherichia coli O157:H7

El proceso de deteccién de Escherichia coli O157: H7 se realiza partiendo de la
reactivacion del microorganismo, el cual se mantiene crioconservado a -80°C en caldo Luria
Bertani (LB), en este proceso, se adicionan 50 uL de material crioconservado en 5 mL de caldo
LBy se incuba a 35 + 2 °C de 18 a 24 horas antes de cada ensayo, ajustando la concentracién a
1x108 UFCmL™ en solucion de cloruro de sodio (NaCl) en una escala de MacFarland. Una vez
reactivado el microorganismo e inmovilizado el péptido PEPTIR, se realiza la evaluacion del
biosensor en la deteccion de Escherichia coli (EC), empleando 7 mL de solucion salina NaCl 0.9
% de concentracién, variando la concentracion de EC (10, 20, 50, 100, 3000 UFC / mL) en un
vaso de precipitado e incubando el biosensor durante 30 minutos con agitacion constante a 150
rpm. Posterior a este tiempo, se realizan las mediciones electroquimicas mediante CV, SWV y EIS

con el fin de comparar el biosensor sin modificar con el biosensor modificado.
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Figura 8. Deteccion de Escherichia coli O157:H7.
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Los analisis de los datos para determinar la resistencia en la deteccion de Escherichia coli
una vez calculada la resistencia ajustada en el circuito de Randles, se determinan mediante los

valores normalizados (ARNormalizado) utilizando la siguiente ecuacion:

ARNormatizado =

RPEP

En donde,
Reep: Corresponde la resistencia a la transferencia de carga del electrodo modificado con péptido.
Reer-E coli: Resistencia a la transferencia de carga del electrodo en la deteccion del microorganismo.
Posterior a la determinacién de los valores normalizados de la resistencia, se calcula el limite de

deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) a partir de las siguientes ecuaciones:

. S-S
S, =S, Tk s,

m
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Donde Cn es el limite de deteccion o cuantificacion, Sy es la sefial analitica distinguible
minima, (Sp;) es la media de la respuesta de los blancos, m es la pendiente de la linea de
calibracién, Spi es la desviacion estandar de la respuesta de los espacios en blanco y k es una

constante con un valor de 3 0 10 para LOD o LOQ, respectivamente.

3.4 Analisis de selectividad de los biosensores sobre diferentes microorganismos

Este proceso se realiza bajo la misma metodologia descrita en el anterior apartado (3.2
Deteccion de Escherichia coli 0157:H7) empleando diferentes microorganismos, Escherichia coli
ATCC 25922, P.aeruginosa, S.aureus, cada uno por triplicado para cada péptido, PEPTIR 1.0 y

2.0.
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Figura 9. Ensayo de selectividad
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3.5 modificaciones del transductor
Esta etapa esta orientada a la modificacidn de transductores electroquimico mediante el

uso de nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro.

3.5.1 Modificacion mediante nanoparticulas de oro

La electrodeposicion de las nanoparticulas de oro (AuNPs) se realizd sobre el electrodo de
trabajo usando una solucion de HAuUCI; 1.0 mM en H2SO4 0.5 mM por cronoamperometria
aplicando un potencial a -0.05 V por 100 segundos. Los electrodos se limpiaron con H.SO4 y con
KCI mediante voltametria ciclica aplicando 2 ciclos a un potencial de +0.7 a-0.2 VV y una velocidad

de barrido de 0.05 V/s antes de proceder con la quimiosorcion de los péptidos. La metodologia
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empleada fue tomada del estudio titulado “Modificacion de electrodos impresos con
nanoparticulas de oro y peptidos PEPTIR para la deteccion de Escherichia coli en matrices

acuosas” del grupo de investigacion CIBAS de la Universidad de Santander.

Las propiedades electroquimicas de los electrodos serigrafiados (SPEs) con las AuUNPs se
evaluaron mediante voltamperometria ciclica (CV), voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), utilizando una solucion acuosa de
hexacianoferrato de potasio (1) / (111), como sonda redox y KCI (0,1 M) como electrolito de
referencia. Las mediciones de CV se realizaron entre +0,8 y -0,4 V dejando 10 s de estabilizacion

0 equilibrio a +0,8 V y una velocidad de barrido de 50 mV /s.

