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1. RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 la optimizacion de un método por cronoamperometria
para la cuantificacion de peréxido de hidrégeno en suspensiones celulares de semillas
de Theobroma cacao estresadas con iones Cd(ll). Se cuantificé la concentracion de
perdxido de hidrégeno, que determinar el estallido oxidativo del proceso de estrés
producido por el Cd(ll), -en las suspensiones celulares de semillas de Theobroma cacao.
Las muestras estresadas con Cd(ll) -fueron medidas en concentraciones de 5, 10, 20
50 y 100 uM, a tiempos de exposicion de 24, 48, 72, 100, 120 horas. Los resultados
indican que a medida que pasa el tiempo y segun la concentracion de Cd(ll), la
produccién de peréxido aumenta. El tiempo oOptimo de trabajo en la deteccion de

peréxido son 72 horas.

Los resultados obtenidos muestran que las suspensiones celulares de Theobroma
cacao, tienen mecanismos de defensa eficaces, ya que indican en el momento que

estan siendo contaminados por Cd(ll).



2. ABSTRACT

In the present study, the optimization of a chronoamperometry method for the
guantification of hydrogen peroxide in cell suspensions of Theobroma cacao seeds
stressed with Cd(ll) ions was carried out. The concentration of hydrogen peroxide, which
determines the oxidative burst of the stress process produced by Cd(ll), was quantified
in the cell suspensions of Theobroma cacao seeds. The samples stressed with Cd(ll)
were measured at concentrations of 5, 10, 20, 50 and 100 puM, at exposure times of 24,
48, 72, 100, 120 hours. The results indicate that as time passes and depending on the
concentration of Cd(ll), the production of peroxide increases. The optimum working time

in peroxide detection is 72 hours.

The results obtained show that the cell suspensions of Theobroma cacao have effective
defense mechanisms, since they indicate at the moment that they are being

contaminated by Cd(ll).



3. INTRODUCCION

El cadmio es un elemento quimico que puede ser encontrado en el ambiente, asi
mismo, como en fertilizantes quimicos y pesticidas. El ion cadmio (Cd?*) es una de
las maneras en la cuales el cadmio se encuentra en solucion, por esto existe una
gran facilidad de que exista presencia de cadmio en las plantas por su capacidad de
ser absorbido facilmente por las raices, para posteriormente generar una reserva del

elemento en toda la planta (Heiss et al., 2003).

Las plantas en presencia de Cd?* sufren diversas alteraciones; morfolégicamente
puede paralizar el correcto crecimiento de las plantas generando que estas sufran
de clorosis; fisiol6gicamente perjudica en la transpiracion de nutrientes y en la
fotosintesis; a nivel celular produce alteracién en la membrana celular, generando

dafos en el ADN de la planta y ocasiona estrés oxidativo.

El estrés oxidativo impulsa el estallido oxidativo (EO, por sus siglas en inglés) y
la peroxidacion lipidica, desencadenando en la inhibicibn de la actividad de la
enzima antioxidante. En la planta, debido a la acumulacién de Cd?* se incrementa la
concentracion de malodialdehido (MDA), compuesto indicativo de la expresién de
radicales libres existentes en la planta, ya que mientras mayor sea la concentracion
de MDA existe una mayor produccion de radicales libres, como OH: (Ruscitti et al.,
2015).

Estudios sobre la toxicidad de metales pesados (Vargas, 2017), comprobé que
el estrés producido por estos elementos en hojas de avena es producto de la accion

de radicales libres de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles).

Las especies ROS son un producto de los procesos de metabolizacion de la
planta como la respiracion, la fotosintesis y la fijacion de nitrégeno. Con la ayuda de
los captadores de ROS, enzimas como catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD), peroxidasa (POD) y el glutation reductasa (GR), la concentracién de ROS en
las plantas llega a un equilibrio dindmico y se conserva en un nivel en el cual es

inocuo en un estado normal de crecimiento.

