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RESUMEN

En la presente tesis, se realizd un disefio molecular de una celda de combustible
enzimdtica basada en un anodo de glucosa oxidasa (GOx) y un catodo de lacasa. La lacasa
fue inmovilizada de forma covalente sobre un electrodo de carbono funcionalizado con
acido 4-[2-aminoetil] benzoico (AEBA), mientras que para inmovilizar la GOx se probaron
distintas estrategias de inmovilizacidon covalente, que consistieron en: i) inmovilizacion
aleatoria sobre electrodos de carbono; ii) reconstitucion de GOx sobre electrodos de
carbono y sobre electrodos de oro vy; iii) inmovilizacion aleatoria sobre electrodos de
carbono funcionalizados con nanotubos de carbono. De las estrategias antes
mencionadas, solo las dos ultimas mostraron generacion de corriente asociada a la
oxidacion de glucosa; sin embargo, debido a la falta de reproducibilidad durante el
proceso de reconstituciéon de GOx, se eligié a los electrodos fabricados con nanotubos de
carbono para montar la celda de combustible enzimatica. La biocelda enzimatica, generd
una densidad de corriente a corto circuito de 112 uA/cmZ, un voltaje a circuito abierto de
0.34V, una densidad de potencia maxima de 20.6 uW/cm2 y un factor de relleno de 0.54.
En cuanto a la estabilidad, la biocelda de combustible mostré un decremento del 40 % en
la densidad de corriente después de 130 min de operacién continua.

ABSTRACT

In this thesis, a molecular design of an enzymatic fuel cell from an anode of glucose
oxidase (GOx) and a cathode of laccase were carried out. Laccase was covalently
immobilized on a functionalized carbon electrode with 4 - [2-aminoethyl] benzoic acid
(AEBA), while for GOx various strategies for its covalent immobilization were tested, which
consisted of: i) random immobilization on carbon electrodes; ii) GOx reconstitution on
carbon electrodes and gold electrodes and; iii) random immobilization on carbon
electrodes functionalized carbon nanotubes. Among the strategies mentioned above, only
the latter two showed current generation associated glucose oxidation; however, due to
the lack of reproducibility in the process of reconstitution of GOx, the electrodes made
with carbon nanotubes were selected to mount the enzymatic fuel cell. The enzymatic
biocell generated a short-circuit current density of 112 wA/cm?, an open circuit voltage of
0.34 V, a maximum power density of 20.6 pW/cm2 and a fill factor of 0.54. Regarding
stability, the biofuel cell showed a decrease of 40 % in the current density after 130 min of
continuous operation.



1. INTRODUCCION.

Los problemas ocasionados por la contaminacidn ambiental a los que se enfrentan la sociedad en
el presente siglo, ha generado una gran preocupacién por encontrar nuevas fuentes para generar
energia limpia. Una de estas posibles alternativas es la conversidn directa de la energia quimica
almacenada en los combustibles (Hidrégeno, gas natural, metanol, etanol, hidrocarburos, etc.) en
energia eléctrica, mediante dispositivos electroquimicos conocidos como celdas de combustible.

Las celdas de combustible constan de dos electrodos, un cdtodo, donde se produce la reaccién de
reduccion del comburente (oxigeno), y un anodo donde tiene lugar la oxidacién del combustible,
unidos a través de un hilo conductor que permite el paso de electrones desde el anodo hasta el
catodo, este circuito externo debe contener una carga (por ejemplo, un motor) para que haya
generacion de electricidad. Para completar el circuito y que la pila pueda funcionar correctamente
es necesario que se compensen las cargas generada mediante el transporte de protones desde el
compartimento anddico al catddico [1].

Las celdas de combustible convencionales datan de 1840 y se basan en la oxidacion de hidrégeno
en el anodo y la reduccidon de oxigeno en el catodo usando catalizadores inorganicos como el
platino. A partir de 1980 se empezaron a desarrollar también celdas de combustible bioldgicas, o
celdas de biocombustible, que emplean enzimas o bacterias como electrocatalizadores. La gran
ventaja de las bioceldas es que no requieren las altas temperaturas de funcionamiento,
contrariamente a las celdas de combustible convencionales (aunque tedricamente pueden
trabajar a altas temperaturas usando organismos extremofilos). Ademas, en las bioceldas el
numero de sustancias que pueden usarse como combustible es mucho mayor que en el caso de
pilas de combustible convencionales, los biocatalizadores no suelen pasivarse por impurezas de los
combustibles, y no requieren platino u otro metal escaso y caro, como catalizador[2].

Por otra parte, la baja densidad de potencia de las bioceldas (del orden de uW/cm2 a mW/cm?,
con respecto al orden de W/m? a kwW/m? de las celdas de combustible quimicas), el menor voltaje
de celda y la menor estabilidad (algunas celdas de combustible microbianas, en continuo
suministro de combustible, son estables varios meses; en cambio las celdas de combustible
enzimaticas solo persisten por algunos dias o semanas) frente a las celdas de combustible
convencionales dificulté su utilizacidn al inicio. Actualmente, las bioceldas de combustible tienen
gran interés para el desarrollo de celdas miniaturizadas que puedan implantarse en organismos
vivos, usando como combustible sustratos presentes en el torrente sanguineo, como pueden ser la
glucosa y el oxigeno [2, 3].

En el caso de las bioceldas de combustible un sistema biolédgico es el responsable de la catélisis,
siendo precisa la transferencia electrdnica entre el biocatalizador y el electrodo, que generalmente
se produce a través de mediadores. El uso de biocatalizadores inmovilizados en el electrodo, en
lugar de en disolucién, mejora tanto la estabilidad del enzima como la transferencia electrénica
con el electrodo, siendo posible incluso obtener corrientes cataliticas sin necesidad de mediadores
(transferencia directa con el electrodo) [4].



Actualmente se estan desarrollando dos tipos de biopilas de combustible que se diferencian en el
biocatalizador usado: enzimas o microorganismos. Los microbios pueden catalizar Ia
oxidacion/reduccién de mayor nimero de sustancias y su tiempo de vida suele ser mayor, pero la
transferencia electrdnica con el electrodo es mas compleja y menos eficiente en comparacion con
las enzimas. Las enzimas, por su parte, presentan una alta velocidad catalitica y, en algunos casos,
es posible la transferencia directa de los electrones con el electrodo, eliminando asi el uso de
mediadores y optimizando la transferencia electrénica. Ademas, los avances en el campo de
inmovilizacién de enzimas en electrodos han permitido aumentar la vida media de las mismas.

El comburente usado por excelencia en las pilas de combustible es el oxigeno, debido a su alta
capacidad oxidativa y gran abundancia en el medio. Debido a sus caracteristicas hay dos enzimas
gue estan cobrando gran importancia en el desarrollo de biocatodos enzimaticos: la bilirrubina
oxidasa y la lacasa. El disefio mas simple para un biocatodo es aquel en que los electrones pasan
directamente del electrodo a la enzima y luego al oxigeno (transferencia electrdnica directa). En
nuestro laboratorio se construyd recientemente una celda de combustible enzimatica hibrida Zn-
lacasa, inmovilizando la enzima covalentemente de dos formas distintas (aleatoria y orientada) [5].
La orientacién se logré usando como entrecruzante una molécula analoga al sustrato de la enzima.
Los resultados mostraron que la inmovilizacién orientada con el uso del acido 4-[2-aminoetil]
benzoico hidroclorado (AEBA) como entrecruzante fue significativamente superior y alcanzando
densidades de potencia de 1191 ;LW/cm2 contra 866 MW/sz de lacasa inmovilizada
aleatoriamente. Lo anterior demuestra que la orientacidn de las enzimas sobre la superficie del
electrodo incrementara la densidad de corriente resultante.

Otra de la enzimas ampliamente utilizada es la glucosa oxidasa (GOx), debido a que emplea
glucosa como sustrato, tiene un bajo costo, asi como una alta estabilidad, selectividad y velocidad
de recambio operando en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, en ésta enzima su cofactor (FAD)
se encuentra muy embebido dentro de la estructura proteica y esto dificulta el contacto eléctrico
entre su sitio activo y el electrodo. Diversas estrategias se han propuesto para superar dicho
obstdculo, siendo la mas exitosa la reconstitucion de la apoglucosa oxidasa sobre electrodos
previamente funcionalizados. Es por ello, que en el presente estudio se disefid de forma racional
un biodnodo con la GOx inmovilizada de forma orientada sobre diferentes soportes y espaciadores
para ver el efecto de estos sobre la velocidad de transferencia de electrones.

Por ultimo, el biodanodo de GOx que presentd las mejores caracteristicas cinéticas y propiedades
electroquimicas se acopléd a un biocidtodo de lacasa previamente caracterizado [5] para la
construccion de una celda de combustible enzimatica que consume glucosa como combustible y
requiere oxigeno como agente oxidante.



2. ANTECEDENTES.

2.1. Definicion de celdas de biocombustible.

Las celdas de combustible bioldgicas o celdas de biocombustibles, son dispositivos de conversion
de energia que transforma la energia quimica en energia eléctrica a través de reacciones
electroquimicas y bioquimicas, incluyendo las de las vias metabdlicas [6]. Los sustratos para la
reaccion de oxidacién, tales como metanol, dcidos grasos y glucosa; son abundantes, renovables y
todos pueden ser producidos por el metabolismo biolégico. Por estas razones, las celdas de
biocombustibles son una tecnologia sustentable y prometedora a largo plazo para la produccion
de energia [2].

Desde el siglo 20, el consumo de energia ha aumentado dramaticamente y no hay indicios de que
esta tendencia vaya a disminuir en un futuro cercano. Ademas, el dafio irreversible al medio
ambiente causado por el consumo excesivo de combustibles fdsiles es un tema de preocupacién
entre la poblacidon. Una alternativa viable para algunos de los problemas relacionados con la
energia es la tecnologia de celdas de combustible, dispositivos electroquimicos de conversidon de
energia quimica a energia eléctrica. En una celda de combustible tipica PEM (membrana de
intercambio protdnico), el gas hidrégeno es dividido en protones y electrones con la ayuda de
platino como catalizador. El electrolito (membrana de intercambio proténico), solo permite el
paso a los iones con carga positiva. Al mismo tiempo, los electrones cargados negativamente
tienen que viajar a través del circuito externo, creando una corriente eléctrica. En el catodo los
protones, electrones y el oxigeno reaccionan formando agua. Algunas caracteristicas de las celdas
de combustibles son: alta eficiencia, estructura simple y bajo nivel de ruido.

La diferencia principal entre una celda de combustible y una bateria es que ésta ultima almacena
energia eléctrica en un sistema cerrado. Una celda de combustible puede funcionar de manera
continua, siempre y cuando se mantengan los flujos necesarios de combustible y oxidante.

Las celdas de combustible PEM estan disponibles comercialmente en la produccion de varios watts
a varios cientos de watts en motores de hidrégeno que se utilizan, por ejemplo, en el sistema de
trasporte urbano [7]. En teoria, el gas de escape de una celda de combustible de este tipo es agua
pura, que no dafia el medio ambiente. El uso de gas hidrégeno, que se deriva de combustibles
fosiles (recurso no renovable), es un obsticulo para una amplia aplicacion de las celdas de
combustible PEM. La produccién de hidrégeno, almacenamiento de hidrégeno y el uso de un
catalizador costoso (platino) siguen siendo los tres principales obstaculos que aun no se han
logrado superar en la investigacién de celdas de combustible PEM. Sin embargo, las celdas de
combustible biolégicas han de superar este obsticulo por su propia naturaleza, a partir de
biomasa renovable como combustible, y microorganismos o enzimas como catalizadores. Por otra
parte, la baja potencia, el menor voltaje y la menor estabilidad de las bioceldas frente a las celdas
de combustible convencionales ha dificultado su aplicacion, siendo la estabilidad la principal
limitante [3].



2.2. Historia de las celdas de biocombustible.

El nombre de bioelectricidad fue introducido por primera vez en el siglo XVIIl, cuando Luigi Galvani
observd la contraccion de un anca de rana [2]. El inicio real de las celdas de biocombustibles se
remonta a 1910, cuando el Michael Cress Potter, profesor de botanica de la Universidad de
Durham demostrd corriente y tensidon generada por organismos. En la década de 1960, las celdas
de biocombustibles se hicieron populares por primera vez en la historia porque la NASA destiné a
convertir los residuos organicos en electricidad en los vuelos espaciales. Estuvieron disponibles
por primera vez en 1963 como fuente de energia para algunos dispositivos del mar.
Desafortunadamente, la energia fotovoltaica, otro dispositivo de conversién de energia, tomo el
lugar de las celdas de combustible en los vuelos espaciales de la NASA, porque su fuente de
energia es inagotable; sin embargo, la necesidad de una elevada exposicidon a la luz pero sobre
todo su elevado costo, debido a la escases de silicio grado semiconductor, limitan el uso de esta
tecnologia. Las celdas de biocombustibles perdieron asi el valor comercial en el mercado civil
debido a la falta de inversién en investigacidn. El interés en el desarrollo de celdas de combustible
bioldgicas revivid mas tarde en los afios 70 y 80 afios a causa de la crisis del petrdleo. En 1969, Yao
et al., [8] anunciaron que la glucosa puede ser utilizada como combustible. Actualmente, las celdas
de combustible bioldgicas tienen gran interés para el desarrollo de biopilas miniaturizadas que
puedan implantarse en organismos vivos, incluso en el cuerpo humano, usando como
combustibles sustratos presentes en el torrente sanguineo, como pueden ser glucosa y oxigeno.
Ademas, no se conoce toxicidad alguna asociada a las enzimas glucosa oxidasa, lacasa y bilirrubina
oxidasa en las cantidades presentes en las celdas de biocombustible (miligramos); sin embargo,
algunos materiales que pueden ser empleados en la fabricacion de las mismas han sido
considerados como tdxicos por la Unién Europea, como por ejemplo el tetradxido de osmio [2, 3,
9, 10].

2.3. Principio de funcionamiento de las celdas de combustible bioldgicas.

El esquema general de una celda de combustible (Figura 1a) consta de dos electrodos, un catodo,
dénde se produce la reaccidon de reduccion del comburente, y un anodo, dénde tiene lugar la
oxidacion del combustible, unidos a través de un hilo conductor externo (el cual debe contener
una carga) que permite el paso de electrones desde el dnodo hasta el catodo. Este flujo de
electrones produce electricidad al pasar por un motor u otro aparato eléctrico, la velocidad de
carga (corriente eléctrica) depende tanto de la diferencia de voltaje de la celda como de la
resistencia eléctrica del conductor. Para completar el circuito y que la celda pueda funcionar
correctamente es preciso que se compensen las cargas generadas mediante el transporte de
protones desde el compartimento anddico al catédico. Cuando el catodo y el dnodo se encuentran
en un mismo compartimento no se generan problemas para la compensaciéon de cargas. Sin
embargo, eso requiere que ambos electrodos funcionen bajo las mismas condiciones sin que se
produzcan reacciones cruzadas. La colocacidon de una membrana de intercambio protdnico entre
el catodo y el anodo permite usar disoluciones diferentes para cada electrodo y permite el paso de



protones que compensen las cargas generadas. Asi, este proceso produce agua 100 % pura,
corriente eléctrica y calor util, por ejemplo energia térmica.

En el caso de las bioceldas de combustible, un sistema biolédgico es el responsable de la catalisis,
siendo precisa la transferencia electrdnica entre el biocatalizador y el electrodo, que generalmente
se produce a través de mediadores (Figura 1b y Figura 2). Dos limitaciones importantes de las
bioceldas de combustible frente a las convencionales, basadas en electrocatalizadores de Pt, son la
corta estabilidad operacional del sistema bioldgico y las bajas densidades de corriente. El uso de
biocatalizadores inmovilizados en el electrodo, en lugar de estar en disolucién, mejora tanto la
estabilidad del enzima como la transferencia electrénica con el electrodo, siendo posible incluso
obtener corrientes cataliticas sin necesidad de mediadores (transferencia electrénica directa con
el electrodo) [4].
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Figura 1. a) Esquema general de una celda de combustible en fase liquida. b) Estructura general de un catodo bioldgico.

En consecuencia, el trabajo de una celda de combustible se puede ilustrar con los siguientes pasos:
oxidacién del combustible, transporte de protones, transferencia de electrones y reduccion del
oxidante. Esencialmente, cualquier literatura publicada se centra en cualquier combinacidn de los
pasos anteriores.

Actualmente se estan desarrollando dos tipos de bioceldas de combustibles que se diferencian en
el biocatalizador utilizado: enzimas o microorganismos. Los microbios pueden catalizar la
oxidaciéon y reduccion de un mayor nimero de sustancias y su tiempo de vida suele ser mayor,
pero la transferencia electrénica con el electrodo es mdas compleja y menos eficiente en
comparacién con las enzimas. Las enzimas, por su parte, presentan una alta velocidad catalitica v,
en algunos casos, es posible la transferencia directa de los electrones con el electrodo, eliminando
asi el uso de mediadores y optimizando la transferencia electrénica. Ademas, los avances en el
campo de inmovilizacidon de enzimas sobre electrodos han permitido aumentar la vida media de
las mismas.

2.4. Celdas de combustible microbianas.

Debido a la baja densidad de potencia, las celdas de combustible microbianas fueron utilizadas por
primera vez en el tratamiento de aguas residuales domésticas en 1991 [11]. Recientemente, se
han desarrollado celdas de combustible microbianas con densidades de potencia de hasta 0.36
mW/cm?, este rendimiento da mas oportunidades para aplicaciones practicas que no sean el



tratamiento de aguas residuales. Las celdas de biocombustibles se pueden dividir en 3 grandes
categorias segun su forma de producir electricidad, ya sea de forma directa o indirecta, de acuerdo
con Shukla et al., [6].
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Figura 2. Transferencia de electrones en una celda de combustible enzimatica. El circulo y el recuadro, representan a los
mediadores redox.

1) Biorreactor integrado a una celda de combustible microbiana.

En este sistema, un biorreactor estd siempre conectado con una celda de combustible
convencional en serie. El gas hidrégeno producido por fermentacion microbioldgica va
directamente al dnodo de una pila de combustible. Incluso empleando un microorganismo
altamente eficiente como Clostridium butiricum, la biomasa necesaria para la conversidon de
hidrogeno debe ser tres érdenes de magnitud mayor que la requerida para la celda de
combustible adyacente, en esta configuracion el biorreactor se encuentra desacoplado de la celda
de combustible [12]. Sin embargo, gases como el CO y H,S, ademas del hidrégeno envenenan los
catalizadores en las celdas de combustible y por lo tanto limitan su rendimiento. De modo que, la
baja tasa de produccidn de hidrégeno asi como la contaminacidn por otros gases no hacen de esto
una tecnologia prometedora para las celdas de biocombustible.

2) Celdas de combustible microbianas con transferencia directa de electrones (DET).

En estos sistemas ocurre una transferencia directa de los electrones a la superficie del electrodo
dentro del compartimento anddico. La DET, puede involucrar dos mecanismos: a) DET via contacto
fisico entre la superficie del electrodo y la membrana externa de la bacteria (mediante las
proteinas de la cadena de transporte de electrones del microorganismo) o con apéndices de la
membrana interna o externa (por ejemplo, pilis electroconductores de algunas cepas de
Geobacter); o b) DET via mediadores redox enddgenos excretados por el microorganismo (por
ejemplo, ciertas hidroquinonas liberadas por Escherichia coli permiten la transferencia electrénica
al electrodo) [3]. Las celdas de biocombustible sin mediadores tienen ventaja sobre aquellas que si
los emplean en términos de costos. Sin embargo, esto también limita los tipos de combustibles
que pueden ser empleados, por ejemplo, Shewanella putrefaciens IR-1 en una celda de
biocombustible sin mediadores, preparada por Kim et al., [13] pudo proporcionar 0.04 mA usando
solo lactato y piruvato. Recientemente, los microorganismos cultivados en celdas de combustible
usando aguas residuales como sustrato muestran una actividad de conversién de energia muy



alta. Celdas de combustible microbianas preparadas con Clostridium EG3 [14] y Aeromonas
hydrophila PA3 [15], han alcanzado altos rendimientos: 0.22 mA y 1.8 mA respectivamente. Todos
estos avances hacen a las celdas de biocombustible sin mediadores una via prometedora en la
investigacion de celdas de combustible microbianas.

3) Celdas de combustible microbianas que emplean mediadores (transferencia de electrones
mediada).

En estos sistemas, se acoplan moléculas exdgenas de bajo peso molecular (mediadores) que
participan en la transferencia de electrones del microorganismo a la superficie del electrodo [16].
Los mediadores aceptan los electrones de un sustrato oxidado (glucosa, acetato, entre otros
materiales orgdnicos) por el microorganismo y los transfieren a la superficie del electrodo (dentro
del compartimento anddico).

