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RESUMEN

El desarrollo de nuevas formas para generar energia basadas en recursos
renovables y con una filosofia amigable con el ambiente, han motivado la
investigacion en tecnologias alternativas y novedosas (Chum et al., 2011),
como las celdas de combustible enzimaticas.

Las celdas de combustible enzimaticas pueden incursionar en diversas
areas, como los dispositivos remotos y sensores in situ (Katz, et al., 2001).
La idea de usar enzimas como catalizadores en los electrodos de las
celdas, resulta atractiva ya que estas son renovables y pueden producirse
en grandes cantidades.

En el presente trabajo se disefi0 y se construyo una celda de combustible
enzimatica alcohol oxidasa/lacasa. El disefio consistio en dos electrodos
enzimaticos orientados, el anodo de grafito con la enzima alcohol oxidasa
inmovilizada orientada por medio de la molécula de 4-azidoanilina y en el
catodo de grafito se inmovilizo la enzima lacasa por medio del ligando
AEBA (Acido aminoetil benzoico). La celda enzimdtica generé una
potencia méxima de 60 uW/cm?* y una corriente maxima de 500/uA cm?.
El anodo de AOxX presenta picos de oxidacion para el metanol -63 mV vs.
SCE y -73 mV vs. SCE para el etanol. De forma adicional esto permite
cuantificar las concentraciones de alcoholes de cadena corta como
metanol y etanol.



ABSTRACT.

The development of new ways for energy generation based on an
environmental friendly philosophy with the renewable resources is the
central motivation for the research on alternative technologies (Chum et
al.,, 2011), like enzyme fuel cells.

The enzyme fuel cells have a potential grow capacity on different areas,
like portable devices and in situ sensors (Katz, et al.,2001). The idea of
using enzymes on the electrodes as catalysts is attractive because
enzymes are renewable and can be produced on large amounts.

On the present work an enzyme fuel cell of alcohol oxidase/ lacasse was
designed and constructed. The design consisted on two orientated
enzymatic electrodes, a graphite anode of alcohol oxidase immobilized on
an orientated manner and on the graphite cathode the enzyme lacasse
was immobilized using the molecule AEBA as a ligand. The enzymatic fuel
cell generated a maximum power density of 60 yW/cm? and maximum
current density of 500/uA cm?. The AOX anode presents oxidation peaks at
-63 mV vs. SCE for methanol and for the ethanol at -73 mV vs. SCE.
Additionally these allow the quantification of low chain alcohols as
methanol and ethanol.



1. INTRODUCCION.

La obtencion de energia eléctrica de forma renovable y amigable con
el ambiente, asi como el desarrollo de dispositivos capaces de
satisfacer las necesidades de sensores inalambricos y de monitoreo
remoto, han motivado el desarrollo de distintas tecnologias capaces de
aprovechar la energia almacenada en compuestos organicos como:
glucosa, fructosa, etanol, metanol y glicerol, entre otros (Ramanavicius
y Ramanaviciene, 2009).

De acuerdo con el IPCC (International Panel for Climate Change), el
costo de la produccion de biomasa puede ser combinado con
tecnologias de conversion que deriven en mercados potenciales al
nivel de segundos transportadores de energia, por ejemplo:
bioelectricidad y biocombustibles para el transporte (Chum et al,
2011). Lo cual sugiere que los dispositivos capaces de convertir la
energia contenida en la biomasa de forma eficiente tienen un gran
futuro, mas aun si estos sistemas son amigables con el ambiente.

En décadas recientes, las celdas de combustible enzimaticas (CCE) han
generado un interés creciente ya que son dispositivos que tienen un
mercado potencial en aplicaciones relacionadas con las
comunicaciones, la bioelectrénica y la medicina, entre otros (Osman et
al, 2011).

Por otro lado, en el 2007 la Compafiia SONY patent6 una CCE capaz de
oxidar la glucosa y proveer de energia eléctrica a un reproductor de
musica, utilizando el disefio de Sakai (Sakai et al., 2009). En los Estados
Unidos la empresa Akermin (Gellett et al., 2010) es pionera en realizar
investigaciones orientadas en promover la introduccion de estas
tecnologias en aplicaciones remotas, para los sectores de
comunicaciones y de defensa.