Las plantas poseen sistemas de desintoxicacién, con los cuales pueden
defenderse del estrés generado por las condiciones ambientales adversas y por
supuesto, del estrés producido por la invasion de metales pesados. Cuando se
produce el estrés, se ve afectado el equilibrio, posteriormente las especies ROS,
principalmente H,O. y O», se sobre producen velozmente para formar un EO, el cual

es la actividad mas importante con la cual la planta se desintoxica. No obstante, la



planta sufre dafios debido a la produccion excesiva de H>O5, por esto se ejecuta un
procedimiento de eliminacibn de ROS en el cual se descarta el exceso y
conservacion de los niveles normales de ROS. Asi, las especies reactivas de
oxigeno cumplen un rol principal en la transduccion de sefiales antiestrés, refuerzo
de la pared celular, en las tareas de defensa y en la oxidacion de lipidos de
membrana (Beltran y Gémez, 2016).

Para entender la toxicidad del estrés por Cd?*, se han realizado estudios
principalmente por medio de cultivo in vitro (Montero et al., 2019). Lo que usualmente
se hace es seguir la produccién de fitoquilatinas en diversos intervalos de tiempo de
estrés con el fin de determinar el nivel de Cd?* que puede soportar la planta junto
con el mecanismo antioxidante investigado. El desarrollo de estos analisis in vitro
puede derivarse en un descenso de la actividad enzimética, siendo de igual manera
técnicas de operacion complejas que ocupan kits de alto costo (Molina et al., 2008;
Smeets et al., 2008).

Por lo anterior, es fundamental el desarrollo de herramientas de diagnéstico
sencilla, de bajo costo para poder dar seguimiento del estrés producido por Cd?* en
las plantas a tiempo real. A pesar de que se han creado algunos métodos para
monitorear las especies ROS, como por espectrofotometria (Jeff et al., 2007),
fluorescencia (Lindfor e Ivaska, 2002) y luminiscencia (Dahlberg et al., 2007),
ninguno de estos métodos cumple con la condicién de deteccién a bajo costo y
facilmente portable. Por esto, debido a la simplicidad y la sensibilidad que los
caracteriza los métodos electroquimicos para la deteccion de H.O,, componente
principal de especies ROS, pueden ser tomados en cuenta como alternativa.
Particularmente, la cronoamperometria es un método electroquimico apropiado para
la realizacién de este tipo de ensayos, teniendo algunas ventajas en cuanto a los
métodos tradicionales previamente mencionados; de igual manera al poder de
monitorear la variacién de la concentracion de H,O;, en las plantas y que este
monitoreo se pueda realizar en tiempo real puede ayudar a que los mecanismos de
defensa de las plantas al estrés producido por Cd?* pueda estudiarse de una manera
mas profunda y certera (Dai et al., 2009).Si bien, para realizar este tipo de medidas,
comunmente se utilizan electrodos de carbono, este tipo de electrodo no es
apropiado para la medicién especies ROS en plantas, debido a su alta capacidad de
absorcion de especies no deseadas en su superficie y su ductilidad es deficiente
(Grace y Pandia, 2006; Wang et al., 2009). Por esta razon en la presente propuesta
se reporta el uso de electrodo de platino (Pt), el cual posee buena ductilidad y

actividad electrocatalitica hacia el H,O», a fin de obtener informacion fiable sobre la



respuesta de la planta al estrés por Cd?*; representando la cronoamperometria una
técnica sencilla para la investigacion de la defensa y el mecanismo de las especies
ROS, como el H,O>, contra el estrés.