Las membranas microbianas impiden la transferencia eléctrica directa y eficiente. Mediadores,
como tionina, naftodiazina y algunos colorantes organicos, se han introducido como acarreadores
de electrones actuando como intermediarios entre la membrana celular y el electrodo. Sin
embargo, utilizando mediadores, se afiade complejidad al sistema de la celda de combustible
microbiana. En lugar de la simple transferencia de electrones, la electroquimica debe considerar la
constante de velocidad de re-oxidacion de los mediadores.

Los mediadores pueden ser acoplados a los microorganismos de tres maneras: a) como
mediadores de difusién yendo y viniendo entre la suspensién microbiana y la superficie del anodo,
b) los mediadores inmovilizados covalentemente en el electrodo y las células yendo y viniendo; c)
los mediadores absorbidos en la  superficie de las células  microbianas.
Una mezcla de sustratos también proporciona un entorno ideal para los microorganismos, ya que
pueden tener multiples mecanismos de oxidacién. Por ejemplo, las aguas residuales domésticas se
ha sefialado como un combustible potencial para la celda de combustible microbiana con gran
potencia de salida por Kim et al., [17].

2.5. Celdas de combustible enzimaticas.

El uso de enzimas como catalizadores se origina por el deseo de tener reacciones especificas y
definidas en las celdas de combustible. Estas enzimas deben ser separadas y purificadas a partir de
organismos vivos. Muchos de los aspectos de los catalizadores enzimaticos son los mismos que
para las celdas de combustible microbianas, como la transferencia de electrones entre la enzima y
la superficie del electrodo. Sin embargo, en las celdas de combustible enzimdaticas es importante
tomar en cuenta la seleccion, actividad y estabilidad del catalizador.

2.5.1. Actividad y estabilidad de las enzimas.

Las enzimas son biolégicamente fragiles debido a que su velocidad de catalisis se ve gravemente
afectada por la temperatura, ambiente quimico (por ejemplo el pH) y concentracion de sustrato. A



modo de ejemplo, la glucosa oxidasa, la enzima empleada en este trabajo, muestra la mayor
actividad a 30°Cy pH 5-7 [18].

El tiempo de vida de una enzima, lo que finalmente determina el tiempo de vida de una celda de
biocombustible, también se ve afectada por la configuracion para una aplicacion dada. Por
ejemplo, Kim et al., [19] encontraron que la hidrogenasa inmovilizada, una enzima que se utiliza
para la oxidaciéon de hidrégeno, conserva la mitad de su actividad después de medio afo. Sin
embargo, se encontrd que la enzima pierde su actividad al ser disuelta en agua.
Esquematicamente, la dependencia de la actividad con respecto a los electrolitos se ilustra en la
Figura 3 [20]. El eje Y, en términos cuantitativos representa la actividad relativa de una enzima
especifica.

Bioguimicamente, la actividad absoluta de las enzimas se define como la cantidad de enzima que
oxida 1 pumol/min de sustrato a pH 7 y a 25 grados Celsius. Por ser las enzimas un catalizador,
mantienen su estructura quimica antes y después de la reaccion quimica.
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Figura 3. Estabilidad de la enzima hidrogenasa (al almacenamiento a 4 °C): (1) inmovilizada en fibras de carbono, (2) en
solucidn, (3) en solucidn con estabilizador (azida de sodio 0.2 %). Las mediciones fueron realizadas en amortiguador
fosfatos (0.05 M KH,PO,, 0.1 M KCI) pH 7 a 30 °C [20].

2.5.2. Tipos de enzimas.

Para mayor claridad se divide a las enzimas redox en tres grupos, las diferencias entre estos
grupos no estan del todo definidas, pero proporciona un marco de referencia para analizar los
diferentes problemas con el uso de enzimas distintas (Figura 4) [2].

Al primer grupo pertenecen enzimas con NAD*/NADH o NADP*/NADPH, en su centro redox, que a
menudo se encuentran débilmente unidos a la enzima. La débil unién permite a los centros redox
difundir fuera de la enzima, actuando como transportadores de electrones, una de sus funciones
naturales en la célula. Hay tres problemas que deben resolverse en el uso de un sistema
NAD/NADH o NADP’/NADPH. En primer lugar, los electrodos deben ser disefiados para la
transferencia de dos electrones para que la reaccién pueda completarse, es decir, cualquier radical
libre producido por la transferencia de un solo electrén debe ser estabilizado por la transferencia
de un segundo electrén antes de que pueda reaccionar irreversiblemente. En segundo lugar, se



debe impedir la difusiéon del NAD*/NADH o NADP*/NADPH fuera de las enzimas y de los electrodos.
En tercer lugar, la hidrdlisis de NAD*/NADH o NADP*/NADPH no debe suceder a una alta velocidad,
ya que su hidrdlisis es lo que determina la vida Util de estos electrodos.

En el segundo grupo de enzimas parte del centro redox se encuentra en o cerca de la periferia de
la cubierta proteica (peroxidasas, por ejemplo). Estas enzimas son adecuadas para transferir o
aceptar electrones al entrar en contacto con el electrodo por lo que son capaces de interaccionar
directamente con estos. El principal desafio con este tipo de enzimas es la orientacidon adecuada
de éstas en el electrodo, lo que permitird una rapida transferencia de electrones y también la
difusién del sustrato a la enzima.

En el tercer grupo, encontramos aquellas enzimas cuyo centro redox esta fuertemente ligado al
interior de la proteina. Este tipo de enzimas, no interaccionan facilmente con los electrodos, ni
liberan el centro redox para que éste transporte los electrones a la superficie del electrodo. La
glucosa oxidasa, es por mucho el caso mas estudiado, esta enzima tiene al FAD en su sitio activo;
pues, emplea glucosa como sustrato, tiene un bajo costo, asi como una alta estabilidad,
selectividad y velocidad de recambio operando en condiciones fisioldgicas.
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Figura 4. Diferente localizacidn del sitio activo en las enzimas, y la forma en que se lleva a cabo la transferencia de
electrones en enzimas sin modificar. (A) El NAD(H) o NADP(H), se encuentran en el sitio activo de la enzima. Estas
moléculas pueden difundir desde el sitio activo a la superficie del electrodo y asi llevar a cabo la transferencia de
electrones. (B) El sitio activo (a menudo derivados de porfirinas o 4tomos de cobre) se encuentra en la superficie de la
enzima, y se pueden transferir (o recibir) electrones directamente de un electrodo. (C) El centro redox de la enzima se
une fuertemente a ella. La transferencia directa de electrones desde el sitio activo es extremadamente dificil o
imposible, que requieren el uso de moléculas mediadoras capaces de penetrar al enzima para el transporte de carga [2].
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2.5.3. Transferencia de electrones.

Las celdas de combustible biolégicas pueden ser clasificadas en base al mecanismo de
transferencia de electrones que emplean, siendo dos los posibles mecanismos: transferencia
electréonica directa (DET) y transferencia electronica mediada (MET), estos mecanismos son
ilustrados en la Figura 5 [3].
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Figura 5. Mecanismos de transferencia de electrones. (a) Transferencia directa de electrones; (b) Transferencia de
electrones a través de un mediador.

La DET ha sido observada en pocas enzimas, como citocromo ¢, lacasa, hidrogenasa y varias
peroxidasas. En la DET, los electrones son transferidos directamente del sitio activo de la enzima al
electrodo (o viceversa), o bien a un conductor metdlico (por ejemplo, nanoparticulas) que
interaccionan con la superficie del electrodo. Como se describié en la seccidn 1.5.2, algunas
enzimas presentan su centro redox en la periferia, y esta propiedad intrinseca de las enzimas hace
posible una DET.

La descripcién anterior de la DET es un caso simplificado. En realidad, en muchos casos, la DET se
ve dificultada por la cubierta espesa de proteina (y ademas no conductora), que aloja el sitio activo
de la enzima. Para superar esta barrera, se introducen mediadores redox para facilitar la
transferencia de electrones, los cuales pueden estar en solucién o inmovilizados a la superficie del
electrodo. De acuerdo a la Figura 5b, el mediador se encuentra en forma oxidada antes de que
llegue a la superficie del electrodo. Al recibir los electrones en el paso anterior, el mediador es
reducido y se desplaza hacia la superficie de la enzima. El mediador retorna a la superficie del
electrodo en su forma original (oxidado) una vez que ha transferido los electrones a la enzima. La
fuerza impulsora para la transferencia de electrones en el mediador es la diferencia de potencial
causado por la reaccién electroquimica. El mediador debe tener un potencial cercano al potencial
redox de las enzimas, a fin de minimizar la pérdida de potencial causada por los mediadores. El
potencial a circuito abierto de una celda de biocombustible, se determina principalmente por la
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diferencia de potencial redox de la pareja de mediadores que se empleen, siempre y cuando las
pérdidas de potencial causadas por otras fuentes sean despreciables.

2.6. Breve comparacion entre las celdas de combustible microbianas y
enzimaticas.

Las celdas de combustible microbianas, tienen un tiempo de vida tedricamente ilimitado, siempre
y cuando el suministro de combustible se mantenga. Las celdas de combustible enzimaticas,
tienen un tiempo de vida limitado, por la desactivacién de la enzima. La extraccién de enzimas es
un proceso mucho mas caro que el crecimiento de microorganismos en un medio de cultivo. En el
caso de las celdas de combustible enzimaticas, se considera que vale la pena la investigacién sobre
pequefios electrodos, ya que el uso propuesto para las celdas enzimaticas es principalmente para
aplicaciones “in vivo”. Una alta resistencia interna debido a las membranas de las células
microbianas, es en parte responsable de su baja densidad de potencia de las celdas microbianas.
En contraste, las celdas de combustible enzimaticas son compatibles con la inmovilizacién y las
técnicas de cableado molecular, lo que proporciona un futuro brillante para la construccién de
dispositivos con una alta densidad de potencia.

2.7. Futuras aplicaciones de las celdas de biocombustible.

Las celdas de combustible biolégicas se introdujeron por primera vez en el mercado en la década
de 1960 y posteriormente perdieron su valor comercial por la competencia frente a otros
dispositivos de energia como la energia fotovoltaica.

Una aplicacién prometedora son los dispositivos implantables o sensores como el que se muestra
en la Figura 6. Este tipo de celdas se pueden utilizar en un sistema de administracion de farmacos
o como un sensor del nivel de azlucar en la sangre. El combustible para las bioceldas seria la
glucosa, un azucar presente en la sangre.

\
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Figura 6. Celda de biocombustible implantada directamente en un vaso sanguineo.
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Otra aplicaciéon importante para las celdas de combustible microbianas, esta en el campo de la
ingenieria de aguas residuales. Los microorganismos son capaces de oxidar completamente
multiples sustancias, sin embargo, la densidad de potencia que se genera es baja. Si la densidad de
potencia del sistema es mayor en el futuro, el costo del tratamiento de aguas residuales puede ser
compensado por la energia generada mediante este proceso de limpieza.

En el 2007 Sony anuncié el desarrollo de una celda enzimatica, utilizando la glucosa como
combustible y varios mediadores [21]. La potencia de salida fue de 50 mW (1.5 mW/cm?), que fue
suficiente para alimentar un reproductor MP3 portatil por unos cuantos segundos, tiempo que
durd la demostracién. Sin embargo, Sony no hizo mencién sobre la durabilidad de la pila de
combustible.

2.8. Lacasa.

La lacasa fue una de las primeras enzimas en ser descritas, gracias a Yoshida que la extrajo en 1883
de los exudados de Rhus vercifera (japanese lacquer tree, arbol de la laca). Algunos afos después,
en 1896, Bertrand demostré su existencia en hongos. Desde entonces se han encontrado en
numerosos hongos y plantas, asi como en algunas bacterias e incluso en insectos. En los ultimos
afnos se han publicado varias revisiones [22], que abarcan todos los aspectos relacionados con la
lacasa: estructura, funcién, propiedades y aplicaciones.

2.8.1. Caracteristicas generales.

Las lacasas (oxigeno oxidorreductasas, EC 1.10.3.2) pertenecen a la familia de las enzimas
multicobre, y se caracterizan por su capacidad de catalizar la reaccién de reduccién de oxigeno
molecular a agua, acoplada a la oxidacién de diferentes sustratos, como pueden ser fenoles,
aminas, ligninas y algunos compuestos inorgdanicos, de acuerdo con la reaccion:

Lacasa

Como se ha comentado, las lacasas se encuentran fundamentalmente en plantas y hongos, y su
funcion se relaciona con la lignificacion (sintesis y degradacién), aunque su mecanismo de
actuacién no estd del todo esclarecido. En plantas también se relaciona su actividad con la
proteccion frente a patdgenos y la eliminacion de fenoles, mientras que en hongos se asocia a
diversos procesos celulares como esporulacién y produccién de pigmentos. Asi, la gran mayoria de
las lacasas se localizan fuera de la célula, aunque existe un pequefio porcentaje (5-12 %) de lacasas
intracelulares [23].

En general, las lacasas son glicoproteinas con un peso molecular de 50-130 kDa, siendo las de
hongo menores (60-70 kDa). El porcentaje de carbohidratos como manosa, N-acetilglucosamina y
galactosa, representa cerca de un 45 % de la masa de las lacasas de planta y un 10-20 % en las
lacasas de hongo.
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Las lacasas de hongos tienen un punto isoeléctrico cercano a 4.0, su pH éptimo de actividad es
generalmente 4cido, y su temperatura dptima de funcionamiento se encuentra entre 50 y 70 °C,
aunque la estabilidad a dichas temperaturas varia mucho dependiendo de su origen [22].

2.8.2. Estructura.

La mayoria de lacasas son monoméricas, con tres dominios globulares conectados
consecutivamente, y contienen cuatro iones cobre, repartidos en tres diferentes sitios (Figura 7).
El sitio T1 se localiza en el tercer dominio, mientras que los sitios T2 y T3 se encuentran entre el

IM

primer y el tercer dominio formando el “cluster” o agrupamiento T2/T3. Existen dos canales que
permiten el acceso de disolventes hacia el sitio T2/T3, uno con acceso directo al sitio T3, por el que
entrara el O, que se unira a los cobres, y otro simétrico, con acceso al T2, por el que el agua sera
expulsada al exterior [24, 25]. Los residuos aminodcidos del segundo y tercer dominio estdn

involucrados en la formacién del bolsillo al que se une el sustrato.

Estudios cristalograficos de la lacasa de Coriolopsis gallica [26], revelan que se trata de una
proteina globular cuyas dimensiones son aproximadamente 55 x 51 x 69 A. El sitio T1 se encuentra
a unos 8 A bajo la superficie de la enzima y se conecta a través de un motivo tripéptido histidina-
cisteina-histidina al sitio T2/T3, que se encuentra a unos 12 A de distancia (Figura 7).

Figura 7. Estructura cristalogréfica de la lacasa de Coriolopsis gallica, modelada con Pymol: A) Mostrando los dtomos de
cobre en el sitio activo, B) Residuos de lisina (K) que pueden participar en la unién covalente y orientada de la enzima,
mostrados en rojo. En amarillo, se muestra el sitio activo de la enzima [27].

En la Figura 7 puede apreciarse que hay un residuo de lisina (K157) muy préximo al sitio T1 de la
enzima y que puede ser aprovechado para unir la enzima a través de dicho residuo en una
orientacién en la que dicho centro se encuentre hacia el electrodo. Siendo el acido 4-[2-aminoetil]
benzoico (AEBA), un compuesto que por su naturaleza aromatica puede acoplarse directamente al
sitio T1 [5].

2.8.3. Sitios de cobre.

El sitio activo de la lacasa contiene 4 iones cobre: un ion cobre mononuclear “azul” (sitio T1) y un
sitio trinuclear de cobre (sitio T2/T3) consistiendo en un ion cobre en T2 y dos iones cobre en T3
(Figura 7). La distancia entre los sitios T2/T3 de la enzima es de 4 A y el ion cobre del sitio T1 estd
localizado aproximadamente a 12 A de ellos.
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Los iones cobre de la lacasa estan clasificados de acuerdo a sus diferentes espectros y propiedades
paramagnéticas en estudios de resonancia paramagnética electrdnica (EPR):

- Sitio T1: contiene un ién. Se caracteriza por la pronunciada banda de absorcién a 600 nm (g ~
5000 M™* cm™) y por un estrecho desdoblamiento en el espectro EPR (81=2,30, A|=(40-95) 10*ecm’
!). Los ligandos del sitio T1 son dos histidinas, a las que se une a través de un nitrégeno, y una
cisteina, a la que se une a través del grupo sulfuro (Figura 8). Esta unién entre el cobre del sitio T1
y el azufre es la que proporciona el color azul caracteristico de las lacasas. Algunas lacasas
presentan otro ligando en posicidn axial, a una distancia mayor, que generalmente es una
metionina o un aminodcido alifatico.

- Sitio T2: contiene un i6n cobre. Presenta un estrecho desdoblamiento en el espectro EPR
(81=2,24, A|=(140-200) 10" cm™), lo cual es tipico para iones cobre en complejos tetragonales. Sus
ligandos son un hidroxilo y dos histidinas, a las que se une a través de un nitrégeno (Figura 8). El
sitio T2 puede ser removido de la enzima lo que provoca una pérdida significativa en la actividad
enzimatica.

- Sitio T3: el sitio T3 de la lacasa es un sitio de cobre binuclear con los iones de cobre emparejados
antiferromagnéticmente a través de un puente hidroxilo lo que hace a este sitio diamagnético y
evita su deteccidon en el espectro de EPR. El sitio T3 puede caracterizarse por su absorcién
electrénica a 330 nm (en su forma oxidada). Ocho imidazoles de histidina son ligandos del sitio
T2/T3 [23].

La cisteina del sitio T1 se encuentra unida a las histidinas del sitio T3, lo que proporciona un
camino electrénico de enlaces covalentes entre los centros de cobre [28].

PpE
His JfCHC
E NH
His HIS\ / His
HO— Gy OH CH—CH;—S— Cu
g / “y
T T, 2 Cys His
Cu i
His His/ ;:\ N \ His /C\\
T2 His u CH—NF o T
\ T3 N~ COOH
H

Cluster T2/T3

Figura 8. Sitios de cobre de la lacasa (modificado de Salomon et al.,[28]).
2.8.4. Factores que determinan el potencial redox del sitio T1 de la lacasa.

Una caracteristica por la cual se diferencian las distintas lacasas es el potencial de sus sitios redox.
El potencial de los sitios T2 y T3 ha sido determinado para contadas lacasas [29], sin embargo el
potencial del sitio T1 es conocido para gran nimero de lacasas [23]. Segun el potencial de este
sitio, las lacasas se pueden clasificar en lacasas de alto y bajo potencial. Se consideran de alto
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potencial aquellas cuyo sitio T1 tiene un potencial entre 790-700 mV vs. ENH, y de bajo potencial
aquellas en las que tiene un valor de 650-430 mV vs. ENH.

En un principio se pensaba que el potencial del sitio T1 estaba relacionado con el tipo de
aminodacido coordinado en posicidn axial, puesto que las lacasas de alto potencial presentan un
residuo fenilalanina como ligando axial del cobre T1, mientras que las de bajo potencial presentan
un residuo leucina o metionina [23, 30]. Sin embargo, estudios de mutagénesis dirigida de
diferentes lacasas han demostrado que el entorno del cobre T1 no tiene gran influencia en su
potencial, y por ejemplo, el cambio del residuo leucina por feninalanina apenas varia el potencial
[31]. Por otro lado, Piontek et al., [32] han sugerido que un incremento en la distancia del enlace
cobre-nitrégeno (de la histidina) aumenta el potencial del sitio T1 debido a una disminucién de la
contribucion del par electrénico libre del nitrégeno. Dicho aumento en la distancia Cu-N se daria
por formacién de un enlace de hidrégeno, entre un residuo glutamico, presente solo en las lacasa
de alto potencial, cercano al sitio T1 y un residuo serina presente en el dominio 1, que afecta a la
estructura de la lacasa incrementando la distancia de la histidina al cobre [23]. Mas recientemente
Durao et al., [33] sefialan que la accesibilidad de las moléculas de agua al sitio activo estabilizarian
el estado oxidado del sitio, al contribuir con la carga negativa del oxigeno, disminuyendo el
potencial redox del mismo. Matera et al., [25] defienden que el potencial redox del sitio T1 no se
puede atribuir a un solo factor, sino que a él contribuyen tanto la naturaleza de los ligandos y su
geometria de coordinacién, como otros residuos presentes en la estructura que varian el entorno
del sitio T1, siendo necesario varias mutaciones para modificar el potencial redox del sitio T1 de la
lacasa de T. trogii [25].