3.5.2 Modificacion mediante nanotubos de carbono

La modificacion del transductor mediante nanotubos de carbono se realiz6 con el objetivo
de determinar las concentraciones optimas de nanotubos de carbono para mejorar la sefial del
biosensor, ya que el uso de estas estructuras carbonosas otorga al transductor mayores capacidades
conductivas de nanotubos de carbono requieren una dispersion para su posterior deposicién sobre
los electrodos de trabajo. En este proceso, los nanotubos de carbono se dispersaron en agua tipo |
en un sonicador. Una vez cumplida esta etapa, se depositd la dispersion sobre los electrodos
mediante la técnica de drop casting durante 30 minutos y se realiz6 la caracterizacion mediante las

técnicas electroquimicas SWV y EIS.
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4  Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de los biosensores,
basados en los péptidos PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 para la deteccion de E.coli O157:H7 a
diferentes concentraciones. La primera seccion muestra las curvas de calibracion obtenidas a
medida que varian la concentracion de los péptidos y la concentracién de microorganismo. La
segunda seccion muestra los anélisis del comportamiento electroquimico de los biosensores
representados en los diagramas de Nyquist y voltametria de onda cuadrada. La tercera seccion
muestra los analisis estadisticos realizados para cada uno de los péptidos PEPTIR 1.0 y 2.0 en
funcion de la resistencia de los biosensores. En la cuarta seccion se muestra el anélisis de la
influencia de la concentracion de microorganismos en la respuesta del biosensor. Y finalmente, se
muestra el andlisis de selectividad de los biosensores sobre diferentes microorganismos y la

influencia en la deteccidn de Escherichia coli O157:H7.

4.1 Calibracion de concentracion de péptidos PEPTIR 1.0y 2.0

A continuacion, se presenta la curva de calibracion realizada para cada uno de los péptidos
PEPTIR 1.0y 2.0 a diferentes concentraciones, con el fin de establecer el campo analitico quimico
correlacionando la concentracién del microorganismo en una escala logaritmica y los valores de
la resistencia de transferencia de carga normalizados (ARNormalizado). EN la Figura 8 se muestra la
curva de calibracion realizada para el PEPTIR 1.0 con diferentes concentraciones (5, 10, 50 y 100
nM), relacionando los valores del ARnormalizado CON las concentraciones de Escherichia coli O157:
H7 (0, 50, 100, 200 y 300 UFC/mL.), comparando cada una de ellas con el blanco que corresponde

al biosensor electroquimico sin PEPTIR 1.0 inmovilizado.
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Figura 10. Curva de calibracién PEPTIR 1.0
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Como se puede observar, la concentracién de 5 nM para el PEPTIR 1.0 evidenci6 un
coeficiente de correlacion R? de 0.95, un limite de deteccion de 103.8 UFC/mL y un limite de

cuantificacién de 346.0 UFC/mL. La siguiente curva de calibracion corresponde a una
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concentracion de 10 nM, en la cual se evidencia que hay un aumento en la pendiente con respecto
al blanco y en la respuesta del péptido, lo cual se ve reflejado en un R? de 0.99, un limite de
deteccion de 43.75 y un limite de cuantificacion de 145.8 UFC/mL. Por otro lado, a una
concentracion de 50 nM el PEPTIR 1.0 presenta una correlacion R? la cual llega a ser de 0.99, un
limite de deteccion de 138.9 UFC/mL y un limite de cuantificacion de 463.4 UFC/mL. La
concentracion mas alta de péptido PEPTIR 1.0 inmovilizado es 100 nM con un coeficiente de
correlacion R? de 0.81, un limite de deteccion de 121.7 UFC/mL y un limite de cuantificacion de
405.9 UFC/mL, para esta concentracion se pudo evidenciar que a medida que aumenta la
concentracion de microorganismo, no se observa un cambio en la resistencia en comparacién con
el blanco, esto puede ser atribuido al aglomeramiento del péptido en la superficie del electrodo,
provocando una interferencia en la deteccion del microrganismo, ademas, a medida que aumenta
la concentracion de Escherichia coli 0157:H7, el error crece, evidenciando un coeficiente R?
inferior a las demas concentraciones. Por otro lado, las concentraciones de 10 y 50 nM presentan
un rango lineal con un coeficiente de correlacion R? de 0.99 mejorando la respuesta frente a
Escherichia coli O157: H7 comparada con las concentraciones de 5y 100 nM, sin embargo, se
observa una menor variacion en el error a medida que la concentracién de Escherichia coli crece
cuando se emplean 10 nM de PEPTIR 1.0, aunado a que en esta concentracion se presenta un
limite de deteccidn inferior a las demas, por lo anterior se establece que la concentracién péptido
a emplear es 10 nM.