4. OBJETIVOS
GENERAL

Optimizar un método por cronoamperometria para la deteccién de H»O: en

cultivos celulares de semillas Theobroma cacao

ESPECIFICOS

1.6 Seleccionar los parametros cronoamperomeétricos adecuados para la
deteccion de perdxido en un sistema acuoso.

2.6 Obtener los parametros de desempefio del método que faciliten la
deteccion de perdxido en un sistema acuoso.

3.6 Cuantificar peroxido en las suspensiones celulares de semillas de

Theobroma cacao, mediante cronoamperometria

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales
5.1.1. Reactivos

Peréxido de hidrégeno, 30% V/V (Sigma-Aldrich Sigma); Alumina para limpieza 1um,
0,3 umy 0,05um (CH-Instruments, Inc); Fosfato dipotasico 99% (Merck, grado analitico);
fosfato monopotésico 99.05% (Merck, grado analitico); Acido sulfarico (Fischer, grado

analitico).
5.1.2. Equipos

Potenciostato (Biologic SP-150); Software ECLab V11.26; Electrodo de Pt como
electrodo de trabajo; Electrodo de referencia de Ag/AgVI (KCl 3M) y contraelectrodo con

una mina de grafito.



5.2. Métodosb.2.1 Obtencién suspensiones celulares

Las suspensiones celulares de Theobroma Cacao fueron obtenidas de la facultad de
Ingenieria en biotecnologia de la Universidad de las fuerzas armadas del Ecuador. Estas
consisten en células libres y agregados celulares distribuidos en un medio en
movimiento y que pueden ser permanentes a través de un suministro de nutrimentos;
es la introduccion de callos de Theobroma cacao en el medio. Se realiz6 el conteo

celular de las suspensiones en una camara de neubauer con un microscopio.

5.2.2. Método analitico

5.2.2.1. Limpieza del electrodo de Pt

Se pulié el electrodo de Platino (Pt) antes de cada medicién con alimina de 1; 0,3;
0,05 um por 3 minutos, consecutivamente, y se enjuago con agua destilada (Alvarez
et al., 2019). Se realiz6 una limpieza electroquimica por voltametria ciclica en acido
sulfarico 0,5 M entre potenciales de -0,300 a 1,800 V, a una velocidad de barrido de
100 mV/s.

5.2.2.2. Seleccioén de potencial de trabajo

Se realizé voltametria ciclica en solucion de buffer de fosfato (PBS, por sus siglas
en inglés), pH 5,7, junto con 5 mL de suspensiones celulares; en un rango de
potencial de -0,350 a 1,200 V a una velocidad de 50 mV/s. Con el fin de seleccionar
el potencial de trabajo que se utilizé para la deteccién del peréxido de hidrégeno en
suspensiones celulares, antes de cada medicion se afiadié alicuotas de una solucién
H.0, 0,02M hasta lograr una concentracion del analito en el medio electrolitico de
0,5 mM.

5.2.2.3. Activacién del electrodo de Pt

El electrodo de Pt pas6 por dos procesos de activacion en solucion de buffer de
fosfato (PBS), pH 5,7, mediante dos ciclos voltamétricos, de -0,250 a 0,700 V. Se
realizé una variacion en la velocidad de barrido de cada activacion, siendo la primera
de 50 mV/s y la segunda de 100 mV/s.



5.2.2.4. Obtencién de la curva de calibracion

Se fabric6 una curva de calibracion al medir mediante cronoamperometria
soluciones estandar de peréxido de hidrogeno en PBS, pH de 5,7, en un rango de
concentracion de 0,04 a 0,76 mM de H:O.. Parametros de desemperio a obtenidos
para el método: sensibilidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, precision
y exactitud.

Se calcul6é para las medidas (n=5), la media aritmética, desviacion estandar y el
porcentaje de recuperacion para la cuantificacién de H»O.. Los valores de porcentaje
de coeficiente de variacién (CV %), se evaluaron tomando como referencia a los
limites aceptables descritos en las directrices de la AOAC para validacion de
métodos quimicos en laboratorios en suplementos dietéticos y productos botanicos
(AOC, 2002): limites de aceptacién para CV% < 11 %, para reproducibilidad y para
precision, y exactitud entre 80 y 115% para valores de porcentaje de recuperacion
(R%).