El sitio T1 de la enzima es el aceptor primario de electrones de sustratos reducidos. Las lacasas
pueden oxidar directamente solo aquellos compuestos con potenciales de ionizacidn menores
que el idén cobre del sitio T1 de la enzima [34]. El potencial del sitio T1 de la enzima también
determina la eficiencia de la catalisis de oxidacion de los sustratos de la lacasa, y esto hace a las
lacasas con alto potencial del sitio T1 una de las alternativa prometedora en biotecnologia.

2.8.5. Propiedades cataliticas y mecanismo de catalisis de la lacasa.
2.8.5.1. Reduccion de oxigeno molecular.

Como hemos visto, las lacasas son enzimas capaces de catalizar la reduccion de oxigeno molecular
a agua. A grandes rasgos, el sitio Tl acepta electrones del sustrato en cuatro pasos
monoelectrénicos, y se los pasa al sitio T2/T3, que los transmite al oxigeno en dos pasos
bielectrdnicos. El ciclo catalitico completo conlleva la reduccién total del oxigeno formando dos
moléculas de agua, para lo cual se oxidan cuatro moléculas de sustrato (Figura 8).

Aunqgue no hay una idea definitiva acerca del camino electréonico dentro de la proteina, ni del
mecanismo por el que se produce la reduccion del oxigeno, se sabe que implica la formacion de un
intermediario perdxido [35, 36].
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Un esquema del ciclo catalitico de reduccion de oxigeno, basado en estudios espectroscépicos y
cristalograficos, puede verse en la Figura 9. Partiendo del intermediario nativo de la lacasa, el
sustrato se oxida reduciendo el cobre del sitio T1, que transmite los electrones al cluster T2/T3, a
través de los enlaces covalentes de la cadena histidina-cisteina-histidina [28] (Figura 8), formando
el intermediario totalmente reducido. La forma totalmente reducida de la enzima interacciona con
una molécula de oxigeno, obteniendo un intermediario perdxido en el que dos de los cobres se
encuentran oxidados. En un segundo paso de reduccion bielectrdnica, se regenera el intermediario
nativo con desprendimiento de agua. Aunque este es un modelo de ciclo catalitico ampliamente
aceptado [28], Bento et al., a partir de estudios de rayos de X de la estructura de la lacasa de CotA
[24], sostienen que la entrada de oxigeno en la estructura se produce cuando todos los centros se
encuentran oxidados, obteniéndose sdélo la forma totalmente reducida en ausencia de oxigeno. El
resto del ciclo propuesto por Bento et al., es similar al detallado antes, formandose en una primera
etapa bielectrdnica el intermedio perdxido, que pasara en la segunda etapa a dos grupos
hidroxilos que seran expulsados en forma de agua a través del cobre T2, obteniendo de nuevo la
estructura oxidada.

El intermedio nativo representado en la Figura 9 puede pasar a una forma “resting” por pérdida de
un hidroxilo [29]. Dicha forma es una forma activa de la lacasa, aunque presenta una cinética mas
lenta, por lo que en presencia de sustrato el intermediario nativo evoluciona hacia el
intermediario totalmente reducido, repitiendo asi el ciclo catalitico [37].

Solomon et al., [28] postulan dos posibles mecanismos que conllevan a la reduccidn del cluster
T2/T3: 1) el cluster trinuclear es reducido secuencialmente por electrones que le llegan a través
del sitio T1; 2) en un primer paso el cobre del sitio T1, reducido por el sustrato, pasa el electrén al
sitio T2. En un segundo paso el sitio T1, nuevamente reducido por el sustrato, y el sitio T2 pasan
sendos electrones a los cobres T3. En la siguiente reduccién el T1 pasa de nuevo un electrén al T2
y en el cuarto paso el sitio T1 se reduce de nuevo, obteniendo una estructura en la que todos los
cobres se encuentran reducidos.

2.8.5.2. Oxidacion de sustratos reducidos. Tipos de sustratos oxidados por la lacasa.

Como donadores de electrones las lacasas aceptan un gran nimero de compuestos fendlicos, a
excepcién de la tirosina, asi como aminas, ligninas y algunos iones inorganicos como Fe(CN)¢*. La
mejor manera de caracterizar la enzima es determinando las constantes cinéticas (K, y k..:) para
varios sustratos, pudiendo variar su valor varios 6rdenes de magnitud entre los mismos. Los
sustratos mdas comunmente utilizados en estudios con lacasas son Fe(CN)s", 2,2’-azidobis(3-
etilbenzotiazoline-6-acido sulfénico) (ABTS), catecol, hidroquinona, guayacol y 2,6-dimetoxifenol.

La reaccién catalitica implica la reduccion tetraelectrénica del oxigeno acoplada a la oxidacidn
monoelectréonica del sustrato. Por lo tanto, por cada molécula de oxigeno se generan dos
moléculas de agua consumiendo cuatro moléculas de sustrato.
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Figura 9. Ciclo catalitico de la lacasa mostrando el mecanismo de reduccién y oxidacidn de los sitios de cobre de la
enzima (tomado de Shleev et al., [29]. S representa un sustrato en su forma reducida.

Como ya se ha mencionado antes, el oxigeno se reduce en el cluster T2/T3, al que accede a través
de un canal que comunica el cluster con el exterior. Por otra parte, el sitio T1 es el encargado de
extraer los electrones del sustrato. Un estudio de la estructura cristalina de la lacasa de CotA en
presencia de ABTS realizado por el grupo de Enguita et al., [38] demostraron que el sustrato se une
en una cavidad, cercana al sitio T1, formada por residuos apolares (alanina, glicina). En ese estudio
se observd que el ABTS se encuentra sélo parcialmente embebido en la estructura de la lacasa.
Teniendo en cuenta dicha estructura obtuvieron un modelo en el cual, parte del ABTS inmerso en
la cavidad, establecia un puente de hidrégeno entre el oxigeno del sulfonato del ABTS y una glicina
de la lacasa. Por otro lado, el grupo de Bertrand et al., [39] reportaron en la estructura de la lacasa
de T. versicolor la presencia de 2,5-xilidina en una cavidad bastante amplia cercana al sitio T1. La
2,5-xilidina es una arilamina usada como inductor del crecimiento en cultivos de lacasa, pudiendo
actuar también como sustrato. En este caso también existen interacciones hidrofébicas entre el
sustrato y la cavidad (con residuos fenilalanina y leucina) y se establecen dos puentes de
hidrégeno con la arilamina, uno con un residuo histidina coordinado al sitio T1 y otro con el
oxigeno terminal de un grupo aspartato. Recientemente Matera et al., [25] han reportado la
estructura de la lacasa de T. trogii con el p-tolueno alojado en la cavidad cercana al sitio T1,
observando que se forma un puente de hidrégeno entre el carboxilato del sustrato y una histidina
de la lacasa, asi como la existencia de interacciones hidrofdbicas con residuos fenilalanina, prolina
y valina de la lacasa. En resumen, estos estudios indican que en la unién sustrato-lacasa son
importantes tanto las interacciones hidrofébicas como la posibilidad de establecer puentes de
hidrégeno.

Las lacasas son inhibidas fuertemente por una gran variedad de compuestos [22]. Entre ellos
destacan haluros, azidas, cianuros, hidroxilos y otros pequefos aniones. Se piensa que dichos
aniones se unen al cluster T2/T3 interrumpiendo la transferencia electrénica con el T1y, por tanto,
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la catdlisis [31, 40, 41]. Sin embargo, no todas las lacasas son inhibidas por el mismo anidn en el
mismo grado. Esto puede ser explicado debido a la diferente accesibilidad de los aniones al canal
gue comunica el cluster con el exterior [42].

2.8.6. Propiedades electrocataliticas de la lacasa.

Cuando una enzima redox es inmovilizada de forma que su sitio activo se encuentra a una
distancia adecuada del electrodo, es posible la transferencia electrénica directa (DET) entre la
enzima y el electrodo. La inmovilizacidn de la enzima en electrodos desnudos o funcionalizados
con monocapas cortas o conductoras ofrece una distancia adecuada para la obtencién de DET. En
este caso los electrones se transmiten directamente desde el electrodo hasta el sitio activo de la
enzima, para lo que es necesario que el sitio activo se encuentre orientado hacia el electrodo.

Para el caso de las lacasas, existen dos posibilidades de DET: cuando el sitio T1 se encuentra
orientado hacia el electrodo, o cuando es el cluster T2/T3 el que se encuentra orientado hacia el
electrodo (Figura 10 a y b). En estos casos, una medida electroquimica en presencia de oxigeno
resultara en la obtencién de una corriente catalitica directa (CCD). La CCD es el resultado de la
reduccion total de oxigeno a agua, en el caso de que el sitio T1 se encuentre orientado hacia el
electrodo (Figura 10a), o la reduccion parcial de oxigeno a perdxido de hidrégeno, en el caso de
que la orientacion sea a través del cluster T2/T3 (Figura 10b) [43].

a) b) c)

CCD CCM
e e

Figura 10. Posibles orientaciones de la lacasa sobre el electrodo. a) Sitio T1 en DET con el electrodo; b) cluster T2/T3 en
DET con el electrodo; c) sin DET con el electrodo, requiere la presencia de mediadores redox (S). Tomado de Shleev et
al., [43].

En el 2009, Vaz Dominguez [44] inmovilizé a la lacasa covalentemente a superficies de oro
funcionalizadas con grupos amino mediante la reduccion electroquimica de dos sales de diazonio,
4-nitrobenceno y 2-nitrofenol. La inmovilizacién fue realizada de dos formas: mediante formacién
de enlace amida entre los grupos carboxilicos de la enzima y los grupos amino de las monocapas; y
mediante formacion de enlace imida o base de Schiff entre los grupos aldehido de los azlcares de
la lacasa y los grupos amino de la monocapa. Para ambas inmovilizaciones el potencial al que se
produce la catalisis (+800 mV vs. ENH) corresponde al del potencial del sitio T1 (+780 mV vs. ENH),
lo que indica que es la transferencia directa de electrones entre el electrodo y el sitio T1 de la
lacasa la responsable de la corriente catalitica. Cuando la inmovilizacidn se realiza a través de los
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azucares de la enzima (base de Schiff), se obtiene mayor recubrimiento de enzima con posibilidad
de transferencia directa con el electrodo, pero su grado de orientacién es menor que cuando la
lacasa se orienta a través de los grupos carboxilatos (enlace amida). Esto se explica porque la
distribucidn global de grupos carboxilicos en la lacasa es menor que la distribucion de azucares (y
por tanto las posibilidades de unién de forma no orientada son mayores). En cuanto a la
estabilidad operacional de los electrodos de lacasa para la reduccién de O,, los electrodos
modificados mediante formacién de enlace amida son los que presentan una mayor estabilidad
(retienen el 75 % de la corriente inicial después de 10 dias de funcionamiento continuo), debido a
que las bases de Schiff se hidrolizan en medio acuoso.

Un afio después Martinéz-Ortiz et al., [5], disefiaron una celda de combustible enzimatica hibrida
Zn-lacasa, inmovilizando la enzima covalentemente de dos formas distintas (aleatoria y orientada).
La orientacion fue lograda usando como espaciador una molécula andloga al sustrato de la enzima.
Los resultados mostraron que la inmovilizacién orientada con el uso del acido 4-[2-aminoetil]
benzoico (AEBA) como entrecruzante fue significativamente superior y alcanzando densidades de
potencia de 1191 pW/cm? contra 866 pW/cm? de lacasa inmovilizada aleatoriamente, cuando la
celda de combustible fue evaluada en amortiguador succinatos 50 mM, pH 4.5. La densidad de
potencia que alcanza esta celda de combustible es la mayor reportada hasta ese momento para
celdas de este tipo (Zn-lacasa). Sin embargo, después de 6 horas de operacidon se presentd un
decremento del 20% en la corriente eléctrica, esta disminucién la asociaron a la pasivacion del
anodo de zinc, debido a la acumulacién de productos de oxidacidn sobre la superficie del
electrodo; sin embargo, también se sabe de estudios previos que la lacasa de Coriolopsis gallica
tiene una vida media menor a 10 horas a pH de 4.5 [45].

La obtencion de DET estd condicionada a la distancia a la que se encuentra el sitio activo del
electrodo, y, por tanto, a la orientacion de la enzima. Sin embargo en la mayoria de los estudios
publicados la lacasa se encuentra dispuesta al azar en el electrodo, siendo necesario en estos
casos establecer contacto electrénico entre todas las moléculas de enzima activa y el electrodo
mediante el uso de mediadores redox. Este tipo de transferencia se conoce como transferencia
electrénica mediada (MET), puesto que es el mediador el que toma los electrones del electrodo y
los transporta hasta el centro activo de la enzima (Figura 10c). Para el caso de la enzima lacasa,
medidas electroquimicas en presencia de oxigeno daran como resultado la obtencidn de
corrientes cataliticas mediadas (CCM) [46].

2.9. Glucosa oxidasa (GOx).

La glucosa oxidasa (B-D-glucosa:oxigeno 1-oxidorreductasa, EC 1.1.3.4) fue descubierta por Muller
en 1828 [47]. Un afio después Fleming aisld la penicilina del hongo Penicillium notatum [48]. El
descubrimiento de Fleming lo impulsé a la bdsqueda de bactericidas similares en hongos del
mismo género. Ensayos de bactericidas obtenidos de los filtrados de cultivos de hongos sobre
Staphilococcus aureus, mostraron que los filtrados contenian una sustancia similar a la ya antes
descrita por Fleming; sin embargo, algunos otros solo tenian propiedades bactericidas en
presencia de glucosa. Inicialmente, esta ultima sustancia fue denominada penicilina A [49], pero
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después su nombre fue cambiado a notatina con el fin de distinguirla de la penicilina [50]. En otros
lugares, casi al mismo tiempo, fueron aisladas la penicilina B y la penatina [51]. Pronto se supo que
la penicilina B y la penatina eran idénticas a la notatina y ademds que todas ellas eran idénticas a
la GOx descubierta por Muller.

La GOx ha sido aislada de numerosas fuentes, como: algas rojas [52], citricos [53], insectos [54],
bacterias [55] y hongos. En el presente trabajo, nos centraremos en la GOx de Aspergillus niger.

2.9.1. Caracteristicas generales.

La GOx cataliza la oxidacion de B-D-glucosa por oxigeno molecular a d-gluconolactona, la cual es
hidrolizada espontaneamente a acido glucénico (Figura 11).

La GOx es una glucoproteina que tiene unido no covalentemente al FAD, el cual actia como
transportador de electrones durante la catalisis. La enzima de Aspergillus niger es un homodimero
de aproximadamente 80 kDa cada subunidad [56], tiene desde 10-16 % de carbohidratos
(principalmente manosa) y 583 residuos de aminoacidos por cadena polipeptidica [57].

f— D-Glucosa [r- Gluconolactona Acido glucénico

F

G- FADH: GOx-FAD
y
O #= Hz0:

Figura 11. Reaccidn catalizada por GOx.

La disociacion y la pérdida de FAD de cada una de las subunidades es posible bajo condiciones
desnaturalizantes [58].

La GOx liofilizada es un enzima extremadamente estable: a 0 °C es estable por 2 afios y a -15 °C
por 8 afios [47]. En solucidn la estabilidad depende del pH. La enzima es estable hasta por 20 horas
en un rango de pH de 4-7.5 a 25 °C. Es muy resistente a la protedlisis ya que no se ve afectada por
exposicién prolongada a tripsina, papaina y pepsina [50].

Dado que la actividad enzimatica es dependiente del estado de ionizacidn de los aminodcidos en el
sitio activo, el pH juega un papel importante en el mantenimiento de la conformacién adecuada
de la enzima. El pH éptimo de la GOx de Aspergillus niger varia desde 5 a 7 vy, tiene un punto
isoeléctrico de 4.2. En cuanto a la relacidon que existe entre la velocidad de reaccién vy la
temperatura, se ha informado que por cada incremento de 10 °C en la temperatura la velocidad
de reaccion se duplica. Kalisz et al.,[59] reportan una temperatura éptima de 40-60 °C para GOx.

Esta enzima es fuertemente inhibida por iones Ag®, Hg2+ y Cu”, (con una K, del orden de umoles/L;
(60])
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2.9.2. Especificidad por el sustrato.

Los sustratos de la GOx pueden separarse en dos grandes grupos: donadores de electrones en la
media reaccién de reduccién, y los aceptores de electrones en la media reaccién de oxidacion.
Dentro del primer grupo se ha reportado que numerosos azucares y derivados de la D-glucosa son
sustratos potenciales para la GOx, pero la B-D-glucosa es por mucho el mejor. Ademas, Chan and
Bruice [61] han informado que compuestos con a-hidroxicarbonilos tales como gliceraldehido y
dihidroxiacetona son sustratos de la GOx, al actuar como analogos de la glucosa. Se ha encontrado
que estos Ultimos compuestos reducen directamente Enzima-FAD a Enzima-FADH,, bajo
condiciones anaerdbicas.

El segundo grupo de sustratos son los aceptores de electrones en la media reaccion de oxidacidn.
Wohlfahrt et al., [62] han reportado a la benzoquinonas, naftoquinonas y al oxigeno molecular,
como buenos aceptores de electrones, sin embargo, GOx muestra mayor afinidad por este ultimo
sustrato.

2.9.3. Mecanismo de catalisis.
2.9.3.1. Media reaccion de oxidacion.

Investigaciones cristalograficas de la glucosa oxidasa indican que el acceso al sistema de flavina en
el sitio activo esta provisto por un profundo hueco; el grupo prostético, FAD, esta localizado en el
fondo del hueco (aproximadamente a 19 A de la superficie de la proteina) [63]. El centro de la
reaccion catalitica es la posicién N5 del anillo de isoaloxacina del FAD (Figura 13).

Solamente las cadenas laterales de 3 aminoacidos estan cercanas al centro de reaccidn, la cadena
lateral del 4cido glutamico, E412, y la cadena lateral de dos residuos de histidina, H516 y H559.

En la enzima oxidada libre, el sito activo contiene una molécula de agua, w110, que forma puentes
de hidrégeno con dos residuos conservados de histidina, H516 y H559, y con la posicion N1 del
FAD (2.61, 2.92 y 2.70 A, respectivamente). En el primer modelo en la Figura 12 (enzima oxidada
libre), la enzima esta cristalizada a pH 5.6 y la simulacién con dindmica molecular muestra baja
estabilidad de la H516 en su forma neutral, por lo que se asume que ambas histidinas estan
protonadas en ambos nitrégenos [64].

En el segundo modelo de la Figura 12 (complejo enzima oxidada-glucosa), se obtiene un modelo
molecular estable cuando ambos nitrégenos de la H559 estdn protonados y solo uno de la H516.
La distancia entre el N5 de la flavina oxidada y el C1 de la glucosa es 3.42 A; ademds de una
distancia dptima, también el dngulo es favorable para la transferencia de hidruro del C1 de la
glucosa al N5 de la flavina [65].

El mecanismo de abstraccion de hidruro se describe como la remocion de un protén del grupo
hidroxilo de C1 de la glucosa por un grupo basico de la enzima (H516Ng2), aunado a la
transferencia directa de hidruro de la posicién C1 de la glucosa a la posicion N5 del FAD [66, 67]
(Figura 13). La remocidn de una carga positiva de la glucosa facilita la transferencia de hidruro de
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C1 de la glucosa al anillo de isoaloxacina. La transferencia de hidruro de C1 de la glucosa al N5 del

anillo de isoaloxacina creara una carga negativa alrededor de N1y, es el paso limitante en la media
reaccion de reduccion de la GOx. Estudios de NMR de la GOx a pH de 5.6, en ausencia de oxigeno,
indican la presencia de una carga negativa en la posicién N1-C,=0, de la coenzima reducida [68].

E412 o o
2 su;w.l A
H516 H516

H559

J.‘..

B-glucose

FAD (ox.)

Figura 12. Sitio activo de la enzima oxidada y del complejo enzima-FAD,,-B-D-glucosa [64].

C}o

Flgura 13. Mecanismo de abstraccién de hidruro.