A continuacion, en la Figura 9 se presenta la curva de calibracion realizada para el PEPTIR
2.0 con diferentes concentraciones (5, 10, 50 y 100 nM) relacionando los valores del ARNormalizado

con las concentraciones de Escherichia coli O157: H7 (0, 50, 100, 200 y 300 UFC/mL),
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comparando cada una de ellas con el blanco que corresponde al biosensor electroquimico sin

PEPTIR 2.0 inmovilizado.

Figura 11. Curva de calibracion PEPTIR 2.0
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PEPTIR 2.0 el coeficiente de correlacion R? es 0.99, presentando un limite de deteccion de 19.4
UFC/mL y un limite de cuantificacion de 64.9 UFC/mL. Por otro lado, la curva de calibracién a

una concentracién de 10 nM el coeficiente de correlacion R2es 0.98, un limite de deteccion de

T

Concentracion E.coli - UFC/mL Concentracion E.coli - UFC/mL

Como se puede observar en la curva de calibracion de la concentracién de 5 nM para el
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108.9 UFC/mL y un limite de cuantificacion de 363.1 UFC/mL presentado una respuesta inferior
frente a Escherichia coli O157: H7 comparada con la concentracion de 50 nM, en la cual se
evidencia que hay un aumento en la pendiente con respecto al blanco y en la respuesta del péptido
presenta un coeficiente de correlacion R? de 0.98, un limite de deteccion de 51.54 UFC/mL y un
limite de cuantificacion de 171.8 UFC/mL. La concentracién maés alta de péptido PEPTIR 2.0
usado es 100 nM, la cual present6 un coeficiente de correlacion R? de 0.81, un limite de deteccion
de 72.2 UFC/mL y un limite de cuantificacion de 240.7 UFC/mL. En esta curva de calibracion, se
observa que a medida que aumenta la concentracién de microorganismo no hay un cambio en la
resistencia en comparacion con el blanco, a diferencia del comportamiento mostrado en el ensayo
a5 nM, en el cual se evidencia un claro aumento en la deteccidn del microorganismo reflejado en
la resistencia respecto al biosensor sin péptido inmovilizado, ademas de presentar un limite de
deteccidn inferior a las demas concentraciones evaluadas. Este analisis puede relacionarse con el
estudio realizado por Pandey et al 2017, quienes establecen un rango lineal de 100 a 108 UFC/mL
y un limite de deteccién de 3.8 UFC/mL, sin embargo, los tiempos son superiores a 1 hora y la
modificacion de los electrodos fue realizada interconectando grafeno con microelectrodos
interdigitados de condensadores biofuncionalizados con anticuerpos especificos para Escherichia
coli O157: H7 (Pandey et al., 2017). Esto permite destacar la sensibilidad de los péptidos PEPTIR
2.0, ya que, con solo modificar la superficie del electrodo con nanoparticulas de oro, permite
detectar desde las 19.4 UFC/mL en apenas 30 minutos, con un rango lineal de 0 a 300 UFC/mL
con un coeficiente de correlacion de 99%.

Teniendo en cuenta lo anterior, a continuacion, se presentan las técnicas electroquimicas
para cada una de las concentraciones establecidas de los péptidos PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 de 10

nM y 5 nM respectivamente.
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A continuacion, se presentan los resultados de las técnicas empleadas para analizar el

comportamiento electroquimico de los biosensores mediante los diagramas de Nyquist con una

concentracion de la cupla redox de 5 mM y voltametria de onda cuadrada con una concentracion

de 10 mM para cada una de las concentraciones establecidas de los péptidos PEPTIR 1.0y PEPTIR

2.0 de 10 nM y 5 nM respectivamente.