5.2.2.5. Cuantificacion del peréxido de hidrégeno en suspensiones
celulares

Se realiz6 una curva de calibracion con la medicion por cronoamperometria a soluciones
estandar de peroxido de hidrégeno en PBS, pH 5,7, en un rango de concentracién de
0,04 a 0,52 mM de H:0,. La cuantificacion del H,O2, en las suspensiones estresadas
con CdSO. en concentraciones de 5, 10, 20 50 y 100 uM, se realizé con la siguiente

ecuacion.

6. Resultados y Discusion
6.1. Obtencion de suspensiones celulares

Las suspensiones celulares fueron obtenidas de la facultad de Ingenieria en
biotecnologia de la Universidad de las fuerzas armadas del Ecuador. Las suspensiones

celulares fueron utilizadas con el medio Murashige & Skoog (MS) completo, en el cual



no se utilizé ningun tipo de suplemento ni tratamiento extra. El procedimiento realizado
fue de depositar 1 mg de callo en 50 mL de medio en nueve Erlenmeyer de 125 mL.
Estos matraces se colocaron en agitacion orbital a 120 rpm en un lugar donde no reciba
luz, después de 14 dias se observé una coloracién amarillenta y café en las soluciones
los cuales nos indican la correcta iniciacion y crecimiento de callo y suspensiones
celulares de Theobroma cacao. Al pasar cuatro meses, se observo una coloracién cafeé,
Figura 1, la cual ocurre debido a polifenoles localizados en el tejido cotiledoneo de las
semillas, en el que las antocianinas contenidas en los granos de cacao otorgan una

coloracion amarilla a las suspensiones celulares (Florez et al.,2011).

Figura 1. Suspensiones celulares de Theobroma cacao

Se realizé el conteo celular en el cual se tomaron alicuotas aleatoriamente de cada
suspension celular y fueron situadas en la camara de neubauer y fue puesta en el
microscopio para el conteo de células, dando un resultado de la concentracion de las
células de la suspension de 49602500.

6.2. Método analitico

6.2.1. Limpieza del electrodo de trabajo

Antes de realizar cada medicién, se considerd necesario el pulir el electrodo de trabajo
debido a que existe la posibilidad de que este posea analitos con tendencia a ser
adsorbidos en la superficie del electrodo, esto podria considerarse como impurezas,

afectando directamente a las respuestas en las lecturas electroquimicas (Elgrishi et al).



En la Figura 2, se observa el voltamperograma obtenido para una limpieza
electroquimica mediante voltamperometria ciclica, se utilizd acido sulftrico 0.5 M con
potenciales de -0.300 V a 1.800 V a una velocidad de barrido de 100 mV/s.
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Figura 2. Voltamperograma obtenido para la limpieza electroquimica del electrodo de
Pt en H,SO,4 0.5M mediante voltamperometria ciclica a una velocidad de barrido 100
mV/s

La voltamperometria ciclica realizada muestra picos caracteristicos del H.SO4 sobre un
electrodo de Pt, Figura 2, (Méndez et al., 2017). A potenciales mayores a -0,25 V se
muestra la regiéon de hidrégeno, donde esta especie se adsorbe/desorbe en la interfase

Pt/H,SO.4, de acuerdo a la siguiente reaccion:

Pt+H"+e” =Pt— H,y

La region de doble capa (carga y descarga) se presenta entre los potenciales 0,5y 1,0
V y el intervalo de potencial donde se forman éxidos de Pt, durante el barrido anddico,
se encuentra a partir de 1,5 V, mientras el potencial de la reduccién de los 6xidos, en el

barrido catddico, a 0,25 V. Toda la descripcion anterior llamada la region de oxigeno.