2.9.3.2. Media reaccion de oxidacion.

En la media reaccion de oxidacion,

la coenzima reducida, FADH’, es reoxidada por oxigeno

molecular el cual es reducido a peréxido de hidrégeno; esta reaccidn procede a través de dos
etapas de transferencia de un electrén. Los intermediarios de esta reaccion son el par radical-

anion superoxido y el radical flavin semiquinona [67] (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Modelo molecular del par
radical-anion [60].
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Figura 15. Oxidacion de flavoproteinoxidasas por oxigeno [64].
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Cabe mencionar que, la reaccion entre la flavina libre y oxigeno exhiben una constante de
velocidad de segundo orden de 2.5x10> M's™ en solucién acuosa. En contraste, con la reaccién
catalizada con la enzima, cuya constante de velocidad es de 1x10° M™s™. Estudios recientes
sugieren que es la protonacion de la cadena lateral de la H516, lo que potencia la reactividad en
un orden de magnitud de 1x10*. Este residuo estd ubicado frente al C4a- y N5 del anillo de
isoaloxacina vy, el resto de los aminodacidos (H559 y E412), mediante sus interacciones
electrostaticas favorecen la reaccidn para la formacién del par radical-anién superdxido y flavin
semiquinona [69].

Existe evidencia espectroscdpica a bajo pH que afirma que la etapa que limita la velocidad de
reaccion entre FADH y O, ocurre después de la formacidn del complejo [E(FADH®, HisH')O,] y
antes de la desaparicién del complejo [E(FADH®, HisH")O,] [67].

2.9.4. Propiedades electrocataliticas de GOx.

Como se menciond anteriormente, las enzimas que tienen al FAD como centro redox, tienen
dificultad para llevar a cabo una transferencia directa de electrones, ya que el FAD se encuentra
aproximadamente a 19 A de la superficie de la enzima, esta distancia supera la distancia que los
electrones pueden viajar por efecto tunel; y es por ello que normalmente requieren mediadores
gue sean capaces de tener contacto con la enzima para la transferencia de carga [2]. Los mas
utilizados son, el ferroceno y los polimeros redox basados en osmio.

La primera celda de combustible enzimatica glucosa/oxigeno, que operaba a pH neutro fue
descrita por Yahiro et al., en 1964 [70]. Posteriormente, Willner et al., desarrollaron una celda de
biocombustible que empleaba enzimas en ambos electrodos [71]. En la reaccién anddica se
llevaba a cabo la oxidacidn de glucosa a acido glucénico en presencia de GOx reconstituida en una
monocapa PQQ-FAD, en el catodo se reducia el perdxido de hidrogeno por la microperoxidasa-11
(MP-11). Se estima que la GOx reconstituida de esta forma, funciona a una velocidad de recambio
de transferencia de electrones (TR o k) ligeramente superior a la GOx nativa con el oxigeno como
aceptor de electrones (k.: = 700 s), siendo este pardmetro el mas relevante en cuanto al disiieo
molecular de un electrodo. Esta celda de biocombustible produjo una densidad de corriente de
114 uA/cm’ y una maxima densidad de potencia de 32 uW. La potencia de salida disminuyd en un
50 % después de 3 horas de operacion, lo cual puede atribuirse al agotamiento del combustible,
entre otras cosas [71]. Posteriormente, Katz et al., disefiaron una celda de combustible
reemplazando a la MP-11 por el complejo citocromo c/citocromo oxidasa [72]. El potencial a
circuito abierto fue de 110 mV y la densidad de potencia maxima fue de 5 pW/cm”. Ademas de las
modificaciones antes mencionadas, Katz et al., desarrollaron otra variante del sistema GOx/MP-
11, que implicé la separacion de las dos reaccidnes (anddica y catddica) por medio de una
interface liquido-liquido (agua-diclorometano). Ambos electrodos biocataliticos, Au/PQQ-FAD-
GOD y Au/MP-11, se integraron en un solo sistema, dicha celda empleaba glucosa y perdxido de
cumeno como combustible y oxidante, respetivamente. Este sistema produjo una potencia
méxima de 520 W y una corriente a corto circuito de 830 pA/cm? [73]. Otra estrategia empleada
para lograr la DET empleando a la GOx, es la propuesta por Liu et al., en 2007 [74]. Electrodos de

24



carbono vitreo fueron modificados con una monocapa mixta de 4-carboxifenil y un oligo
(feniletinil) de 20 A de longitud (cable molecular), ensambladas a partir de las sales de aril diazonio
correspondiente. Este sistema mostro una velocidad de transferencia de electrones de 1.1 57, esta
velocidad es significativamente menor a la reportada por Willner et al., (~900 s™) [75].

En 2003, Xiao et al., [76] reconstituyeron la apo-glucosa oxidasa sobre nanoparticulas de oro (1.4
nm de didmetro) funcionalizadas con FAD e integradas dentro de una pelicula conductora que
rendia un sistema bioelectroquimico con excepcional contacto eléctrico con el electrodo, con la
velocidad de recambio de transferencia de electrones mas alta reportada hasta el momento. La
velocidad de transferencia de electrones de este sistema fue de ~5000 s7, aproximadamente 7
veces mas alta que la k., con el oxigeno molecular (~700 s?), quien es el aceptor natural de la
glucosa oxidasa. Ellos concluyeron, que las nanoparticulas de oro actian como unidades
transportadoras de electrones o “electrical nanoplug” para el alineamiento de la enzima sobre la

|II

pelicula conductora y para el “cableado eléctrico” del sitio activo de la enzima a la superficie del
electrodo. Un afio mas tarde Patolsky et al., [77] por primera vez reconstituian la apoGOx sobre el
borde de nanotubos de carbono de una sola pared (SWCNT, por sus siglas en inglés) alineados
sobre una superficie de oro. Ellos revelan que los SWCNT actian como nanoconectores entre el
sitio activo de la enzima vy el electrodo; ademads, demuestran que la velocidad de transporte de
electrones esta controlada por la longitud de los SWCNT y cuando éste ultimo tiene una longitud

de 25 nm, obtienen una k., de hasta 4100 s™.

Estudios recientes demuestran que, electrodos modificados con GOx desglicosilada (dGOx)
exhiben mayor densidad de corriente que aquellos con GOx nativa [78]. Esto se debe a que la
desglicosilacion de la proteina permite un mayor acercamiento del sitio activo a la superficie del
electrodo y permite la transferencia directa de electrones. Por ejemplo, Demin y Hall [79]
observaron una constante de transferencia de electrones de 350 s™ en condiciones anaerdbicas
después de inmovilizar dGOX a un electrodo a través de una cola de histidinas. En afios recientes,
Courjean et al.,2009 [80], lograron desglicosilar casi por completo a la GOx y la inmovilizaron sobre
electrodos de carbono vitreo, produciendo 235 pA/cm’ a -200 mV vs Ag/AgCl. La velocidad de
recambio méxima fue de 1300 s™.

Los antecedentes disponibles hacen notar, que las propiedades tanto del soporte como del
espaciador empleados en la fabricacion de los electrodos enzimaticos juegan un papel crucial en el
adecuado contacto eléctrico entre las proteinas redox inmovilizadas de forma orientada y Ila
superficie del electrodo, lo que se ve reflejado en su valor de la K.
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3. JUSTIFICACION.

Actualmente es primordial la busqueda, desarrollo e implementacién de fuentes de energia
alternativas que sean econdmicas y ambientalmente sustentables. Los avances realizados en la
investigacion de las celdas de combustible biolégicas han permitido comprender sus ventajas y
aplicaciones potenciales (las cuales no solo se centran en la generacidn de energia eléctrica; sino
ademas en el campo de la biorremediacidn).

Uno de los elementos criticos en la eficiencia de las celdas de combustible, se relaciona con el
método de inmovilizacién de la enzima empleada (aleatorio o sitio-especifica). Es por ello, que
este trabajo estd enfocado en la construccidn de una celda de combustible enzimatica, con ambos
electrodos disefiados molecularmente. Todo con la finalidad de incrementar tanto la densidad de
enzima activa inmovilizada como de orientar apropiadamente la enzima hacia la superficie del
electrodo, para lograr una transferencia electrdnica directa. Esto nos permitira obtener una mayor
densidad de potencia eléctrica y mejor estabilidad operacional; asi como también nos evitard usar
mediadores, los cuales ademds de ser costosos, son potencialmente toxicos y de baja estabilidad.
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4. HIPOTESIS.

La naturaleza quimica de los soportes y espaciadores modulan la transferencia de electrones en
electrodos con enzimas inmovilizadas de forma orientada.

5. OBJETIVOS.

5.1. OBJETIVO GENERAL

Construir y estudiar el desempefio una celda de combustible enzimatica integrada por un anodo
de glucosa oxidasa y un catodo de lacasa, inmovilizadas en forma orientada.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Inmovilizar covalentemente y de manera orientada a la enzima glucosa oxidasa (anodo),
utilizando soportes y espaciadores con distintas propiedades.

* Evaluar la capacidad de los electrodos en términos de actividad enzimatica y propiedades
electroquimicas.

*  Construir la celda de combustible enzimatica complementando con un cdtodo de lacasa
previamente caracterizado.

*  Evaluar la funcionalidad y estabilidad operacional de la celda de combustible enzimatica.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Enzimas y reactivos.

Las laminas de grafito laminado SIGRACET (GDL 30 BC, GDL 35 BC) y de oro que se emplean como
soporte, fueron proporcionadas por el Dr. Roberto Flores (Instituto de Investigaciones Eléctricas,
Cuernavaca, Morelos, México). El N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida hidroclorado (EDC),
acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES), acido maldnico, acido 4-[2-aminoetil] benzoico
hidroclorado (EABA), acido 4-marcaptobenzoico, albumina de suero bovino (BSA), la sal disddica
del FAD, la siringaldazina, la Peroxidasa de rabano tipo X y el ABTS fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich Chemical Coportarion. El hidréxido de sodio, cloruro de potasio, ferricianuro potasico,
acido succinico, sulfato de amonio, dcido maldnico, fosfato de potasio monobdsico/dibasico, acido
nitrico, acido sulfurico concentrado, isopropanol, metanol y acetona fueron adquiridos de J. T.
Baker. El tolueno de Fisher Scientific, el dimetilsulféxido (DMSO) y diclorometano de Honeywell y
el tetrahidrofurano (THF) de Burdick & Jackson. La glucosa oxidasa (12 U/mg) se adquirid de
Merck, el kit para la cuantificacién de proteina de Bio-Rad Laboratories y la membrana de
ultrafiltracién de 10 kDa de Milipore Corporation. Los nanotubos de carbono de pared multiple
carboxilados (MWCNT) fueron adquiridos de US Research Nanomaterials, Inc.

Durante el texto se emplearan de forma indistinta los términos ldminas de carbono y laminas de
grafito para hacer referencia al mismo soporte.

6.2. Electrodos.

6.2.1. Pretratamiento de los electrodos.

Los electrodos de grafito primeramente se pulieron con una lija (1500) con la finalidad de retirar la
capa microporosa hidrofdbica que viene depositada en uno de los lados. Posteriormente, fueron
lavados con diclorometano y THF.

Los electrodos de oro (1 cm? &rea geométrica) fueron limpiados en una solucién de KOH 2 M
llevada a ebullicion por 1 hora seguido de un enjuague con agua. A continuacion, los electrodos
fueron almacenados en acido sulfirico concentrado. Antes de la modificacion quimica de los
electrodos, estos fueron enjuagados con agua, después se sumergieron por 10 min en acido nitrico
concentrado y nuevamente enjuagados con agua. Posteriormente, se lleva a cabo una voltametria
ciclica en H,SO, 1 M para determinar el factor de rugosidad de la superficie del electrodo [81]. Una
vez concluida la voltametria ciclica el electrodo esta listo para ser modificado quimicamente. La
determinacion de este factor es importante ya que influye en la resistencia de transferencia de
carga, una rugosidad muy alta puede presentar problemas de transferencia de masa a través de
ella (sustratos); asi como también, se pueden presentar problemas estéricos al no poder penetrar
las enzimas a través de los poros (en caso de ser un poro de menor tamanio al de la proteina), lo
que ademas implica que haya drea activa que no puede ser aprovechada.
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6.2.2. Area geométrica.

Tanto para los electrodos de oro como para los electrodos de grafito, el area geométrica se calculd

a partir de la relacién A; = nr’ o Ag = L*L, en donde “r” es el radio de los electrodos de oro y “L” la
longitud de cada lado de los electrodos de carbono. Para determinar el factor de rugosidad, el area

que se empleo fue de 0.03 cm”.
6.2.3. Area microscépica.
6.2.3.1. Electrodos de grafito laminado SIGRACET.

El drea real de los electrodos de grafito, se determind a través de la relacién I,, exp/l,, tedrico,
donde /,, exp es la corriente del pico de oxidacién del ién [Fe(CN)¢]™ en una solucién de KCI 0.2M,
pH 5.0. El potencial del electrodo se barrié entre 560 y -40 mV vs SCE a 25 mV/s hasta obtener un
VC constante y I,, tedrico es la corriente que se calcula a partir de la ecuacion de Randles-Sevick
[82]:

_ s 3, 1. 1
Lye = (2.69 X 10°)n2A4,D2C,,v2

Donde I,; es la corriente del pico, n es el nimero de electrones transferidos en el proceso (n=1), A,
es el area geométrica del electrodo (cm?), D es el coeficiente de difusion de la especie
electroactiva (7.6 x 10° cm” s™), C., es la concentracién en la disolucién de la especie (1x10°® mol
cm™), y v es la velocidad de barrido de potencial (0.025 V s™).

6.2.3.2. Electrodos de oro.

Para el caso de los electrodos de oro, el drea microscépica se calculé barriendo el potencial (100
mV/s) del electrodo entre -240 y +1660 mV vs SCE en H,S50, 1M, hasta obtener un VC constante.
Para el calculo se integrd el pico de reduccion obtenido aproximadamente a unos 860 mV, que
estd asociado a la desorcién de una monocapa completa de 6xido de oro (Au,0s) (Figura 16). La
concentracién de atomos de oro superficial depende del plano que se encuentre expuesto, puesto
qgue no presentan la misma concentracién un plano (111) que un plano (110).Cuando se trata de
oro policristalino es dificil determinar el porcentaje de cada plano que se encuentra expuesto, por
lo que se puede usar una concentracién media basada en la densidad del oro (19.3 g/cm?, oro
puro), su peso atémico (196.967 g/mol) y un espesor correspondiente al didmetro atémico (2.6 A).
De esta forma se establece que, para la oxidacién completa de la superficie de oro, es necesaria
una carga de 400 pC/cm?[83].

Figura 16. Voltametria ciclica del oro en medio acido [44].
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6.2.4. Catodo de lacasa.
6.2.4.1. Inmovilizacion de lacasa sobre grafito.

Las ldminas de grafito se modificaron con acido 4-[2-aminoetil] benzoico segun el procedimiento
descrito por Buttry et al., (1999) [84]. Se disolvieron 180 mg de AEBA en 10 mL de hidrdxido de
sodio 0.2 M, esto con la finalidad de desproteger el grupo amino. El AEBA se extrajo con 1.5 mL de
tolueno y se afiadié a 3 mL de THF. La lamina de grafito (1 cm?, en todos los casos de hara
referencia al drea geométrica a menos que se indique lo contrario) se sumergié en la solucidn de
AEBA (1 mL) y se calenté a 60 °C por 15 horas. Posteriormente, las ldaminas de grafito se lavaron
secuencialmente con 10 mL de metanol, acetona, THF y agua destilada, por ultimo fueron secadas.
Debido a la inestabilidad del AEBA, todos los reactivos empleados para este proceso fueron
previamente desoxigenados burbujeando nitrégeno y las reacciones se llevaron a cabo bajo
atmésfera de nitrégeno (Figura 17). Una vez modificadas las laminas de grafito, se incubaron
durante 4 horas en 1 mL de amortiguador MES 50 mM (pH 5) que contiene 10 uL de solucién de
lacasa (528 U/mg) y 5 mg/mL de EDC (Figura 18). Las laminas de grafito cubiertas con lacasa se
lavaron exhaustivamente con amortiguador de fosfatos 10 mM (pH 6) y se almacenaron en esta
solucién a 4 °C hasta su uso.

o (o} (o} o
Oy, -OH [ O
N %, THE, N, = = | AN
c=CcC + -
/7 N
| 2 60°C ~ = =
N H
NH: H/“\H | ,N\H
\ L/ A

Figura 17. Funcionalizacidn de las laminas de grafito con AEBA.

= = o NH NP
OO~ %

Figura 18. Union covalente y orientada de la lacasa a las laminas de grafito funcionalizadas. Solo se muestra la cadena
lateral de un residuo de lisina, pues, a través de estos residuos se formara un enlace amida; la letra “P” hace referencia
al resto de la proteina.

6.2.4.2. Actividad lacasa

La actividad lacasa se determind espectrofotométricamente a 436 nm. La mezcla de reaccidn
contenia ABTS 500 uM en amortiguador de acetatos 100 mM (pH 4.5) usando un coeficiente de
extincion de 29,300 Mcm™ [85]. La actividad enzimdtica en las laminas de grafito se estima al
sumergir la ldmina de carbono 1 cm? en 1 mL de amortiguador acetatos 100 mM (pH 4.5) con 500
MM de ABTS. Después de 1 minuto de reaccidén se mide el cambio de absorbancia a 436 nm en un
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espectrofotometro Beckman DU 530. Una unidad de lacasa como 1 umol de ABTS transformado
por minuto. Asi mismo, se realizo la oxidacidon del ABTS sobre electrodos sin lacasa como control.

6.2.4.3. Cuantificacion de proteina inmovilizada.

La cuantificacién de proteina por unidad de area (cm?), se realizé de la siguiente manera: con 250
uL de BSA (100 pug/mL) se determind la proporcion de reactivo de Bradford requerida para obtener
una absorbancia control de 0.41. Posteriormente, las ldminas de carbono cubiertas con lacasa
fueron incubadas en una solucién de reaccién de Bradford establecida: 700 pL de amortiguador
fosfatos 10 mM (pH 6), 250 pL de una solucién de albimina de suero bovino (100 pg/mL) y 50 pL
del reactivo de Bradford. Después de 5 minutos se midid la absorbancia de la solucién de reaccién,
y se calculd la concentracién de proteina inmovilizada por la diferencia de absorbancia respecto al
control. Asimismo, se realizd la medicién en las |ldminas de carbono sin lacasa como control
adicional.

6.2.4.4. Caracterizacion electroquimica.

a. Resistencia eléctrica por contacto.

Las mediciones de resistencia eléctrica por contacto de los electrodos de lacasa se realizaron
mediante la técnica de impedancia utilizando un potenciostato Solartron-1287 y un analizador de
frecuencia/impedancia Solartron-SI 1260. La resistencia eléctrica fue evaluada mediante el
software Zplot y Zwie 2-2.zv2. Se aplicé un potencial eléctrico AC de 10 mV, y se midid la
resistencia en funciéon del torque ejercido sobre dos placas de cobre que contenian el electrodo de
lacasa entre ellas. Las placas de cobre se aislaron entre si por dos ldaminas de acetato (0.16 y 0.1
mm de espesor), existiendo solo contacto eléctrico en la regién central (1 cm?) donde se ubicaba el
electrodo de lacasa. La presidon efectuada por las placas de cobre sobre el electrodo, fue
provocada por la torsién de los tornillos (a través de un torquimetro graduado) que sujetaban las
placas metalicas.

b. Potencial a circuito abierto

El potencial a circuito abierto (OCP, por sus siglas en inglés) del electrodo de lacasa (1 cm?) fue
medido con un potenciostato Solartron-1287 y el software CorrWare y CorrView version 3.1c. El
sistema de medicion se integré por un electrodo de trabajo (WE, por sus siglas en inglés) a base
del cdtodo de lacasa sumergido en amortiguador succinatos 50 mM, pH 4.5; y un electrodo de
referencia (RE, por sus siglas en inglés) de calomel Hg/Hg,Cl,, en solucién saturada de KCI (SCE, por
sus siglas en inglés), el cual tiene un potencial eléctrico de +0.242 V (vs electrodo estandar de
hidrégeno, SHE por sus siglas en inglés).

c. Voltamperometria ciclica

Las mediciones de voltamperometria ciclica del catodo de lacasa (1 cm?) se llevaron a cabo en el
potenciostato Solartron-1287 y el software CorrWare y CorrView 3.3. Las mediciones se hicieron
en unrango de -0.1V a+1.2Va 10 mV/s (4 ciclos). El sistema de control consta de 3 electrodos: el
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catodo de lacasa, un electrodo de referencia (Hg/Hg,Cl, en solucion saturada de KCl) y una malla
de platino como contraelectrodo. Este sistema se coloca en amortiguador fosfatos 100 mM, pH
5.0. Durante las mediciones, el amortiguador fosfatos se saturd con oxigeno.