Figura 12. Comportamiento electroquimico de la deteccion de Escherichia coli con PEPTIR 1.0
(10 nM) y PEPTIR 2.0 (5 nM).
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Los diagramas de Nyquist para el PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 se describen en la Figura 10A
y 10C, los cuales fueron obtenidos mediante la técnica de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS). En esta técnica se evidencian las modificaciones realizadas en el biosensor
obtenidas en 5 mM de la cupla redox en un circuito de potencial abierto, para un rango de
frecuencia desde 0.5 a 50000 Hz. En esta figura se puede observar la formacion de los semicirculos
que hacen referencia a la resistencia en la transferencia de electrones ajustados al circuito de
Randles. La primera modificacion realizada al electrodo de trabajo corresponde a la
electrodeposicion de las nanoparticulas de oro mediante la técnica de cronoaperometria (CA),
usando el oro como precursor en una solucion HAuCl; 0.5 M, parametros establecidos por Cobos
en 2021. En el diagrama de Nyquist se evidencia que después de la electrodeposicion de las
nanoparticulas de oro (serie roja), la sefial de la impedancia disminuye debido a que la cupla de
hexacianoferrato 11/ hexacianoferrato 11l presenta una oxidacién y/o reduccién en la interfaz del
electrodo modificado con nanoparticulas, lo que genera un aumento en la transferencia de
electrones. Posterior a la electrodeposicion de AuNPs se incuban los electrodos con los péptidos
PEPTIR durante 16 horas. Transcurrido este tiempo se presenta un aumento en la resistencia
debido a la inmovilizacion del péptido sobre los electrodos modificados con nanoparticulas de oro
(AuNPs), esto sucede ya que el péptido presenta un aminoacido cisteina en la regién N-terminal
de la cadena, lo cual permite la formacion de un enlace estable S-Au con las nanoparticulas de oro
en la superficie del biosensor mediante la quimiosorcién de tioles (Redondo, 2021). Una vez
determinada la inmovilizacion de los péptidos PEPTIR se realiz6 la deteccidn de Escherichia coli
0157: H7 en un rango de concentraciones de 0, 10, 50, 100, 200 y 300 UFC/mL, en un tiempo de

incubacion de 30 minutos para cada concentracion, evidenciando un aumento en la resistencia a
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medida que se aumenta la concentracion, esto se atribuye a la interaccion del elemento biologico
de reconocimiento y la diana de la bateria que afecta la conductividad.

Por otra parte, en la Figura 10B y 10D se presenta la técnica electroquimica de voltametria
de onda cuadrada, en la cual la corriente se relaciona con el potencial de redox, en estos
voltamogramas se evidencia que a medida que se realizan las modificaciones en los electrodos la
corriente disminuye afirmando los resultados presentados mediante la espectroscopia de
impedancia electroquimica. Estos resultados describen el comportamiento electroquimico para la
deteccidn destacando que el PEPTIR 2.0 presenta una mayor sensibilidad respecto al péptido
PEPTIR 1.0, debido a que en el trabajo realizado por Redondo en 2021, el PEPTIR 2.0 segun los
estudios in silico de docking molecular presenta una mayor afinidad con la molécula diana intimina
y por esta razén a menor concentracion tiene un menor limite de deteccion y limite de
cuantificacién respecto al PEPTIR 1.0 con una concentracion de 10 nM.

Con el objetivo de verificar las anteriores aseveraciones, se realizan los analisis estadisticos
de la influencia de la concentracion para cada uno de los PEPTIR 1.0 y 2.0 en la respuesta

biosensor en la deteccién de E.coli 0157:H7, el cual se aborda en la siguiente seccion.