6.2.2. Seleccidén potencial de trabajo

Para seleccionar el potencial de trabajo, se ejecutd voltamperometrias ciclicas a la
solucion buffer PBS pH 5,7 en un rango de potencial de -0,350 a 1,200 V y a una
velocidad 50 mV/s. Primeramente, la medida se realizé solamente en la solucion buffer
como blanco, posteriormente para seleccionar el potencial se realizaron voltametrias en
las cuales se afiadié 25 yL de una solucion 0,5 mM de H,O; en cada medicién, de esta
manera se podia evidenciar el aumento o disminucion de la sefial de corriente generada

por el aumento en la concentracion de H,O; afiadido
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Figura 3. Voltametria ciclica utilizada para la seleccion del potencial de trabajo, a una
velocidad de barrido de 50 mV/s afiadiendo 0,05mM H>0>

En la voltametria ciclica realizada se puede observar que en presencia de perdxido de
hidrogeno existe un aumento en la sefial de la corriente mA en el potencial de -0,05V,
siendo esta zona la caracteristica de la reduccion de H.O (Sandoval-Rojas, 2015). Una
vez analizado el voltagrama se seleccion6 un potencial de -0,05 V para las

cronoamperometrias.



6.2.3. Actividades del electrodo de trabajo

Se realizaron dos activaciones del electrodo de trabajo (Pt) que se hicieron en buffer
PBS pH 5,7 a distintas velocidades de barrido siendo estas 50 y 100 mV/s, con un rango
de potencial de -0,250 a 0,700 V. En la Figura 4. Se puede observar el voltamperograma
obtenido en ambas activaciones.
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Flgura 4. Voltametria ciclica de las activaciones del electrodo de trabajo Pt con buffer
PBS pH 5,7 a 50 y 100 mV/s.

En el voltagrama de activacion se observa que a medida que aumentan los ciclos en la
voltametria ciclica la corriente disminuye. Las activaciones son beneficiosas para el
trabajo debido a que de esta manera podemos limitar que las impurezas del solvente

sean adsorbidas por el electrodo de trabajo, modificando los resultados obtenidos
(Hendel & Young, 2017).

6.2.4. Curva de calibracién

Para poder realizar la curva de calibracion, se utilizd6 cronoamperometria, utilizando el
potencial antes seleccionado, siendo este -0050 V, por un tiempo de 15 minutos, en los
cuales los primeros 4 minutos son utilizados para la estabilizacion de la técnica en el

equipo, para de esta manera poder trabajar en el potencial seleccionado sin que este



tenga variaciones. La Figura 5, muestra la curva de calibracién obtenida y el resultado
de un ejemplo de las cronoamperometrias obtenidas.
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Figura 5. Curva de calibracion para la deteccién de H,O; sobre un electrodo de Pt

A partir de la curva obtenida se calcularon los limites de deteccion y de cuantificacion
utilizando las siguientes ecuaciones:

3 * Error Tipico
LD =

Pendiente

_3%0,0000723
~0,018610

LD =0,116549uM

10 * Error Tipico
LC =

Pendiente

10 %0,0000722963142
B 0,0186092965

LC = 0,3884957 uM



6.2.5. Cuantificaciones de H>O- en las suspensiones celulares

Se realizaron cronoamperometrias con diluciones 1:10 de la muestra de suspensiones
celulares estresadas a distintas concentraciones de Cd?* (5, 20, 50, 100 uM), cada 24,
48, 72, 100 y 120 horas. Se utilizé el método de edicion estandar para cuantificar la
presencia de H.O, y la manera en la cual este aumenta o disminuye al transcurrir el

tiempo. Los resultados obtenidos se encuentran en las Tablas 1, 2, 3y 4.