6.2.5. Anodo de glucosa oxidasa.
6.2.5.1. Inmovilizacion covalente aleatoria de GOx sobre grdfito.

Las ldminas de carbono de 1cm? fueron oxidadas al ser tratadas a reflujo con HNO; a 80 °C por 2
horas dentro de un termo-block Equatherm. La finalidad de este tratamiento es la de producir
grupos carboxilo sobre la superficie de la [dmina de carbono [86] (Figura 19). Después las laminas
de carbono se lavaron exhaustivamente con agua destilada y se secan. Las laminas de carbono
fueron incubadas en amortiguador MES 50 mM, pH 5.0 (1 mL) y de EDC (5 mg/mL), adicionado con
100 pL de una solucion de GOx (50 mg/mL). La reaccidon de unidn quimica (entre los residuos
carboxilos de la superficie de carbono y los residuos amino externos de GOx) se desarrolla a
temperatura ambiente y en condiciones de agitaciéon (80 rpm) por 4 horas. Finalmente, se
realizaron 3 lavados con un amortiguador fosfatos 10 mM (pH 7). Estas laminas de carbono
cubiertas con GOx fueron sumergidas en un amortiguador fosfatos 10 mM (pH 7) y almacenadas
en condiciones de refrigeracion.

6.2.5.2. Inmovilizacion covalente y orientada de la GOx sobre Idminas de gradfito.

a. Reconstitucidn sobre tri o pentapéptidos* (Modificado de Willner et al., 1996 [87])

Las laminas de grafito (1 cm?) son carboxiladas al ser tratadas a reflujo con HNO; a 80 °C por 2
horas. Después, las laminas de carbono, se lavaron exhaustivamente con agua destilada y se
secan. Posteriormente, un péptido (tri o pentapéptido) se une covalentemente a los grupos
carboxilos de la superficie de carbono en presencia de EDC (5 mg/mL, en amortiguador MES 50
mM, pH 5.0). Mas tarde, el FAD es enlazado covalentemente a la superficie de carbono
funcionalizada (con algin péptido), usando nuevamente EDC como activador de grupos carboxilos.
Por ultimo, estos electrodos son empleados para reconstituir la apoglucosa oxidasa (apoGOx). La
Figura 20, muestra un esquema general de la construccion del dnodo de glucosa oxidasa de forma
orientada.
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Grafito funcionalizado con carboxilos

Figura 19. Carboxilacién de laminas de carbono.
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Figura 20. Reconstitucion de la apoGox sobre electrodos de grafito funcionalizados con un péptido-FAD. Por comodidad
solo se muestra el tripéptido pero también se emplearan pentapéptidos de fenilalanina (F) y triptéfano (W).

b. Reconstitucidon sobre un espaciador a base de Siringaldazina-maldnico.

Otra opcidén para lograr la transferencia directa de electrones se basa en reconstituir la apoGOx
sobre un espaciador a base de siringaldazina-maldnico, esto se hace con la finalidad de aprovechar
la resonancia que presenta la siringaldazina y un potencial redox mas oxidante que el FAD.

Primeramente el grafito (1 cm?) es carboxilado, siguiendo el procedimiento del apartado anterior.
Una vez carboxilado, se llevara a cabo una primera reaccion de esterificacién entre los grupos —OH
de la siringaldazina y los carboxilos del grafito funcionalizado [88]. Posteriormente, se lleva a cabo
una segunda reaccién de esterificacidn entre la siringaldazina y el 4cido maldnico. Después, el FAD
es unido covalentemente al grafito funcionalizado con siringaldazina-maldnico a través de un
enlace tipo amida, usando EDC (5 mg/mL) como activador de grupos carboxilos. Por ultimo, la
apoGOx es reconstituida sobre estos electrodos. La Figura 21, muestra el proceso completo.

La reaccién de esterificacion se realizd sumergiendo la lamina de carbono carboxilada en DMSO
conteniendo siringaldazina (0.01 g/mL) o acido maldnico (0.075 g/mL) y &cido sulfurico en
concentraciones traza (0.2 %). La mezcla de reaccidn anterior es calentada hasta 120 °C por 6
horas, y estd acoplada a una trampa de agua para impedir que se lleve a cabo la hidrélisis del
enlace éster.
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Figura 21. Reconstitucién de la apoGox sobre electrodos de grafito funcionalizados con siringaldazina-maldénico-FAD.
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6.2.5.3. Inmovilizacién covalente y orientada de la GOx sobre electrodos de oro.

Los electrodos de oro (1 cm?, drea geométrica), fueron incubados toda la noche a temperatura
ambiente con una solucidn de etanol que contiene acido 4-mercaptobenzoico 10 mM, después
fueron lavados con etanol y agua. Posteriormente, se sumergio el soporte funcionalizado en
amortiguador HEPES 0.03 M, pH 7.9, conteniendo 700 uM de FAD por una hora a temperatura
ambiente y después toda la noche a 4 °C; el amortiguador contenia 5 mM de EDC. Finalmente, la
apoGOx es reconstituida sobre estos electrodos. En la siguiente figura se esquematiza el proceso
de inmovilizacién.
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e Obtencién de la apoglucosa oxidasa (apoGOx) (Método de Swoboda, 1969 [89])

Una solucién saturada de sulfato de amonio al 25 % (5 mL) es acidificada a pH 1.4 con H,SO,
concentrado. Posteriormente, 37.5 mg de GOx en 0.5 mL de solucion fueron adicionados gota a
gota a esta solucion de sulfato de amonio acidificada, en agitacién a 4°C. La solucién es
centrifugada a 13,000 rpm por 15 min y es removido el sobrenadante (que contiene el FAD). El
precipitado es redisuelto y neutralizado por adicién de acetato de sodio. La solucidn neutralizada
es sometida a 2 ciclos mas de precipitaciéon, centrifugacidon y neutralizacion. Finalmente, la
proteina es lavada 3 veces en una celda de ultrafiltracion (Amicon) con amortiguador fosfatos 10
mM (pH 7). La apoGOx es almacenada a 0°C en amortiguador fosfatos pH 7 y tiene la capacidad de
ser reactivada con FAD.

e Obtencidn de la apoglucosa oxidasa (apoGOx) (Método de Morris et al., 1983 [90])

La glucosa oxidasa (75 mg) es disuelta en 1 mL de amortiguador fosfatos 25 mM, pH 6, el cual
contiene glicerol al 30 % (w/v) (esta solucion enzimatica debe prepararse a 4 °C). La concentracién
exacta de la solucién enzimatica es calculada a partir de la absorbancia de la soluciéon a 450 nm,
longitud de onda de maxima adsorcién del FAD usando un coeficiente de extincion molar de 14.1
mM*ecm™.

La solucion de GOx es agitada en un bafio de hielo y acidificada hasta un pH de 1.7, por la adicién
de una solucién “helada” de fosfato de sodio 0.25 mM con glicerol al 30 % (w/v) (previamente
ajustada a pH 1.1 adicionando acido sulfurico concentrado). La mezcla es incubada por 3 horas a 0
°C, posteriormente se carga en una columna (28 cm x 5 cm) de Shepadex G-50, la cual es
equilibrada con fosfato de sodio 25 mM, pH 1.7, con glicerol al 30 % (w/v), manteniendo una
temperatura de 4 °C. La columna se eluye con el mismo medio a un flujo de 3 mL/min. La coleccion
de las fracciones se inicia cuando se detecta proteina en el eluyente por el método de Bradford y
se culmina en el momento en que la proteina ya no es detectada. Entonces, la solucion de
apoenzima es colectada en una solucién agitada (8 mL) de amortiguador fosfatos 0.4 M, pH 8.
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Mientras se colecta la apoenzima, el pH es ajustado continuamente a 7 adicionando NaOH 1 N
gota a gota. Finalmente, la proteina es lavada 3 veces en una celda de ultrafiltracién (Amicon) con
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7. La apoGOx tiene la capacidad de ser reactivada con FAD
durante algunas semanas cuando se almacena a 0 °C (pH 7).

e Reconstitucion de la apoGOx en solucién (Método de Morris et al., 1983 [90])

Para verificar que la apoGOx es capaz de recuperar su actividad, la apoGOx (150 pg/mL) se incuba
con diluciones seriadas de FAD (0 — 5 uM) en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, a temperatura
ambiente por toda una noche.

La actividad glucosa oxidasa se basa en el método descrito por Trinder (1969) [91], cuyo principio
es el siguiente:

GOx
D-glucosa+0, — gluconato+H,0,

HRP
H,0, + o-dianisidina (reducida) — 2H,0 + o-dianisidina (oxidada)

Durante el curso de la reaccidn el perdxido de hidrégeno liberado por la GOx, es utilizado como
sustrato para la reaccion que cataliza la HRP (Peroxidasa de rdbano). El perdxido de hidrégeno
entonces es reducido por la o-dianisidina, la cual da un producto color marrén al ser oxidada. Es
por ello que la oxidacién de la o-dianisidina (¢ = 8.3 mM“cm™) es una medida indirecta de la
actividad de la GOx.

La mezcla de reaccidn para determinar la actividad GOx debe contener: i) 2.47 mL de solucion de
o-dianisidina 23 mM, en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7, saturada con oxigeno; ii) 500 plL
solucidn de glucosa (0.5 M); iii) 10 pL de suspension de HRP 3.2 M (en solucidn de sulfato de
amonio) y iv) 20 pL de muestra. La mezcla de reaccidn se agita y se lee el cambio de absorbancia a
436 nm a los 5 min.

6.2.5.4. Inmovilizacion covalente aleatoria de GOx sobre grafito funcionalizado con nanotubos
de carbono.

En los ultimos afnos ha habido importantes avances en el desarrollo y aplicaciéon de nanomateriales
tales como los nanotubos de carbono. Este tipo de materiales, mejoran la estabilidad e
inmovilizacién de biocatalizadores; incrementan la conductividad y drea superficial de los
electrodos; y adicionalmente facilitan la transferencia de masa en la superficie de los mismos [92].
Es por ello, que en esta tesis se propone el empleo de nanotubos de carbono para lograr el
contacto eléctrico entre la GOx y las laminas de carbono.

Primeramente las laminas de carbono fueron carboxiladas con acido nitrico (80 °C, por 2 horas),
lavadas exhaustivamente con agua y secadas. Posteriormente, se funcionalizaron con
etilendiamina (0.3 M) empleando EDC (5 mg/mL) como activador de grupos carboxilos, después
los electrodos son lavados y secados. Se realiza una segunda reaccién en presencia de EDC (5
mg/mL) incubando las laminas de grafito funcionalizadas con etilendiamina en una solucién que
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contiene nanotubos de carbono carboxilados (disueltos en DMSQ). Después, las laminas de
carbono activadas con nanotubos de carbono son incubadas en 1 mL de amortiguador MES 50
mM, pH5.0 y EDC (5 mg/mL), adicionando 100 pL de una solucidn de GOx (50 mg/mL). Finalmente,
los electrodos son lavados con amortiguador fosfatos 10 mM (pH 7) e incubados en este mismo
amortiguador en condiciones de refrigeracidn hasta realizar las evaluaciones pertinentes.

6.2.5.3. Actividad glucosa oxidasa.

La actividad GOx en las laminas de grafito se mide sumergiendo la Idmina de 1 cm?® en 3 mL de una
mezcla de reaccién que contiene: i) 2.49 mL de solucién de o-dianisidina 23 mM, en amortiguador
de fosfatos 0.1 M, pH 7, saturada con oxigeno; ii) 500 uL solucidn de glucosa 0.5 M vy; iii) 10 plL de
suspension de HRP 3.2 M (en solucién de sulfato de amonio). Se agita la mezcla de reaccién, se
toma 1mL de la mezcla y se lee el cambio de absorbancia a 436 nm a los 5 min.

6.2.5.4. Cuantificacion de proteina inmovilizada

a. Método de Bradford

La cuantificacién de GOx inmovilizada en ldminas de grafito se realizé de la misma forma como se
describe en el apartado 5.2.4.3, salvo que, el exceso de reactivo de Bradford se titula con una
soluciéon de GOx.

b. Método electroguimico.

Aprovechando que la separacion de los picos faradicos para el electrodo de glucosa oxidasa
muestra una transferencia de carga reversible, es posible cuantificar la cantidad de proteina
depositada sobre el electrodo graficando la densidad de corriente como una funcion de la
velocidad de barrido:

- n?F?Avur*

i,=—"7

p 4RT

Donde A es el area del electrodo, n el nimero de electrones transferidos (para el caso de la
glucosa oxidasa, n=2), F la constante Faraday, Vv es la velocidad de barrido, R es la constante

universal de los gases, T la temperatura en Kelvin y I'* es la cantidad de proteina inmovilizada.

También, de una manera mas sencilla es posible realizar un analisis coulombimétrico, integrando
el pico de oxidacion (o reduccién) del FAD. Lo anterior tomando como principio la primera Ley de
Faraday, la cual nos dice que “La cantidad de sustancia depositada (o desprendida) en una celda
electroquimica depende de la cantidad total de electricidad que circula sobre ella y es
proporcional a ésta”.

" Q

Fn ' 192,960€/

37



Donde I'* es la cantidad de proteina inmovilizada, Q es la carga total en C, F es la constante de
Faraday (96,480 C/mol) y “n” es el nUmero de electrones transferidos (n =2, para GOx).

6.2.5.5. Caracterizacion electroquimica.

a) Potencial a circuito abierto.

El potencial a circuito abierto del electrodo de GOx (1 cm?® area geométrica) fue medido con el
apoyo de un potenciostato Solartron-1287 y el software CorrWare y CorrView versién 3.1c. El
sistema de medicidn se integré por un electrodo de trabajo (dnodo de GOx) y un electrodo de
referencia de calomel Hg/Hg,Cl, (SCE, 0.242 V vs SHE), ambos electrodos sumergidos en un
amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7.

b) Voltamperometria ciclica.

Al igual que en el catodo de lacasa, las mediciones se realizan en un potenciostato Solartron-1287
y el software CorrWare y CorrView 3.3; ademas, de un sistema de 3 electrodos (ER, WE vy
contraelectrodo). Los rangos de potencial variaron dependiendo del estudio en cuestién: 1) en
electrodos de carbono con GOx inmovilizada de forma aleatoria, de -1.0 V a 1.0 V cuando se
pretenda observar la presencia de especies redox, como por ejemplo , el FAD y de -0.2V a 0.8V
cuando se estudie la electrooxidacién de glucosa en estos mismos electrodos; 2) entre -1.0 V a
+1.0 V para los electrodos funcionalizados con siringaldazina-maldnico-FAD (4 ciclos, en presencia
y ausencia de glucosa); 3) de -1.0 a 0 V vs SCE -para aquellos funcionalizados con péptidos- a 20
mV/s (4 ciclos, en ausencia de glucosa); 4) -0.8 V a -0.2 V cuando se trate de electrodos
funcionalizados con CNT (sin glucosa) y de -0.2 V a 0.8 V cuando se sumerjan estos electrodos en el
amortiguador adecuado con glucosa y; 5) de -0.7 V a -0.3 V para electrodos de oro funcionalizados
con FAD.

Las mediciones se realizaron en amortiguador fosfatos 0.1 M (pH 7.0) con vy sin glucosa. Todas las
mediciones se hicieron en atmosfera de nitrégeno y los potenciales antes mencionados son en
referencia al electrodo de calomel.

6.2.6. Construccion y evaluacion de la celda de combustible enzimatica.

La celda de combustible enzimatica fue construida con un dnodo de GOx de lcm’ (capaz de
generar corriente en presencia de glucosa) y un catodo de lacasa de 1 cm®. Ambos electrodos
fueron sumergidos en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7 (en caso del dnodo, el amortiguador
contenia 0.1 M de glucosa); y separados por una membrana de intercambio protdnico de Nafion
de un espesor de 180 um. Los electrodos fueron sujetados a la pared del armazén mediante una
pelicula adhesiva y conectados a tornillos de acero inoxidable. Para evitar la fuga del
amortiguador, la celda fue ensamblada junto con sellos elaborados a base de Silastic (material
elastomérico eléctricamente aislante y quimicamente inerte). El armazén de la celda de
combustible enzimatica se conformd de dos compartimentos fabricados en acrilico que fueron
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sujetados por tornillos de acero inoxidable (los cuales no mantenian contacto con el amortiguador
fosfatos, ni con los electrodos de la celda).

Una vez fabricada la celda de combustible enzimatica, se realizaron las mediciones
electroquimicas pertinentes con el apoyo de un potenciostato 1287-Solartron y el software
CorrWare y CorrView. Antes de cada medicidn, se determiné el OCP de la celda electroquimica. Se
realizaron mediciones potenciodindmicas, estableciendo un potencial eléctrico inicial de 0 V (con
respecto al OCP) y un potencial eléctrico final igual al OCP de la celda de combustible enzimatica.
Las mediciones potenciodindmicas de la celda electroquimica, se efectuaron con suministro
continuo y directo de N, y O, en el compartimento anddico y catddico, respectivamente. Por otra
parte, para evaluar la estabilidad de la celda, se impuso al sistema una resistencia eléctrica externa
de 120 Q midiendo la variacién del voltaje en funcidn del tiempo. La densidad de corriente de la
celda se calculé en este caso teniendo en cuenta la ley de Ohm (V = IR) y la potencia como la
relacion de V2/R.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

Durante el texto a menos que se indique lo contrario, la inmovilizacidn sobre capas de difusién de
gas (grafito) es sobre SIGRACET GDL 30 BC. La Unica razon por la cual se empled otro tipo de
grafito (SIGRACET GDL 35 BC), es porque el grafito SIGRACET GDL 30 BC se descontinuo. Sin
embargo, las caracteristicas de interés en este estudio de ambos grafitos son similares. Estos son
materiales porosos compuestos de una matriz densa de fibra de carbono y sus funciones son:
facilitar la difusién del oxidante hasta el catalizador, como conductor de electrones hasta el
circuito externo, permite la evacuacién del agua que se acumule en los procesos de manera que
no quede bloqueado el acceso del oxidante hasta el catalizador y da soporte mecdnico a toda la
estructura. Ademas, los resultados mostrados en este apartado corresponden a los valores mas
representativos de una serie de experimentos (al menos 3) realizados para cada caso en cuestion.

7.1. Caracterizacion electroquimica de los electrodos base.

El drea real y del factor de rugosidad de los electrodos de grafito fueron determinados por
voltametria ciclica (Figura 23), usando ferricianuro como sonda electroquimica y empleando un
area geométrica de 0.03 cm”.
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Figura 23. Voltametria ciclica de grafito (SIGRACET GDL 30 BC) en KCl 0.2 M, pH 5.0 conteniendo 1mM de ferricianuro
potasico, velocidad de barrido de 25 mV/s.

De la Figura 23, se tiene que /,, exp= i,, exp*A =0.0010476 A/cm?(0.03cm?®)=3.1428x10”° A, y de la
ecuacion de Randles-Sevcik se obtiene una /,, teo= 3.511763x10° A, de este modo de la relacidn
loa exp/lyq teo se obtiene un factor de rugosidad (fr = Asctiva/Ageometrica) de 8.93 para los electrodos
de grafito SIGRACET GDL 30BC. Repitiendo el mismo procedimiento para los electrodos de grafito
SIGRACET GDL 35 BC, se obtiene un fr = 6.04; asi, ambos electrodos utilizados presentan una alta
rugosidad. Como se menciond anteriormente, los electrodos se pulieron previamente, lo cual se
realizd con la finalidad de dejar una monocapa de grafito unida covalentemente a la superficie del
electrodo; ademas, se las especificaciones del fabricante, se sabe que el tamafio promedio de los
poros de los electrodos de trabajo es de 70 um, un tamafio adecuado tanto para que las enzimas
(GOx y lacasa) penetren y queden fuertemente adsorbidas, asi como también, para una rapida
transferencia de electrones.
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De forma semejante a los electrodos de grafito, los electrodos de oro fueron caracterizados por
voltametria ciclica en acido sulfirico 0.1 M a 100mV/s. El area real (A,) del electrodo de oro, se
determind por el método de desorcién de oOxidos. Del voltamperograma de la Figura 24, se
determind la carga experimental (Qey,) expresada en uC, del pico de reduccién correspondiente a
la redisolucion catddica del 6xido formado y considerando que se necesita una carga de 400
nC/cm? para oxidar completamente la superficie de oro, se obtiene un area real de 1.1 cm? a partir
de la relacién Qexp/Quesrica- El factor de rugosidad del electrodo fue determinado a través de la
relacion Areal/Ageometrica Obteniéndose un valor de 1.1. En promedio el factor de rugosidad para los
electrodos de oro fue de 1.08 + 0.03, lo que significa que la rugosidad en estos electrodos es
despreciable.
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Figura 24. Voltametria ciclica del electrodo de oro en H,50, 0.1 M a 100 mV/s.