4.3 Analisis estadistico de los biosensores.

En este apartado, se presentan los resultados obtenidos en los analisis estadisticos
desarrollados mediante un disefio multifactorial en el software Statgraphics. En este disefio se
analizé la influencia de los péptidos PEPTIR 1.0 y 2.0 a las concentraciones de (5, 10, 50 y 100

nM) en el comportamiento de la resistencia obtenida mediante el circuito de Randles.



DETECCION ELECTROQUIMICA DE ESCHERICHIA COLI 0157:H7 46

El analisis de varianza realizado para el PEPTIR 1.0 y descrito en el diagrama de Pareto muestra
los valores absolutos de los efectos estandarizados, desde efecto de mayor significancia estadistica

al efecto de menor, como se muestra en la Figura 11.

Figura 13. Diagrama de Pareto PEPTIR 1.0 para la resistencia
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Donde, A corresponde a la concentracion de péptido usado para la inmovilizacién en el
biosensor, B corresponde a las concentraciones de microorganismo en unidades formadoras de
colonia (UFC) empleadas para la deteccion, AA corresponde al efecto de segundo orden
(cuadratico) generado por la concentracion de péptido, BB corresponde al efecto cuadratico de la
concentracion de microorganismo en UFC y AB corresponde al efecto generado por la interaccion
de la variacion de ambos factores sobre la deteccion del microorganismo reflejado en la resistencia
obtenida mediante la técnica de impedancia electroquimica.

Lo anterior permite afirmar que la concentracion de microorganismo (UFC) genera un
efecto positivo reflejado en un aumento en la resistencia en el biosensor, sobrepasando el limite
de significancia estadistica (linea azul), de igual manera la concentracion del péptido PEPTIR 1.0

presenta un efecto negativo de segundo orden sobre la resistencia del biosensor. Con el objetivo
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de verificar lo anterior, a continuacion, en la Figura 12 se presentan los efectos principales de las

concentraciones del péptido y el microorganismo sobre la resistencia del biosensor.

Figura 14. Grafica de efectos principales para la resistencia
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La Figura 12 describe el comportamiento de los efectos principales, concentracion de
PEPTIR 1.0 y concentracion de microorganismo en la resistencia del biosensor. En esta figura se
evidencia que a medida que la concentracion de péptido aumenta, genera un efecto negativo de
orden cuadratico, presentado un valor maximo en la resistencia cuando la concentracion de
PEPTIR 1.0 es 10 nM, lo anterior, se complementa con lo descrito en el diagrama de Pareto de la
Figura 11 y afirma los resultados obtenidos del andlisis de calibracion de la concentracion de
péptido mostrado en la primera seccion de este capitulo. Por otro lado, se observa que a medida
que aumenta la concentracion de microorganismo (UFC), el valor de la resistencia presenta un
comportamiento ascendente que confirma que el biosensor tiene la capacidad de detectar E.coli

0O157:H7 adiferentes concentraciones.
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El analisis de varianza realizado para el PEPTIR 2.0 y descrito en el diagrama de Pareto muestra
los valores absolutos de los efectos estandarizados, desde efecto de mayor significancia estadistica

al efecto de menor, como se muestra en la Figura 13.

Figura 15. Diagrama de Pareto para la resistencia PEPTIR 2.0
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Donde, A corresponde a la concentracion de péptido usado para la inmovilizacion en el
biosensor, B corresponde a las concentraciones de microorganismo en unidades formadoras de
colonia (UFC) empleadas para la deteccion, AA corresponde al efecto de segundo orden
(cuadratico) generado por la concentracion de péptido, BB corresponde al efecto cuadratico de la
concentracion de microorganismo en UFC y AB corresponde al efecto generado por la interaccion
de la variacion de ambos factores sobre la deteccidn del microorganismo reflejado en la resistencia
obtenida mediante la técnica de impedancia electroquimica.

Lo anterior permite afirmar que al igual que para el PEPTIR 1.0, la concentracion de
microorganismo (UFC) genera un efecto positivo reflejado en un aumento en la resistencia
detectada en el biosensor con PEPTIR 2.0 inmovilizado, sobrepasando el limite de significancia

estadistica (linea azul). Por otra parte, la concentracién del péptido PEPTIR 2.0 y la interaccion de
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las concentraciones de PEPTIR 2.0 sobre la del microorganismo presentan un efecto negativo de
sobre la resistencia del biosensor. Con el objetivo de verificar lo anterior, a continuacion, en la
Figura 14 se presentan los efectos principales de las concentraciones del péptido y el

microorganismo sobre la resistencia del biosensor.