Tabla 1. Concentraciones de H,O: en suspensiones celulares estresadas con Cd?* a 5
UM a distintos tiempos de exposicion

Tiempo [H202]/
(h) (UM) desv.est
24 0,56 0,40
48 0,19 0,10
72 0,68 0,13
100 0,22 0,09
120 0,32 0,11

Tabla 2. Concentraciones de H.O; en suspensiones celulares estresadas con Cd** a
20 uM a distintos tiempos de exposicion

Tiempo (h) | [H202]/ (UM) desv.est
24 0,88 0,40
48 0,80 0,38
72 0,81 0,22
100 0,24 0,05
120 0,46 0,12

Tabla 3. Concentraciones de H.O; en suspensiones celulares estresadas con Cd?" a
50 puM a distintos tiempos de exposicion

Tiempo (h) | [H202]/ (UM) desv.est

24 0,97 0,42
48 0,88 0,23
72 0,23 0,01
100 0,43 0,11

120 0,48 0,14




Tabla 4. Concentraciones de H,O- en suspensiones celulares estresadas con Cd?* a
100 pM a distintos tiempos de exposicion

Tiempo (h) | [H202]/ (UM) desv.est
24 0,80 0,25
48 0,17 0,41
72 0,52 0,09
100 0,27 0,02
120 0,52 0,07

Para comparar los resultados, se realiz6 un experimento en el cual no se colocé Cd?,
la medicion fue realizada solamente con Buffer PBS pH 5,7 y medio de las suspensiones
celulares, el resultado obtenido al cuantificar la cantidad de perdxido fue de 0,16 uM. En
la Figura 6 se puede observar la curva de calibracién con la cual se determiné la
concentracion de peréxido en buffer sin Cd?* afiadido, el célculo se realiz6 con la

ecuacion mencionada previamente.
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Figura 6. Curva de calibracion para la deteccion de H.O, sobre un electrodo de Pt sin
afiadir Cd*?
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Figura 7. Relacion del tiempo de exposicion con la concentracion de peroxido de
hidrégeno.

En la Figura 7, podemos observar de manera global la variacion existente en la
concentracion de H>O; en el medio celular al estar estresado con Cd?* Si bien no se
estableci6 una tendencia lineal, los resultados obtenidos nos indican que la
concentracion de H,O, disminuyd al comparar la concentracion obtenida al inicio de las

mediciones (24 horas) con el final de estas (120 horas).

Analizando separadamente cada suspension podemos observar que se cumple lo
reportado en la literatura, donde segun la cantidad de Cd?* que se ha agregado al medio
va a depender la producciéon de H>O- (Guo, et al., 2019), por esta razon la suspension
de 5 uM produce la menor cantidad al transcurrir el tiempo, siendo las 72 horas tiempo

en el cual alcanzé su mayor produccion de H2O-.

La suspensién de 20 uM es la que produce cantidades mas altas de peréxido de
hidrogeno durante las primeras 72 horas, esto fue algo recurrente en las suspensiones
de otras concentraciones, ya que se puede ver en el grafico de la Figura 6 que con
excepcidn de la cantidad que se produce a las 24 horas, la mayoria de suspensiones

aumentan su concentracion de peroxido a las 72 horas.



El comportamiento de las suspensiones celulares a las 120 horas sugiere que las células
de semillas de Theobroma cacao a este tiempo estan cercanas a la muerte celular, esto
debido a que todas las suspensiones incrementan la produccién de peréxido de
hidrogeno al compararlos con la medicion realizada a las 100 horas. Lo que puede
indicar que al pasar las 72 horas comienza la apoptosis en las células de las semillas
que genera una produccion maxima de H;O, por el estrés que causa el metal

contaminante que conducen a la célula a su muerte.

7. CONCLUSIONES
La optimizacion de un método por cronoamperometria para la cuantificacion de peroxido

de hidrogeno H.O, en suspensiones celulares de semillas de Theobroma cacao
estresadas con Cd*?(ll) resulté efectivo. Con el transcurso del tiempo y segun la
concentracion de Cd(ll)_la produccién de peréxido aumenta, indicandonos que el tiempo
optimo para el trabajo en la deteccién de peréxido son 72 horas.

De igual manera, los resultados obtenidos muestran que las suspensiones celulares de
Theobroma cacao tienen mecanismos de defensa eficaces, ya que indican en el

momento que estan siendo extresadas por el Cd(ll).
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