7.2. Catodo de lacasa.

7.2.1. Actividad catalitica de la lacasa inmovilizada de forma orientada.

Como se menciond en los antecedentes, el acido 4-[2-aminoetil] benzoico (AEBA), es una molécula
gue por su naturaleza aromatica puede acoplarse directamente al sitio T1 de la lacasa. De modo,
que el objetivo de usar AEBA es el de inducir que esta molécula interactie como ligando con el
sitio T1 de la lacasa y después se unird covalentemente de manera orientada (con el residuo K157,
gue se encuentra en la superficie de la estructura proteica).

Primeramente se midié la actividad enzimatica, la concentracién de proteina y se estimé la
concentracién de lacasa activa inmovilizada sobre la superficie de los electrodos de carbono
funcionalizados con AEBA. Lo cual arrojo los siguientes resultados:

Tabla 1. Actividad enzimatica, concentracion de enzima total y de enzima activa, inmovilizada sobre grafito de 1 cm?
(drea geométrica) funcionalizado con AEBA.

Lamina de Actividad catalitica Concentracion de enzima activa al Concentracion de enzima total
carbono (mU/em?) ABTS (p.g/cmz) (p.g/cmz)
SIGRACET GDL 2.76610.341 0.0056.7x10™ 0.172+0.016
30 BC (2.60£0.24 pmol/cm?)
SIGRACET GDL 2.426+0.087 0.004+0.0001 0.282+0.011
35BC (4.2740.0.17 pmol/cm?)

La concentracion de enzima activa se calculé dividiendo la actividad catalitica entre la actividad especifica (528 U/mg), mientras que la
concentracidn de enzima total se cuantifico por el método de Bradford. Los datos son reportados en funcién del area real.
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Asumiendo que el porcentaje de enzima detectada por la oxidacién del ABTS, representa aquella
enzima que mantiene accesible su sitio T1 para la unidn y oxidacién de este sustrato, lo que
significaria que este sitio no estd orientado hacia la superficie de carbono. De esta forma, se
estima que aproximadamente el 97 % y 98 % de la enzima se encuentra orientada con el sitio T1
hacia la superficie de carbono, para los electrodos SIGRACET GDL 30 Y 35 BC respectivamente. Es
importante sefialar que el porcentaje de lacasa orientada es una determinacién aproximada y que
debe considerarse con cierta precaucién; pues cabe la posibilidad de que cierta proporciéon de
lacasa que oxida al ABTS pueda estar orientada, colaborando con el proceso de transferencia
electrdnica directa. Se sabe que en las proteinas redox los electrones pueden viajar a una distancia
de 14 A entre sus centros redox a través de la proteina [93]. Esta proximidad es suficiente para
permitir el paso de los electrones, descrito en la literatura como “efecto tunel”, incluso a
velocidades mayores que en el proceso de las reacciones enzimaticas. En consecuencia, puede
darse la oxidacién de ABTS, aun cuando el sitio T1 esté ocupado. Ademds, es probable que parte
de la proteina que no presenta actividad al ABTS, sea proteina inactiva debida al proceso de
inmovilizacidn.

Por otro lado, la superficie cubierta por proteina sobre el electrodo se aproxima al recubrimiento
de una monocapa compacta de lacasa que se estima en aproximadamente 5 pmol/cm?
(estimacidn tedrica en base a las dimensiones de la lacasa), esto mismo ha sido descrito por Vaz,
2009 [94] quien inmovilizé lacasa sobre un electrodo de grafito de alta rugosidad (f = 6.5),
previamente funcionalizado con una monocapa de aminofenoles. No obstante, cabe mencionar
qgue cuando se estima la cantidad de proteina inmovilizada sobre el electrodo, integrando el pico
de oxidacion de la voltametria ciclica, los valores obtenidos difieren mucho ~88 pmol/cmz, lo que
implicaria que hay formacién de capas multiples de lacasa sobre la superficie del electrodo. Sin
embargo, habria que probar otras técnicas para definir mejor el pico de oxidacién correspondiente
al sitio T1, como la voltametria de onda cuadrada, que es una técnica electroquimica donde se
elimina la contribucién de la intensidad de corriente capacitiva al voltamperograma obtenido v,
aumenta la sensibilidad de las corrientes faradaicas, otra alternativa seria emplear elipsometria
Optica, una técnica con la cual se puede cuantificar el espesor de la capa de proteina inmovilizada
sobre el electrodo.

7.2.2. Caracterizacion electroquimica.

La caracterizacion electroquimica del electrodo de lacasa inicidé con la cuantificaciéon de la
resistencia eléctrica por contacto. Esta propiedad fue monitoreada conforme se incrementaba la
presion de las placas de cobre sobre el catodo de lacasa, tras la aplicacion del método de
impedancia (Figura 25). La impedancia es una oposicién al paso de sefial eléctrica, cuando un
elemento es expuesto a corriente alterna y es una funcidn de la frecuencia y el tiempo. En general,
la impedancia es la suma vectorial de una componente resistiva (resistencia 6hmica) y de una
componente reactiva (capacitores); sin embargo, a frecuencias muy altas el capacitor aparece en
corto circuito, es decir, conduce libremente obteniéndose solo la contribucion de la resistencia
6hmica. De este modo, se obtuvo una resistencia eléctrica del electrodo de lacasa de 18.6+0.8
mQcm? (1.6 x 10 S'm™) a una frecuencia de 10 kHz, 80 mV amplitud y un torque 12.5 pulg‘lb. Por
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lo que este electrodo se comporta como un semiconductor si lo comparamos con los valores
reportados para metales.

El potencial a circuito abierto (OCP, por sus siglas en ingles), es un parametro electroquimico que
se obtiene al medir la diferencia de potencial eléctrico entre dos pares redox o electrodos, sin
permitir el paso de corriente eléctrica (a una resistencia infinitamente grande). El OCP entre dos
pares redox es un indicador de la fuerza electromotriz, que puede generarse dentro de un circuito
cerrado. Es importante evaluar este pardmetro para establecer aquel par redox que proporcione
el mayor OCP. El potencial del electrodo de lacasa (electrodo de trabajo, WE) fue determinado
empleando al electrodo de calomel saturado en KCI (SCE, por sus siglas en inglés) como electrodo
de referencia (RE). Para cualquier sistema electroquimico, el electrodo de trabajo (WE) se define
como el electrodo en el cual ocurre la reaccidon de interés (electrodo de lacasa). El electrodo de
referencia (RE), es aquel que tiene un potencial de equilibrio estable y conocido (SCE).

Figura 25. Sistema utilizado para medir la resistencia eléctrica por contacto. En la imagen del lado izquierdo aparecen los
constituyentes del sistema (placas de acero, placas de acrilico, laminas de cobre y laminas de mylar) que permite realizar
las mediciones de resistencia eléctrica. Los electrodos se mantienen prensados entre las placas de cobre en la regién
central. En la imagen del lado derecho, se muestra el sistema montado y conectado al potenciostato y al analizador de
impedancia.

Como se observa en la Figura 26, el OCP del electrodo de lacasa fue monitoreado en funcion del
tiempo, hasta alcanzar un potencial estable de 0.604 V vs SCE; lo que equivale a 0.862V vs SHE
(electrodo estandar de hidrégeno) e implica dos cosas: 1) la lacasa de Coriolopsis gallica UAMH
8260 pertenece a la familia de las lacasas con alto potencial redox en el sitio T1 y, 2) la enzima se
encuentra mayoritariamente inmovilizada de forma orientada, pues, el OCP corresponde al
potencial del sitio T1. Algo que también es importante notar en la Figura 26, es que en los
primeros minutos (hasta antes de aproximadamente 10 minutos) hay una zona de activacion del
electrodo de lacasa; es decir, hay una migracidon de particulas cargadas eléctricamente hacia la
interface de la superficie del electrodo de lacasa-electrolito, hasta alcanzar un equilibrio eléctrico y
de concentracion. La estabilizacion del OCP indica que el equilibrio electroquimico se ha
alcanzado. Esto no sucede en los metales como Pt o Zn, ya que el equilibrio se alcanza de forma
inmediata.
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Figura 26. Potencial a circuito abierto del catodo de lacasa vs SCE, en amortiguador succinatos 50 mM, pH 4.5.

Para corroborar tanto que la lacasa de Coriolopsis gallica UAMH 8260 es de alto potencial redox y
que la transferencia de electrones es directa, fue necesario realizar una voltamperometria ciclica.
En general, la voltamperometria abarca un grupo de métodos electroanaliticos en los que la
informacidn (picos faradicos asociados a reacciones de oxido-reduccion y mecanismo de
transferencia de electrones en la superficie de electrodos) sobre el analito se deduce de la medida
de la intensidad de corriente en funcion del potencial aplicado, en condiciones que favorezcan la
polarizacidn del electrodo de trabajo (catodo de lacasa). La Figura 27 muestra el voltamperograma
obtenido después de 4 ciclos electroquimicos (se omite el primer ciclo) a una velocidad de barrido
de 10 mV/s. El catodo de lacasa presenta un pico anddico de 121 pA/cm? (a 0.78 V vs SCE) y un
pico catédico de -20 pA/cm? (a 0.56 V vs SCE), de estos resultados se calcula que el potencial
formal del par redox del sitio T1 (Cu**/Cu™) es de 0.67 V vs SCE (0.912 V vs SHE), este potencial es
muy cercano al equilibrio termodinamico del par redox 0,/H,0 (1.23 V vs SHE). De modo que se
concluye que la mayor parte de la enzima se encuentra inmovilizada de forma orientada (la
transferencia de electrones es directa) y que la lacasa empleada es de alto potencial redox. La
razon por la que el OCP es menor al potencial calculado por voltametria ciclica, se debe a que en el
OCP también se considera el potencial de aquellas enzimas que no se encuentran orientadas y por
tal motivo el potencial del catodo de lacasa disminuye ligeramente, de hecho en la voltamperotria
ciclica se aprecian unos picos no bien definidos aproximadamente a 0.29 V vs SCE (anddico) y 0.21
V vs SCE (catddico), es decir, con un potencial formal de 0.25 V vs SCE y que corresponden al
potencial redox del cluster T2/T3 [43]. Otro aspecto a destacar, es el comportamiento
cuasireversible de la lacasa, esto en funcidn de la diferencia de potenciales entre los picos catddico
y anddico (220 mV), de modo que no es posible emplear el método de Laviron para calcular la
constante de velocidad de transferencia de electrones (kgr) ,ya que este método solo es aplicable a
procesos reversibles, y en su lugar se determind la constante de velocidad de transferencia de
electrones a un sobrepotencial especifico (k;), dicha constante se calculé como la razén entre la
intensidad de corriente del pico de oxidacidn y la carga del mismo, obteniendo entonces una k=
0.06s™, este valor en general no se reporta para los electrodos de lacasa y por ello no es posible
compararlo con lo que estd reportado en la literatura.
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Figura 27. Voltamperometria ciclica del catodo de lacasa. Se empled una malla de platino y un SCE como contralectrodo
y electrodo de referencia respectivamente. Las mediciones se realizaron a una velocidad de 10 mV/s en amortiguador
fosfatos 0.1 M, pH 5.

7.3. Anodo de GOx.

Tomando en cuenta que el FAD se encuentra en un hueco de la enzima a unos 17 A de la superficie
(Figura 28) y que esta distancia supera aquella distancia que pueden viajar los electrones por
efecto tunel (14 A), se propuso inmovilizar a la GOx por medio de un proceso de reconstitucion.
Este método consiste en primeramente separar el FAD de la enzima y obtener la apoGOx, la cual
posteriormente se reconstituird sobre un electrodo de grafito funcionalizado con un espaciador
(siringaldazina-maldnico o péptidos) mas FAD, todo esto aprovechando la capacidad de la apoGOx
de regenerarse y recuperar su actividad en presencia de su cofactor[89]. Como control se dispuso
a construir electrodos con GOx inmovilizada de forma aleatoria, a través de los residuos de lisina
que se encuentran en la superficie de la proteina.

Figura 28. Estructura cristalografica de la GOx, resaltando la distancia del sitio activo a la superficie de la enzima.

Para lograr lo anterior, primeramente habia que obtener la apoGOx y para ello se emplearon dos
métodos: el método de Swoboda [89] y de Morris et al.,[90]. En el método de Sowboda se obtuvo
un 1 % de recuperacidon de proteina, lo cual, indica que muy probablemente el proceso de
precipitacion no se realizé correctamente; mientras que con el método de Morris se logré
recuperar un 60 % de proteina y un 25 % de actividad (de la cual un 10 % es actividad residual),
todo con relacion a la cantidad de proteina y actividad inicial.
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En ambos métodos, el proceso de desflavinizacion se llevd a cabo en condiciones acidas (pH 1.7) y
aun cuando estos métodos ya habian sido empleados con éxito, fue hasta el 2003 que Khutan Haq
et al.,,[95] demostraron que la enzima a pH 1.7 conserva aproximadamente el 90 % de su
estructura secundaria ya como apoflavoproteina (Figura 29) y se encuentra en un estado
denominado “glébulo fundido”, este estado ha sido descrito como un estado intermedio entre una
proteina en su estado nativo y una proteina desnaturalizada, cuando la proteina se encuentra bajo
el efecto de desnaturalizantes, como: pH acido (o alcalino), alta temperatura, agentes caotrdpicos
(urea, guanidina), etc. Se ha identificado que estos intermediarios estables se forman durante el
plegamiento de muchas proteinas globulares. Del articulo se concluye, que la proteina a pH 1.7: i)
libera el FAD, ii) se encuentra como proteina dimérica, iii) conserva el 90% de su estructura
secundaria y iv) tiene porciones de la superficie hidrofdbica expuesta al solvente, todo esto con
respecto a la proteina en su estado nativo (pH 7.0); cabe mencionar, que este intermediario
estable, no se observa a un pH ligeramente menos acido (pH 2.6).
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Figura 29. Dicroismo circular UV-lejano: espectro de la GOx nativa a pH neutro ( ), estado desnaturalizado a pH 2.6
(— - —), estado inducido por acidoa pH 1.4 ( -+« --- ), y en presencia de 6 M de cloruro de guanidina ( ------- ) [95].

7.3.1. Inmovilizacion covalente aleatoria de GOx sobre laminas de carbono
carboxiladas (SIGRACET GDL 35 BC).

Primeramente, sabiendo que esta enzima tiene su sitio activo muy embebido dentro su estructura
proteica, se realizd una inmovilizacidon aleatoria de la enzima sobre una ldmina de carbono
carboxilado como control. La Tabla 2 resume las caracteristicas del comportamiento de los
electrodos con la GOx inmovilizada de forma aleatoria (Figura 30).

Tabla 2. Caracteristicas de los electrodos con la GOx inmovilizada de forma aleatoria.

E>” -0.48 V vs SCE
AE, 59.3 mV
r* 90. 1 pmol/cm? (Bradford)
73.16 pmol/cm? (voltametria ciclica)
Actividad GOx 0.512 mU/cm®
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De lo anterior de confirma la existencia de un contacto eléctrico entre la enzima y el electrodo,
debido a la presencia del potencial formal caracteristico del FAD (E°'=-0.48 V vs SCE). De la
separacion de picos se deduce que este electrodo exhibe un comportamiento de transferencia de
carga cercano a la reversibilidad y que la cantidad de proteina inmovilizada es superior a la
cantidad maxima tedrica de proteina que puede ser inmovilizada en forma de monocapa (por
cm?2), que es de ~33 pmoles/cm2 [63], estimacion hecha en base a las dimensiones de la GOx. Lo
gue quiere decir, que hay formacidn de multicapas de proteina sobre la superficie de la lamina de
grafito carboxilada, lo que puede contribuir a que existan problemas de transferencia de masa del
sustrato, ademas de que parte de ésta proteina puede encontrarse desplegada.

Una vez calculados los datos anteriores y teniendo en cuenta que nAE, < 200 mV, es posible
calcular la constante de velocidad estandar de transferencia de electrones (kgr) empleando el
método de Laviron, obteniendo un valor de a= 0.64 y de ker = 1.94 s™; donde, “0” representa el
coeficiente de transferencia de carga y esta relacionado con la caida de potencial a través de la
doble capa que rodea al electrodo. Con este valor de kg y, considerando que la proteina
inmovilizada activa es aquella cuantificada por métodos electroquimicos, se estima que puede
extraerse una corriente maxima de este electrodo de 13.7 pA/cm? (superficie cubierta de proteina
*ker * constante de Faraday). Cabe resaltar que este valor de kgr es consistente con lo reportado
para una GOx inmovilizada por adsorcion sobre electrodos de carbono (1.6 s*) [96], pero, es
significativamente menor a lo obtenido por Liu et al., 2007 (~78 s™*) [74] , quien inmovilizé a la
GOx en una monocapa mixta de 4-carboxifenil y oligo (feniletinil); Liu et al., 2006 (~100 s)[97],
reconstitucion de apoGOx sobre un electrodo de oro modificado con “norbornylogous”, un
espaciador con 18 A de longitud, con un motivo disulfuro y grupos carboxilos en sus extremos y
una alta velocidad de transferencia de electrones (>10'° s™); y Demin y Hall, 2010 (~350 s™) [79],
quienes inmovilizaron glucosa oxidasa desglicosilada (recombinante) a través de colas de
histidinas, sobre electrodos de oro.

Sin embargo, el verdadero ensayo para determinar un verdadero contacto molecular entre la GOx
y el electrodo, es la capacidad de la enzima para convertir glucosa en gluconolactona con la
consecuente generacion de corriente. La Figura 31 confirma que no hay un incremento en la
corriente cuando se realizé la voltametria ciclica en presencia de glucosa (50mM), para este caso,
la ventana de potenciales solo se llevd a cabo entre -0.2 V y 0.8 V vs SCE, ya que normalmente la
generacion de corriente asociada a la oxidacién de glucosa se lee entre 0.2V a 0.6V vs SCE. Este
fendmeno no es sorprendente cuando la GOx es inmovilizada de forma aleatoria sobre electrodos
de rugosidad despreciable pero no para electrodos de alta porosidad, como es el caso de estudio,
lo que quiere decir que la porosidad del material tuvo un efecto positivo en el contacto eléctrico
entre la enzima y el electrodo, pero ésta no fue capaz de generar corriente asociada a la oxidacidn
de glucosa debido a: i) que no hay el correcto posicionamiento de la proteina sobre el electrodo; ii)
la distancia que hay del sitio activo a la superficie del electrodo supera la distancia que pueden
viajar los electrones por efecto tunel (14 A); iii) la formacién de multicapas de proteina sobre la
superficie del electrodo lo que representa una barrera extra a vencer en el transporte de masa y
masa y; iv) parte de la proteina inmovilizada se encuentra desplegada. Esto confirma que en esta
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proteina es muy dificil lograr el contacto eléctrico eficiente bajo esta estrategia; por lo que, en la
mayoria de los casos se emplean polimeros conductores, mediadores, nanomateriales o bien la
reconstitucion de la apoenzima sobre un electrodo modificado funcionalizado con FAD. De modo
qgue la primera estrategia para lograr una transferencia directa de electrones consistié en
reconstituir la apoGOx sobre electrodos de carbono.
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Figura 30. Voltamperograma de la GOx inmovilizada de forma aleatoria sobre ldminas de carbono. Amortiguador
fosfatos 0.1 M, pH 7, bajo atmosfera de N,. 50 mV/s.

Cr——m 06— T T T ]
< —
.2 g 0. 0.4 0.6 038

E (V) vs SCE

9
g
@

50mM

s/glucosa

Figura 31. Voltametria ciclica en ausencia y presencia de glucosa (50 mM). Amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, bajo
atmosfera de N,. 10 mV/s.

7.3.2. Reconstitucion sobre electrodos de carbono funcionalizados con
siringaldazina-malonico-FAD.

Como primer paso previo a la inmovilizacién de la enzima, se comprobé que se llevara a cabo con
éxito la reaccion de esterificacidn (entre la siringaldazina y el grafito carboxilado). En la Figura 32,
se esquematiza la voltametria ciclica de la siringaldazina inmovilizada sobre grafito previamente
carboxilado, donde se pueden apreciar el potencial formal caracteristico de ésta especie redox
(E°’=0.26 V vs SCE) [98], lo que estaria indicando que la reaccion de esterificacidon se ha logrado
llevar a cabo exitosamente; ademas, la importancia de emplear la siringaldazina como espaciador
radica en su potencial formal, el cual es mayor al del FAD (0.48 V vs SCE) y debido a esto puede
abstraer los electrones de este ultimo y transportarlos a la superficie del electrodo. Del
voltamperograma se observa que la diferencia de potenciales (AE,) entre los picos catédico y
anddico es de 0.267 V, lo cual nos indica que la siringaldazina exhibe un comportamiento
cuasireversible y por medio de un analisis columbimétrico del pico de oxidacién se determiné una
cobertura superficial de la siringaldazina de 12.732 nmoles/cm®.
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Figura 32. Voltamperograma de la siringaldazina inmovilizada sobre grafito previamente carboxilado. Las mediciones
fueron realizadas en amortiguador acetatos 0.1 M, pH 5, 20 mV/s.