Figura 16. Grafica de efectos principales PEPTIR 2.0
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La Figura 14 describe el comportamiento de los efectos principales, concentracion de
PEPTIR 2.0 y concentracion de microorganismo en la resistencia del biosensor. En esta figura se
evidencia que a medida que la concentracion de PEPTIR 2.0 aumenta, genera un efecto negativo,
presentado un valor maximo en la resistencia cuando la concentracion de PEPTIR 2.0 es 5 nM, lo
anterior, se complementa con lo descrito en el diagrama de Pareto de la Figura 6 y afirma los
resultados obtenidos del analisis de calibracién de la concentracion de péptido PEPTIR 2.0
mostrado en la primera seccion de este capitulo. Por otro lado, se observa que a medida que

aumenta la concentracion de microorganismo (UFC), el valor de la resistencia confirma que el
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biosensor con PEPTIR 2.0 inmovilizado tiene la capacidad de detectar Escherichia coli 0157:H7

a diferentes concentraciones debido a que presenta un aumento en el valor de la resistencia.

4.4  Analisis de la influencia de concentracion de microorganismos en el biosensor

Una vez obtenida la concentracion de péptido PEPTIR 1.0 y 2.0 que presenta las mejores
condiciones para la deteccion del microorganismo, es necesario evaluar el comportamiento del
biosensor a medida que la concentracién de microorganismo varia. A continuacion, se presenta la
relacion del valor normalizado de cada una de las concentraciones de microorganismo paras las

concentraciones de péptido PEPTIR 1.0 y 2.0 definidas en la anterior seccion.

Figura 17. Evaluacion de la concentraciéon de microorganismo para PEPTIR 1.0y 2.0
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Con el objetivo de determinar el rango de linealidad del biosensor modificado con péptido
y una vez determinadas concentraciones de PEPTIR 1.0 y 2.0 de 10 y 5 nM, y los limites de
deteccidn de 43.7 y 19.4 UFC/mL respectivamente, el analisis de la Figura 15 permite inferir que
las concentraciones de microorganismo a las cuales el biosensor presenta un comportamiento
linealmente estable se encuentra en el rango de 50 a 200 UFC/mL, ya que se observa un cambio

en el valor de ARnormalizado @ medida que la concentracion del microorganismo aumenta de manera

lineal, y este se encuentra dentro de los limites de deteccion para el PEPTIR1.0 y PEPTIR 2.0.

4.5 Analisis de selectividad de los biosensores sobre diferentes microorganismos

A continuacion, se presenta las pruebas de selectividad realizadas para el PEPTIR 1.0 y
PEPTIR 2.0 para diferentes microorganismos, los cuales fueron P. aeruginosa, S.aureus y E coli
ATCC 25922. En la figura 16 se presentan los ensayos realizados para determinar la selectividad
del PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 a las concentraciones anteriormente establecidas las cuales fueron
10 nM y 5 nM respectivamente. De igual manera, se establecieron tres concentraciones a evaluar
las cuales fueron 0, 50 y 200 UFC/mL evaluados mediante la técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS). Cada microorganismo se evalud con biosensores diferentes con

el fin de obtener un triplicado para cada concentracion y evaluar la reproducibilidad.
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Figura 18. Selectividad del PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0
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Como se puede observar, S aureus presenta un aumento en la resistencia que no es
significativa comparada con el blanco, presentando un aumentando en el error, esto se debe a que
es una bacteria Gram positiva y no presenta la molécula de reconocimiento. Por otro lado, se evalud
P aeruginosa, la cual es un patégeno bacteriano oportunista Gram-negativo que se encuentra
comunmente en suelo, agua y ambientes, como se evidencia en la Figura 16 para el PEPTIR 1.0y
PEPTIR 2.0 no hay un aumento en la resistencia a medida que las concentraciones aumentan ya
gue no existen ninguna interaccion del péptido y el microorganismo. La evaluacion de Escherichia
coli ATCC 25922 que es la cepa no patdgena se realizé con el fin de determinar el comportamiento
de los péptidos PEPTIR frente a otra cepa de Escherichia coli, el PEPTIR 1.0 presenta una menor
selectividad con Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli O157:H7 a 200 UFC/mL ya
que las barras de error se solapan, por lo tanto, el PEPTIR 1.0 podria estar detectando la célula
completa a esta concentracion. Y, por otro lado, el PEPTIR 2.0 presenta una mejor selectividad en