Una vez obtenida la apoGOx, ésta se reconstituyd sobre grafito funcionalizado con siringaldazina-
maldnico-FAD. En la Figura 33 pueden apreciarse el potencial formal caracteristico del FAD -0.48 V
vs SCE [71] y a E°’= +0.2V vs SCE [98] se observa el par redox de la siringaldazina, el cual se ha
desplazado un poco debido al cambio en el amortiguador que se realizd la voltametria ciclica
(fosfatos pH 7, 0.1 M). La superficie cubierta por FAD en la superficie del electrodo fue de 93.07
pmol/cm? (calculada por integracion del pico de oxidacidn), lo que representa el 97 % de lo que
tedricamente puede formar una monocapa sobre una superficie de carbono (10™° moles FAD/cm?)
[99]. Algo que también debe notarse, es que antes de la reconstitucidon de la apoGOx, los picos
faradicos asociados al par redox FAD/FADH, son mas evidentes, este fendmeno ya habia sido
descrito por Willner et al., [71] y lo atribuyen a que cuando la enzima se reconstituye aisla al FAD y
debido a esto la intensidad de estos picos faraddicos disminuye. Otra cosa a resaltar de las
ciclovoltametrias, es el hecho que la separacién de los picos (AE,) es de aproximadamente 30 mV,
lo que quiere decir, que este electrodo exhibe una transferencia de carga reversible y, la aparicion
de un pico redox ~ -0.35 V, que probablemente pueda ser algun intermediario que se forma
durante el proceso de oxidacién-reduccion del FAD.

Ademas, se obtuvo un OCP para el electrodo de GOx de 0.185 + 0.018 V vs SCE, lo cual es
coherente con el hecho de que la especie redox que se encuentra mas cercana al electrodo es
precisamente la siringaldazina, cuyo potencial formal obtenido por voltametria ciclica es de 0.2 V
vs SCE (figura no mostrada). Al igual que en el cdtodo de lacasa, el OCP tardo en estabilizarse
aproximadamente 10 minutos; ya que como se explicd anteriormente, es necesario un periodo de
activacion electroquimica del electrodo de trabajo, donde se produce un desplazamiento de
particulas cargadas eléctricamente hacia la interface electrodo de trabajo-electrolito hasta
alcanzarse un equilibrio eléctrico y de concentracion.
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Figura 33. Voltametria ciclica del anodo de GOx: antes y después de la reconstitucidn sobre grafito funcionalizado con
siringaldazina-malodnico-FAD. Las mediciones fueron realizadas en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7. Velocidad de
barrido de 20 mV/s.

Por otra parte, se llevd a cabo la caracterizacién cinética del anodo de GOx. La Tabla 3 resume los
resultados obtenidos. Para el caso de la concentracion de proteina inmovilizada, ésta fue
cuantificada por el método de Bradford y por voltametria ciclica.

Tabla 3. Actividad enzimatica y concentracion de enzima total inmovilizada sobre grafito GDL 30 BC de 1 cm’ (8.93 em’,
area real) funcionalizado con siringaldazina-maldnico-FAD.

Actividad catalitica (mU/cm?) Concentracién de enzima total (ug/cm?)
Bradford voltametria ciclica
0.851 +0.003 10.9+0.420 14.34 +1.020
(68.8 + 0.02 pmol/cm?) (89.6 + 0.60 pmol/cm?)

Realizando una prueba t de Student (|ty;|= 6.92) de los resultados anteriores, se llega a la
conclusién que existe diferencia significativa en la cuantificacion de proteina por estos métodos
con un nivel de confianza del 95 %. Sin embargo, haciendo una estimacidn tedrica de la proteina
inmovilizada de aproximadamente 33 pmol/cm” (40 - 50 nm?, [63]), los datos cuantificados por
Bradford y voltametria ciclica son superiores a este valor, lo que podria estar indicando la
formacién de multicapas de GOx sobre el electrodo. Ademas, con los datos anteriores y
empleando el método de Laviron, se obtuvo una kgr = ~23 st y con ello se estimé una corriente
maxima tedrica de ~200 uA/cmz. El valor obtenido para kgr, es menor al obtenido por Liu et al.,,
2006 [97] (~100 s™), quien reconstituyd la apoGOx sobre un electrodo de oro modificado con
“norbornylogous” o aquel biodnodo disefiado por Patolsky et al., 2004 [77] (83 s™), quien
reconstituyé la apoGOx sobre un electrodo de oro funcionalizado con nanotubos de carbono de 25
nm de longitud.

Posteriormente, para confirmar que el anodo de GOx es electroquimicamente activo, se realizd la
voltamperometria ciclica en presencia de concentraciones crecientes de glucosa (Figura 34), con la
finalidad de construir una curva de saturacion (7vs [S]) que se muestra en la Figura 35, en realidad
lo que se grafica es la diferencia de corriente que se obtiene a 0.2 V, ya que a este voltaje se
observa la oxidacion de los grupos aldehidos de la molécula de glucosa [100], tomando como
blanco la densidad de corriente obtenida en la voltametria ciclica en ausencia de glucosa.
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Figura 34. Voltametria ciclica del dnodo de GOx en presencia y ausencia de glucosa. Las mediciones fueron realizadas en
amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, en atmosfera de N,. Velocidad de barrido de 5 mV/s. Se omiten las demas
ciclovoltametrias para mejor apreciacion.
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Figura 35. Corriente electrocatalitica catddica, generada por la GOx reconstituida sobre electrodos de grafito
modificados en presencia de concentraciones variables de glucosa (0, 5, 20, 200 mM). En atmosfera de N,.

A partir del ajuste de la grafica anterior es posible determinar la eficiencia de recambio de la
enzima y el electrodo, calculando la velocidad de recambio maxima (TRyax O Keat), que estad dada
por:

-sat
leat

Hwax =2 pre

Donde 5%t es la densidad de corriente a una concentracién de saturacién, n es el nimero de
electrones transferidos — en este caso n=2-, F es la constante de Faraday (96480 C/mol) y I'* es la
superficie cubierta por la proteina. Para este electrodo se estima una TRyax de ~7 s esta
velocidad de recambio es significativamente menor a la reportada por Willner et al., (900 s*) [87],
quien empleo el método de reconstitucion de la apoGOx para construir sus electrodos. A partir de
la TRuax, se puede deducir que el electrodo construido sera sensible al oxigeno (caso contrario con
el dnodo disefiado por el grupo de Willner et al., [87], [71], [75], [73], [76]), es decir, cuando el
anodo de GOx opere bajo condiciones aerdbicas, se espera que haya formacién de H,0, y por lo
tanto la densidad de corriente generada disminuya significativamente, esto se debe a que la
velocidad de recambio entre la GOx y el O, es de ~700 s™. La baja eficiencia en la transferencia de
electrones puede ser debido a que hay mucha proteina inmovilizada- 2.7 veces mas que la
cantidad de proteina que se estima de forma tedrica- pero, la gran mayoria de esta proteina no
contribuye a la generacion de corriente, debido a que en el electrodo se forman multicapas de
proteina. Con la finalidad de eliminar proteina adsorbida sobre el electrodo, los electrodos de
grafito con GOx inmovilizada fueron lavados con una solucién de NaCl 1 M, sin embargo, las
voltametrias para aquellos electrodos que fueron solo lavados con amortiguador fosfatos tienen el
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mismo perfil que aquellos lavados con solucién salina, es decir, la proteina se encuentra
fuertemente adsorbida en la superficie del grafito y no se desorbe durante los lavados con
solucién salina.

Ademas, cabe mencionar que el proceso de fabricacion del electrodo no es reproducible, pues, en
cada lote de fabricacion del electrodo se obtienen resultados distintos (Figura 36). Este mismo
problema ya ha sido reportado por Miyawaki and Wingard [99], quienes inmovilizaron por
adsorcién FAD, GOx y reconstituyeron apoGOx sobre electrodos de grafito de baja porosidad. Sin
embargo, no es claro el mecanismo de reconstitucién de la apoGOx sobre la superficie del
electrodo y ellos al igual que en el presente trabajo encuentran que hay formacién de multicapas
(en su caso incluso de FAD), de modo que sugieren que una baja respuesta del electrodo puede
ser debido a problema a la transferencia de masa (del sustrato a través de las multicapas
formadas). Ademas, hay cambios en la actividad especifica de la enzima libre y aquella que es
reconstituida; la apoGOx y el FAD, pueden encontrarse separados espacialmente en la superficie
del electrodo; la holoenzima formada sobre la superficie del electrodo, se libera a la solucién; hay
evidencia de que la enzima puede desnaturalizarse dentro de la estructura de electrodos de
carbono de alta porosidad; entre otras posibilidades.
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Figura 36. Curva de saturacion de los electrodos de GOx. Pruebas realizadas en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7.

Paralelo a esto, otra alternativa para inmovilizar la GOx sobre el electrodo de grafito, consistio en
reconstituirla sobre una monocapa de tripéptidos (FFF-FAD o WWW-FAD) o pentapéptidos (FFFFF-
FAD o WWWWW-FAD), que debido a la naturaleza aromatica de sus cadenas laterales podrian
facilitar la transferencia electrénica al electrodo. Los resultados preliminares eran prometedores,
ya que, los electrodos con la GOx reconstituida mostraron actividad: 0.1 mU/cm? (FFF-GOx), 0.215
mU/cm? (FFFFF-GOx), 0.05 mU/cm? (WWW-GOx) y 0.20 mU/cm? (WWWWW-GOx); ademds, a
excepcion del tripéptido de fenilalaninas en el resto de los electrodos, como se observa en las
siguientes figuras, se aprecian picos faradicos con un potencial formal que corresponde al del FAD
(~ -0.5 V vs SCE), cuando las mediciones son realizadas en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7 y
bajo atmédsfera de nitrédgeno. De los datos de actividad, se deduce que a mayor distancia del
espaciador el proceso de reconstitucidon es mejor y en las Figuras 37-39 se observa que los picos
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farddicos asociados al FAD estan mejor definidos en los electrodos funcionalizados con
peptapéptidos, lo que también indicaria que la reconstitucién fue mejor al usar pentapéptidos.
Posiblemente al ser el espaciador mads grande, la proteina tiene mds posibilidad de reconstituirse
de forma correcta sin quedar “tensada” al estar mas alejada de la superficie del electrodo. Del
analisis columbimétrico de los picos faradicos se calculé la superficie cubierta por GOx: 144
pmol/cm?, para WWW; 182 pmol/cm? sobre WWWWW y; 150 pmol/cm?, en FFFFF.

Sin embargo, las voltametrias realizadas en presencia de glucosa, no muestran el incremento en la
corriente catédica o este debe de ser muy pequefio (Figura no mostrada). Esto al igual que en el
caso anterior (reconstitucion sobre electrodos de carbono funcionalizados con siringaldazina-
maldnico-FAD), puede ser por la formacidon de multicapas sobre la superficie del electrodo, lo que
representa una resistencia a la transferencia del sustrato (glucosa) a través de estas capas de
proteina. Ademas, como se menciond anteriormente, aun no es claro el proceso de reconstitucion
de apoGOx sobre electrodos de grafito poroso; es por eso, que para este propdsito es necesario
emplear una superficie lisa (factor de rugosidad despreciable), con la finalidad de evitar las
interacciones que pueda haber entre la enzima y el electrodo poroso y, asi surge la siguiente
estrategia de inmovilizacion de la apoGOx sobre electrodos de oro.

i (uA/em?)

E (V) vs SCE

Figura 37. Voltametria ciclica de la GOx reconstituida sobre grafito funcionalizado con WWWWW-FAD. Mediciones
realizadas en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, a una velocidad de barrido de 20 mV/s, bajo atmdsfera de nitrégeno.
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Figura 38. Voltametria ciclica de la GOx reconstituida sobre grafito funcionalizado con WWW-FAD. Mediciones
realizadas en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, a una velocidad de barrido de 20 mV/s, bajo atmdsfera de nitrégeno.
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Figura 39. Voltametria ciclica de la GOx reconstituida sobre grafito funcionalizado con FFFFF-FAD. Mediciones hechas en
amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, a una velocidad de barrido de 20 mV/s, bajo atmdsfera de nitrégeno.

7.3.3. Inmovilizacion de GOx sobre electrodos de oro.

Una vez limpios los electrodos de oro y conociendo su factor de rugosidad (fr = ~1), se dispuso a
funcionalizarlos con acido p-mercaptobenzoico por la formacién de monocapas autoensambladas
(MAEs). Esta técnica es muy sencilla ya que consiste en la inmersidn de un sustrato en una
solucién diluida de un determinado compuesto orgdnico activo en condiciones ambientales el cual
se adsorbe sobre el sustrato como consecuencia de una reaccién quimica superficial dando como
resultado una monocapa orgdnica de orientacidon y empaquetamiento bien definido. Se sabe, que
los tioles y sulfuros son de particular interés debido a su adsorcidn quimica espontanea en la
superficie del oro, lo que genera una organizacion regular y elevada estabilidad térmica, mecanica
y quimica. Se ha propuesto que la adsorcion de tioles a la superficie de oro se lleva a cabo
mediante la adicién oxidativa del enlace S-H a la superficie del metal, acoplada a la eliminacién
reductiva de un dtomo de hidrogeno:

R—S—H+Au) - R—S—Au* — Auj_; +H,

La naturaleza del enlace covalente entre el electrodo de oro y el &tomo de azufre (Au-S) ha sido
confirmada por diversas técnicas [101].

Posterior a la funcionalizacién del electrodo de oro con acido p-mercaptobenzoico, se intentd
funcionalizar estos electrodos con FAD, sin embargo, bajo todas las condiciones exploradas
(solucion amortiguador MES 50 mM (pH 5) con EDC; soluciéon amortiguador HEPES 30 mM (pH 7.9)
con EDC) no fue posible activar dichos electrodos con FAD, ya que en ningln voltamperograma fue
posible observar los picos faradicos asociados a la oxidacion y reduccién del FAD (~0.5 V vs SCE)
(Figura 40).
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Figura 40. Voltametria ciclica de un electrodo de carbono “con FAD” en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7 a 20 mV/s. El
voltaje es referido al SCE y se omiten las demas voltamperogramas ya que todos dan el mismo perfil.

Es importante recalcar, que en la presente tesis se intentd funcionalizar con FAD nativo mientras
que la mayoria de los articulos publicados emplean un analogo del FAD (N°®-(2-aminoetil)-FAD)
(Figura 41). Es probable, que el par de electrones del grupo amino del FAD nativo no se
encuentren tan disponibles -debido a la deslocalizacidn de los electrones dentro del anillo de la
adenina- para llevar a cabo la reaccién entre este grupo y el intermediario O-acilurea formado por
la condensacion de EDC y un &acido carboxilico (del acido p-mercaptobenzoico, en este caso),
siendo esta la probable justificacion de haber modificado el FAD con etileneimina para rendir el
N°-(2-aminoetil)-FAD; mas sin embargo, desde el afio 1985 Miyawaki y Wingard [102]
inmovilizaron de forma covalente FAD nativo a un electrodo de carbono vitreo (de baja porosidad,
1-2 %) carboxilado, por lo que, no debid ser en principio un problema el no haber usado el
andlogo de FAD antes mencionado y por tanto sigue siendo una incégnita la razén por la cual no
fue posible la inmovilizacién de este cofactor.
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Figura 41. Izquierda, FAD nativo; Derecha, Ns—(Z—aminoetiI)-FAD.

En vista de los resultados obtenidos y la gran dificultad de reconstituir la apoGOx sobre un
electrodo, se procedid a emplear una estrategia que no afectara la integridad de nuestra
flavoenzima, y, aprovechando las caracteristicas de los hanomateriales para ser utilizados como
“cables moleculares” en nanodispositivos, se procedié a inmovilizar la GOx nativa sobre electrodos
de carbono funcionalizados con nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT).
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7.3.4. Inmovilizacion covalente aleatoria de GOx sobre electrodos de carbono
funcionalizado con nanotubos de carbono (SIGRACET GDL 35BC).

Con el rédpido desarrollo de la nanotecnologia en las ultimas décadas, los nanomateriales con el
tamafio y sus propiedades fisicas y quimicas Unicas tienen amplias aplicaciones en bioanalitica.
Una de las aplicaciones es facilitar la electroquimica directa de las proteinas redox, modificando la
superficie del electrodo con materiales nanoestructurados que proveen un microambiente similar
a los sistemas nativos; por lo que, este tipo de materiales mejoran la estabilidad e inmovilizacién
de los bioctalizadores; asi como también, incrementan el area superficial de los electrodos y
facilitan la transferencia de masa en la superficie del electrodo[103].

La siguiente tabla resume algunos aspectos electroquimicos (Figura 42) y cinéticos obtenidos para
los electrodos ensayados:

Tabla 4. Resultados obtenidos para dos electrodos ensayados de GOx.

Electrodo 1 Electrodo 2

E°oxidacion (V) -0.456 -0.461

E°reduccion (V) -0.519 -0.502

E° (V) -0.488 -0.482
AEp (V) 0.062 0.041
mU/cm’ 3.11 4.48
pmol/cm’ 138.4 160.4
OCP (V vs SCE) 0.17 0.15

o

i(A/ cmf)

E (V)

e Electrodo 1 e E|ectrodo 2

Figura 42. Voltametria ciclica de dos electrodos GOx, a 150 mV/s en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7. Atmdsfera de
nitrégeno.

De lo anterior se puede concluir, que ambos electrodos presentan caracteristicas tanto cinéticas
como electroquimicas semejantes; que usando nanotubos de carbono es posible lograr un
contacto eléctrico entre la GOx y el electrodo de carbono; ademas, el electrodo 2 se acerca mas a
un proceso de transferencia de carga reversible y; en ambos casos la superficie cubierta por GOx
supera la estimacién tedrica para una monocapa de esta proteina (33 pmoles/cm?). Al mismo
tiempo, con los datos anteriores y las voltametrias ciclicas a distintas velocidades de barrido se
obtuvo una ker ~8.5 57, y, con ella se estimé una corriente maxima para estos electrodos de ~130
HA/cm?, esto considerando que toda la proteina cuantificada por voltametria ciclica es activa y
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capaz de transferir electrones durante la oxidacion de glucosa. Sin embargo, como se ha
mencionado en ocasiones anteriores, la Unica forma de corroborar que estos electrodos son
electroquimicamente activos consiste en observar generacién de corriente asociada a la oxidacion
de glucosa.

A continuacién se muestran los voltamperogramas que corresponden al electrodo 2 con 100 mM
de glucosa (concentracién de saturacion), y, su control correspondiente. A un potencial de 0.2V vs
SCE se observa un incremento en densidad de corriente de 131.5 pA/cm? (™) y de aqui se obtiene
una velocidad de recambio maxima de 4.25 s™, mucho menor a la k., de la GOx con O, (~700 s™).
Algo que es curioso notar, es que la densidad de corriente obtenida por la oxidacién de glucosa a
concentracién de saturacion, es igual que la estimada a partir de la ker calculada por el método de
Laviron, y, probablemente pueda deberse mds que al hecho de tener un electrodo con un
excelente contacto eléctrico, a la dificultad para calcular kgr, pues a velocidades de barrido bajas
fue dificil establecer con exactitud el valor de E,. a partir de los voltamperogramas (figura no
mostrada), lo cual probablemente traiga como consecuencia que la kg calculada esté
subestimada, ya que E, varia de forma logaritmica con la velocidad de barrido y ligeros cambios
en los potenciales estimados pueden provocar grandes cambios en los valores calculados para la
constante de velocidad. Por otro lado, el valor obtenido para k..: es superior a lo reportado por Liu
et al., 2005 [104] (0.3 s), quienes usaron una estrategia similar a la de la presente tesis,
primeramente modificaron electrodos de oro con una monocapa de cisteamina, posteriormente
activaron este electrodo con nanotubos de carbono de una sola pared (SWCNT) para después
inmovilizar de forma aleatoria la GOx sobre éstas nanoestructuras (Figura 44); por el contrario, es
muy inferior a lo reportado por Patolsky, et al., [77], quienes reconstituyeron apoGOx sobre
electrodos de oro funcionalizados con nanotubos de carbono (SWCNT) de 25 nm de longitud y
obtuvieron una k., de hasta 4100 s, un valor apenas por debajo del alcanzado por Xiao, et al.,[76]
(~5000 s™), reconstituyendo apoGOx sobre electrodos de oro modificados quimicamente con
nanoparticulas de oro. Siendo este ultimo valor, el mas alto alcanzado hasta el momento para
biodnodos de GOx.
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Figura 43. Voltametria ciclica del electrodo 2 en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, con y sin glucosa. En atmédsfera de
N, a una velocidad de barrido de 10 mV/s.
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Figura 44. Bioanodo de GOx. lzquierda) Liu et al., 2005 [104]; derecha) presente trabajo.

Algo que es importante recalcar, es que en la presente tesis se emplean MWCNT en lugar de
SWCNT, siendo que estos ultimos son los mds empleados debido a su alta conductividad
(superconductores), alta uniformidad estructural, mayor superficie &area/volumen, menor
didmetro y a que su alineamiento sobre superficies solidas es mas facil controlar; sin embargo,
son mucho mas costosos (aproximadamente 10 veces mas que los MWCNT). Ademads, los
nanotubos de carbono utilizados en este estudio tienen una longitud de ~50 um, una longitud 3
ordenes de magnitud por encima de aquellos que emplearon Patolsky, et al., quienes ademas
observaron que la kg, varia en proporcidn inversa a la longitud de los nanotubos de carbono, de
manera que, una forma de optimizar nuestro electrodo de GOx es emplear nanotubos de carbono
de una sola pared y ademds de menor longitud.

7.4. Diseio y caracterizacion de la celda de combustible enzimatica.

Las celdas de combustible enzimdaticas basadas en la transferencia directa de electrones poseen
una gran importancia debido a la simplicidad en su construccion, a la posibilidad de miniaturizarlas
y a la ausencia de mediadores, por lo que se consideran no tdxicas pudiendo usarse para
desarrollar micro-baterias implantables en el torrente sanguineo de mamiferos [3].

En este apartado se describe la caracterizacion de una celda enzimatica basada en la oxidacion
enzimatica de glucosa bajo condiciones anoxigénicas por un anodo de GOx y la reduccidon
enzimatica de oxigeno por un catodo de lacasa, ambos mediante transferencia electrénica directa.

La Figura 45 representa un esquema de la configuracién de la biocelda de combustible enzimatica.
Esta celda consta de dos electrodos, ambos de 1 cm? de &rea geométrica, un anodo de GOx
inmovilizada sobre nanotubos de carbono y un cdtodo de lacasa. Ambos electrodos fueron
separados por una membrana de intercambio proténico de Nafion®, permitiendo de esta manera
la difusién selectiva de H hacia el catodo y previniendo el paso de oxigeno al dnodo de GOx. Los
electrodos de la celda electroquimica fueron acoplados con tornillos de acero inoxidable, los
cuales establecieron el punto de conexidon del circuito externo (a través del cual fluyen los
electrones).
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Figura 45. Configuracién esquematica de la celda de combustible enzimatica empleando glucosa y oxigeno como
combustible y oxidante, respectivamente. El compartimento anddico fue burbujeado con N, y el catédico con O,. El
panel de la izquierda muestra un esquema general de la celda; el panel intermedio, como se observa por dentro el
dispositivo empleado y; el panel derecho, la celda ya ensamblada.

Las medidas de caracterizacion de la biocelda se realizaron un amortiguador fosfatos 0.1 M, pH
7.0, que pese a no ser el pH dptimo para la lacasa, es un punto de comparacién con otras celdas
que intentan simular las condiciones fisioldgicas y por ser necesario mantener el mismo pH a
ambos lados de la membrana de intercambio protdnico, de no ser asi, inicia la difusiéon de H* hasta
equilibrar la [H'] a ambos lados de la membrana. Una diferencia para ambos compartimentos, es
que el dnodo es burbujeado con N, (para evitar formacién de H,0,) mientras el catodo con O,.

La reaccion global de la celda de combustible enzimatica es,
2 glucosa + O, — 2 gluconolactona + 2H,0 + electricidad + calor

El voltaje a circuito abierto maximo de la biocelda (OCV) calculado como la diferencia de potencial
a circuito abierto del catodo (0.49 + 0.02 V vs SCE, en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7) y del
anodo (GOx 0.15 * 0.01 V vs SCE) fue de 0.34 V, el cual fue corroborado experimentalmente
arrojando un OCV de 0.335 + 0.007 V. Esta diferencia de potencial es mucho menor a la fuerza
electromotriz maxima a pH 7 para el par glucosa/0O,, siendo ésta de 1.18 V, puesto que los
potenciales formales de los pares glucosa/glunolactona y O,/H,0 a pH 7 son -0.36 Vy 0.82 V vs
ESH respectivamente, lo que indica que hay una caida de voltaje provocadas por pérdidas en la
velocidad de reaccidn en la superficie del electrodo, por elementos resistivos o por una limitacion
debida al transporte de combustible u oxidante.

Otra parte fundamental dentro de la caracterizacion electroquimica de la biocelda, consistié en
realizar medidas potenciodindmicas. En este tipo de técnica, las medidas se realizan en un sistema
fuera del equilibrio (hay flujo de electrones) y, consiste en monitorear la corriente producida en un
determinado rango de potencial eléctrico. En la Figura 46 puede verse como varia la potencia de la
biocelda, asi como la densidad de corriente, en funcidon del potencial aplicado. Se obtiene una
potencia maxima de 20.6 uW/cm2 a 0.31 V y densidad de corriente a corto circuito (is) de 112
pA/cm’. De los resultados obtenidos se logra un factor de relleno o fill factor igual a 0.54, este
factor sirve para estimar la eficiencia en la conversidn de energia en una celda de combustible y,
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se define como la relacion entre la potencia maxima de una celda de combustible y el producto de

la corriente a corto circuito y el voltaje a circuito abierto, es decir, f =

Pmax

. Por otro lado, de la
Isc+OCV

Figura 46 es dificil ver con claridad el perfil caracteristico (i vs E) para una celda de combustible
(Figura 47), en el cual se distinguen 3 fases:

a)

b)

Fase de activacion. Esta referida a las pérdidas de voltaje que se tienen a causa de la lentitud
de las reacciones que se llevan a cabo en la superficie de los electrodos. Una parte del voltaje
generado se pierde en impulsar la transferencia de electrones hacia o de los electrodos. Esta
caida de voltaje no tiene un comportamiento lineal.

Fase 6hmica. Esta regidn se caracteriza por tener pérdidas de cardcter resistivo relacionadas
con el flujo de electrones a través del material de los electrodos y varias interconexiones, asi
como la resistencia al flujo de electrones a través del electrolito. Se considera la zona éptima
de operacion de la celda. En la presente celda, esta zona se encontraria aproximadamente
entre los 0.3 Vy0.05 V.

Fase de decaimiento por concentracién. En esta regidn se presentan pérdidas por el cambio
en la concentracion de los reactantes en la superficie de los electrodos. No es recomendable
esta zona de operacion, pues el voltaje cae a valores muy bajos [1]. Probablemente para la
biocelda de estudio, esta fase se encuentre asociada al agotamiento de oxigeno en el
electrodo de lacasa, pues, el consumo de glucosa es practicamente despreciable durante el
ensayo.
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Figura 46. Curva de polarizacidn (azul) y curva de potencia (roja) para la celda GOx-Lacasa. Las mediciones fueron

realizadas en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7. Se suministré directamente N, en el compartimento anddico, el cual

ademas contenia 100mM de glucosa y, O, al compartimento catddico.
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Figura 47. Curva de polarizacién caracteristica para una celda de combustible [1].
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Por ultimo, para evaluar la estabilidad operacional de la celda de combustible GOx/lacasa, se
acopld este sistema a una resistencia externa de 120 Q y se monitored la variacion del voltaje en
funcién del tiempo. Estos datos de voltaje se transforman a corriente a partir de la Ley de Ohm. La
siguiente figura muestra la estabilidad de la biocelda, iniciando con una densidad de corriente de
5.16 uA/cmz, y, conserva 3.1145 uA/cm2 después de 130 minutos de operacion continua, es decir,
el 60 % de la densidad de corriente inicial. Cabe mencionar que este decaimiento en la densidad
de corriente, no es debido a la falta de combustible (glucosa) dentro del compartimento anddico,
vya que, después de dicho experimento solo se consumié el ~15% de la glucosa; pero, por otro
lado, a pesar de que la lacasa mantiene solo el 10 % de su actividad a pH 7 (con respeto a su
actividad a pH 4.5), no muestra perdida de actividad significativa hasta por 5 dias cuando es
almacenada a este pH [45]. No obstante, de la curva de polarizacién (Figura 46) se calcula por la
Ley de Ohm que la biocelda opera éptimamente cuando se expone a una resistencia externa de 3
kQ y en la presente tesis se trabajé con una resistencia de 120 Q, la cual es una resistencia externa
pequeia y probablemente bajo estas condiciones se esté trabajando en la zona de decaimiento
por concentracidon de reactantes (oxigeno, en este caso) en donde estos son consumidos a una
velocidad mayor de la cual son suministrados y los productos son acumulados a mayor velocidad
de la que pueden ser liberados y este efecto inhibe reacciones futuras.

i (LA/cm?)

0 T T T T T T d
0 20 40 60 80 100 120 140

t (min)

Figura 48. Estabilidad de la densidad de corriente con el tiempo para una resistencia de 120 Q. Las medicidn se realizd
en amortiguador fosfatos 0.1 M, pH 7, con suministro continuo de N, en el anodo (100 mM glucosa) y O, en el catodo.

En la Tabla 5 se recoge un resumen de las caracteristicas, voltaje a circuito abierto (OCV), corriente
a corto circuito, potencia maxima, tiempo de vida media operacional y algunos comentarios
adicionales de las celdas de combustible enzimaticas (con GOx en el dnodo) con transferencia
electronica directa. Considerando el proceso de inmovilizacion de las enzimas redox sobre los
electrodos y las condiciones de operacion, solo es posible comparar la celda descrita en el
presente trabajo con aquellas disefiadas por Willner, 1., et al., [71] y Zhao, H. Y, et al., [105]. Con
respecto a esta Ultima se obtienen mejores rendimientos en términos de corriente y de potencia;
sin embargo, en comparacion con la propuesta por el grupo Willner, aunque el OCV, la J,. y 1a Prax
son muy semejantes, la k.,; del anodo de GOx es superior a la k.,; de esta enzima con el oxigeno,
por lo que este electrodo no se ve afectado por la presencia de oxigeno, ademads, los autores
proponen que el tiempo de vida media es muy corto, debido a un decremento en la concentracion
de sustrato, por lo que, ellos proponen emplear un sistema continuo para eliminar dicho efecto.
Algo importante que cabe resaltar de la Tabla 5, es que la biocelda que reporta la mas alta
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densidad de corriente y potencia es una celda lacasa/GOx, donde cada electrodo se obtiene por

compresion mecanica hasta formar un pellet y las enzimas se encuentran inmovilizadas de forma

aleatoria dentro de una matriz de nanotubos de carbono, esto se debe a que los nanotubos de

carbono presentan una elevada conductividad y estabilidad eléctrica, aunado a que su area de

contacto es mayor y puede ser mejor aprovechada; ya que en un electrodo con superficie sélida, la

densidad de corriente limite que pueda alcanzarse serd aquella que se obtenga Unicamente por la

monocapa de enzima inmovilizada (y activa electroquimicamente) sobre el electrodo. Lo anterior

revela que la orientacidn de las enzimas no siempre conllevara a una mayor densidad de corriente

y que segun los fines que se tengan (como celda de combustible o biosensor), se tendra que elegir

un diseflo con enzimas orientadas o uno con enzimas inmovilizadas de forma aleatoria.

Tabla 5. Comparacidn de las caracteristicas (voltaje (V), potencia (P) y tiempo de vida media (tl/z) de las bioceldas de

combustible enziméticas integradas con un anodo de GOx y que presentan DET.

Catodo Combustible/ | OCV (V) icc (MA/cm?) Pnax ti2 (h) Comentarios Referencia
oxidante (LW/cm?)
Microperoxidasa Glucosa / 0.310 114 32 (uW) ~3 Reconstitucidon de apoGOx Willner, 1.,
H,0, sobre electrodos de oro E. Katz, et
al., [71]
Microperoxidasa Glucosa/peré 0.990 830 520 (UW) >3 Reconstitucion de apoGOx Katz, E., B.
xido de sobre electrodos de oro. La Filanovsky,
cumeno celda funciona en dos etal., [73]
solventes inmiscibles
Lacasa Glucosa/0, 0.95 8000 1300 Estable por | Ambos electrodos son pellets Zebda, A.,
un mes obtenidos por compresién C. Gondran,
mecdnica etal., [106]
Citocromo Glucosa/02 0.125 550 215 | e Controlado por sistemas Katz, E. and
¢/Citocromo légicos (pulsos de voltaje) 1. Willner,
oxidasa [107]
Citocromo Glucosa/0, 0.120 600 26 | - Controlado por sistemas Katz, E., O.
c/Citocromo légicos (aplicacién de un Lioubashev
oxidasa campo magnético) ski, et al.,
[108]
Lacasa Glucosa/0, 0.58 60 15.8 | - Electrodos funcionalizados Zhao, H. Y.,
con MWCNT-hidroxiapatita H. M. Zhou,
etal., [105]
Lacasa Glucosa/0, 0.34 112 20.6 >2 GOx inmovilizada sobre Presente
electrodo de carbono tesis

funcionalizados con MWCNT
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8. CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos es evidente el efecto que tiene la naturaleza quimica tanto de
los espaciadores como de los sustratos empleados durante la construccion del biodnodo de GOx.

En todos los electrodos de GOx descritos a continuacién, a partir de los voltamperogramas se
deduce que estos disefios muestran un comportamiento reversible de transferencia de carga o
muy cercano a este comportamiento, de modo que fue posible determinar kg por el método de
Laviron.

La apoGOx fue inmovilizada de forma orientada a soportes de carbono funcionalizados con
péptidos —FAD vy siringaldazina-maldnico-FAD, habiendo en ambos casos contacto directo entre la
enzima y la superficie del electrodo. Sin embargo, ésta enzima no fue electroquimicamente activa
cuando fue inmovilizada sobre péptidos-FAD, donde los péptidos por su naturaleza aromadtica
sirven como un “cable molecular” a través de los cuales pueden viajar los electrones desde el sitio
activo de la enzima al electrodo. No obstante, empleando siringaldazina fue posible obtener un
bioanodo electroquimicamente activo, un espaciador que ademds de su naturaleza aromatica
presenta un potencial redox (0.26 V vs SCE) mayor al FAD, lo que favorece la transferencia de
electrones a la superficie del electrodo. De los electrodos que emplean siringaldazina-maldnico-
FAD como espaciador, se calculd una ker = 23 s y una ks = 7 s (para el caso mds exitoso). Este
ultimo valor es muy inferior a aquella velocidad de recambio que tiene la GOx con su aceptor
natural de electrones, es decir, el oxigeno (~700 s'l). Este abatimiento en el valor de k., es debido
a la formacién de multicapas de proteina sobre la superficie del electrodo, lo que representa una
barrera extra a la transferencia de carga, por lo que es deseable eliminarlas; sin embargo, debido a
la fuerte adsorcidn de la proteina sobre el grafito fue imposible eliminar éstas capas de enzima, lo
que ademas trajo consigo una baja reproducibilidad en la fabricacidn de estos electrodos. Este
ultimo fendmeno no estd del todo comprendido, pero, se sabe que en electrodos de alta
rugosidad es muy dificil (o hasta imposible) tener reproducibilidad en la fabricacion de electrodos
sobre los cuales se busca reconstituir apoGOx.

Ademas, se intentd reconstituir la apoGOx sobre electrodos de oro, los cuales tenian un fr=1.1, se
eligieron estos soportes debido a su alta actividad electroquimica y con la finalidad de eliminar las
interferencias que provocaba la alta rugosidad en los electrodos de carbono. Los electrodos de oro
fueron previamente funcionalizados con acido p-mercaptobenzoico, nuevamente valiéndose de la
naturaleza de aromdtica de este espaciador asi como de la adsorcién espontanea de tioles sobre
electrodos de oro para formar monocapas autoensambladas. No obstante, resulto imposible
inmovilizar el FAD, hecho que no es posible explicar con las pruebas realizadas en el presente
estudio.

Por ultimo, se eligieron los nanotubos de carbono de pared multiple para conectar eléctricamente
a la GOx inmovilizada de forma covalente aleatoria a la superficie del electrodo. Los nanotubos de
carbono funcionan como un “cable molecular” a través del cual viajan los electrones. De las
pruebas electroquimicas llevadas a cabo se obtuvo una kgr = 8.5 s-1 y una ke, =4.55s-1,a0.2 Vvs
SCE y a una concentracion de saturacién de 100 mM de glucosa. Sin embargo, también se

63



formaron multicapas sobre la superficie del electrodo y que sumado a la gran longitud de los
nanotubos de carbono (50 um) conllevan a una baja velocidad de recambio.

Los bioanodos construidos con MWCNT se emplearon para la construccion de la celda de
combustible enzimdtica y se acoplaron a un catodo de lacasa, el cual ya habia sido previamente
caracterizado y se sabe que presenta una transferencia de carga cuasirreversible y una k, = 0.06 s™.
Esta biocelda, operando bajo las condiciones descritas anteriormente rindié una i, = 112 A/cm?,
un OCV = 0.34 V y una Pyax = 20.6 W/cm?. En cuanto a la estabilidad, la biocelda mostré un
decremento del 40% de la densidad de corriente inicial después de 130 minutos de operacion
continua. Este decremento no se debe al agotamiento de glucosa, la cual se consumio solo en un
15% y probablemente se deba a problemas de transferencia de oxigeno en el lado del catodo de
lacasa.
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9. PERSPECTIVAS.

Uno de los aspectos claves para lograr una alta k.,: en electrodos funcionalizados con nanotubos
de carbono, es el tipo de nanoestructura empleada y la distancia del mismo. En la biocelda
disefada, se emplearon nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) con una longitud de
~50 Im, pero, es bien sabido que en cuestiones de conductividad eléctrica son mucho mejores los
nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT). De tal forma que una opcidn para hacer mas
eficiente la DET en el biodanodo de GOx seria usar SWCNT en lugar de MWCNT, y que ademas,
estos fueran de menor longitud, del orden de los nanémetros.

En cuanto al disefio del hardware usado para evaluar el desempefio de la celda, es necesario
mejorar el contacto eléctrico para reducir las pérdidas por caidas 6hmicas, asi como emplear un
sistema de alimentacién continuo, de modo que la concentracién de glucosa sea independiente
del tiempo y que no haya acumulacidn de acido glucdnico (producto de la oxidacién de glucosa), el
cual puede inhibir la actividad GOx. Otra posibilidad, seria emplear otra enzima que pertenezca a
la familia de las multicobre oxidasa cuya actividad no se vea afectada a pH 7, como es el caso de la
bilirrubina oxidasa, ademas, de que la actividad de esta enzima no se ve inhibida por iones haluro.
Esto ultimo es muy importante si se pretende disefiar una celda para un microdispositivo
implantable en el cuerpo humano (150 mM Nacl), ya que la lacasa es inhibida por iones cloruro.

La fabricacidon de bioceldas de combustible que muestran una transferencia electrénica directa
elimina los inconvenientes de usar mediadores, los cuales ademds de ser inestables, son muy
costosos, toxicos y contribuyen a pérdidas en el voltaje. Sin embargo, en este tipo de dispositivos
presentan dos grandes limitantes: i) que la distancia entre el sitio activo de la enzima vy el
electrodo sea la necesaria para lograr DET v, ii) cuando los electrodos son superficies sélidas, la
densidad de corriente limite que pueda alcanzarse, serd aquella que se obtenga Unicamente por la
monocapa formada sobre dicho electrodo. De modo que actualmente, se han disefiado electrodos
por compresion mecanica, en los cuales, se puede depositar una gran cantidad de enzima que
puede lograr contacto eléctrico si se usan nanoestructuras, y el ejemplo mas sobresaliente es la
celda construida por Zebda et al. (2011).

Actualmente ademas se estan disefiando celdas de combustible, en las cuales alguno de los
electrodos se encuentra controlado por un cambio de pH o en el voltaje, lo cual se hace con la
finalidad de emular cambios que se dan dentro de un organismo como resultado de las reacciones
bioquimicas llevadas a cabo dentro del mismo, tal es el caso de los electrodos disefiados por Katz
et al., en el 2003 y en el 2005, que precisamente responden a los cambios mencionados en el
presente parrafo.
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