las concentraciones evaluadas, tanto en 50 UFC/mL como en 200 UFC/mL con una concentracion
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de 5nM, lo que indica que el PEPTIR 2.0 esta interactuando con la proteina de la membrana

intimina especifica de este microorganismo.

5 Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede concluir:

o El desarrollo del biosensor electroquimico basado en electrodos serigrafiados
permite concluir que las modificaciones con nanoparticulas de oro sobre la superficie del electrodo
permiten inmovilizar péptidos PEPTIR 1.0 y PEPTIR 2.0 a las concentraciones de 10 y 5 nM
respetivamente, determinadas mediante el anélisis estadistico multifactorial para cada uno de los
péptidos.

o Las determinaciones de las caracteristicas analiticas de los biosensores, empleando
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) permiten determinar que el PEPTIR 2.0
presenta una mayor sensibilidad debido a que, el LOD de 19.4 UFC/mL, es menor respecto al
péptido PEPTIR 1.0, con LOD de 43.75 UFC/mL. Esto se atribuye a que el PEPTIR 2.0 presenta
una mayor afinidad con la molécula diana intimina, por lo tanto, a una concentracion menor de 5
nM el PEPTIR 2.0 presenta un limite de cuantificacion (LOQ 64.9 UFC/mL) menor al limite de
cuantificacién del PEPTIR 1.0 (LOQ 145.8 UFC/mL) con una concentracién de 10 nM.

. La evaluacion de selectividad de los péptidos permite concluir que el PEPTIR 2.0
presenta una mejor especificidad de Escherichia coli O157:H7 en presencia de S aureus, P
aeruginosa y Escherichia coli no patdégena a concentraciones de 50 y 200 UFC/mL en
comparacion con el PEPTIR 1.0, el cual es selectivo solo a 50 UFC/mL.

o Las modificaciones del transductor realizadas con nanoparticulas de oro exhibieron

un comportamiento que permitio la inmovilizacion de los péptidos PEPTIR 1.0y PEPTIR 2.0y la
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deteccidn de Escherichia coli O157:H7 de manera satisfactoria, por esta razén, el estudio de
modificacion mediante la técnica dropcasting con nanotubos de carbono se delimito a determinar
la concentracion optima. En la cual mediante la evaluacién de 10 concentraciones (3.9, 7.8, 15,
31, 62, 125, 250, 500, 1000 y 2000 x107 pug/mL) se determind que la concentracion optima es 7.8
x10% ug/mL, esto bajo la hipdtesis que esta modificacion mejorara las sensibilidad y selectividad
de los biosensores. La determinacion del comportamiento de los biosensores modificados con
AUNP y nanotubos de carbono en la deteccidon de Escherichia coli O157:H7 se establece para

trabajo futuro como continuacidn a esta investigacion.

6 Recomendaciones

Se recomienda para estudios posteriores, la evaluacién de las nanoestructuras de carbono
a la concentracion establecida con el fin de mejorar las propiedades eléctricas del transductor y
evaluarlo en la deteccion de Escherichia coli O157:H7, ademés de incluir modificaciones con
diferentes polielectrolitos, esto permitiria obtener sefiales electroquimicas posiblemente con mayor
sensibilidad, que eventualmente puedan favorecer una mejor correlacion entre los fendmenos de
interaccion entre la molécula de reconocimiento y el receptor. Por otra parte, es importante realizar
estudios de estabilidad del biosensor que permitan establecer su vida util, con el fin de dar mas
informacidn sobre las capacidades operativas del dispositivo y del costo-beneficio que podria

representar esta tecnologia.
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