Una ventaja mas de las CCE es que se pueden autoalimentar sensores
con los sustratos que se encuentran en el medio de medicion. Un
ejemplo es en los fermentadores de etanol, en donde se puede
determinar la concentracion de etanol del fermentador usando una
CCE que no requeriria energia extra para funcionar, ya que obtendria
electricidad del analito (etanol en este caso), pudiendo determinar al
mismo tiempo la concentracion del etanol en el medio de fermentacion
(Katz et al., 2001).



El disefio de las CCE involucra la investigacion en varios campos de
conocimiento, los cuales deben integrarse y evaluarse con rigor
cientifico, ya que de esa forma se podra vislumbrar su desarrollo y sus
potenciales aplicaciones. Lo que indica que las CCEs aun son un
concepto en prueba pero tienen un gran potencial y variedad de
aplicaciones en un futuro.

2. ANTECEDENTES.
2.1 PRINCIPIOS BASICOS DE ELECTROQUIMICA.

Las bases teoricas para entender los procesos en los electrodos se
desarrollaron a partir del estudio de celdas electroquimicas, las cuales
producen una corriente eléctrica debido a reacciones quimicas en dos
electrodos (tipicamente metales) separados por un electrolito. A la
corriente eléctrica producida de esta manera se le conoce como
corriente galvanica, donde el numero de electrones producidos se
expresa en términos de la carga total Q, la cual se conduce a través de
un circuito externo. La unidad de medida para Q son los Coulombs (C),
de manera tal que 1 C equivale a 6.24 x 10'® electrones. La relacion
entre la carga y la cantidad del producto formado esta dado por la ley
de Faraday, la cual define que el paso de 96,584.4 C (constante de
Faraday) genera un equivalente de reaccion. Entiéndase por
equivalente de reaccion al consumo de un mol de reactante o la
produccion de un mol de producto en una reaccion de un mol de
electrones (Bard, 1976).

2.1.1 PROCESOS FARADAICOS Y NO-FARADAICOS.

En los electrodos se producen dos tipos de procesos, unos llamados
procesos Faraddicos; los cuales son el producto de una reaccion
quimica (o bioquimica en el caso de sistemas bioldgicos) y los procesos
no-Faraddicos; los cuales se presentan por alteraciones de carga en lo
que se define como la doble capa del electrodo (fig. 1). De esta manera
los cambios en el potencial del electrodo, el electrolito y el tamafio del
electrodo se pueden presentar como procesos de transferencia de
carga que no estan relacionados con ninguna reaccion. A este efecto de
carga se le suele asociar como un efecto de capacitancia (analogia con
los capacitores eléctricos, los cuales pueden almacenar carga por
medio de aislantes). La capacitancia de la doble capa puede ser de 10-
30 uF (Sawyer, 1995).



Figura 1. Doble capa eléctrica del modelo de Helmontz. IHP conocida como capa
interna de Helmontz, OHP capa externa de Helmontz solvatada por iones.

Por otro lado, los procesos Faradaicos pueden ser representados por la
ecuacion de Nernst la cual se basa en el equilibrio quimico entre
reactivos y productos de una reaccidon quimica. Si el proceso sigue la
ecuacion de Nernst, se dice que es reversible o Nernstiano. Sin
embargo, existen reacciones electroquimicas con caracter irreversible
que seran procesos Faradaicos y podran ser modelados por la ecuacion
de Nernst, al menos parcialmente (Wang, 2006).

E=E"+23 EEGQE
nF “C,
Donde E° es el potencial estdndar del electrodo (esto es a una
concentracion de 1 M y presion atmosférica), R es la constante
universal de los gases, F es la constante de Faraday, T la temperatura, n
numero estequiométrico de electrones en la reaccion, C; la
concentracion de la especie oxidada, Cy la concentracion de la especie
reducida. Esta ecuacion permite seguir en la superficie del electrodo
ya sea la aparicion de un producto o la desaparicion de sustrato, o si se
tiene especies redox inmovilizadas en el electrodo estas podran ser
cuantificadas por la ecuacion de Nernst (Bard, 1976).

2.1.2 EL ELECTRODO DE REFERENCIA.

En electroquimica, se suele referir al potencial estdndar con referencia
al potencial del hidrégeno con un alambre de platino. Debido a que el
par de H; con el platino es muy estable en medio acido, se le asigna por
convencion el potencial 0, de manera que se le denomina: electrodo
estandar de hidrogeno (SHE, Standar Hydrogen Electrode). Por motivos
practicos los electrodos estandares de hidrégeno no son utilizados
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(aunque hay aplicaciones en las que si se usan) y en vez de ellos se
utilizan electrodos de referencia que se ajustan con este electrodo,
estos son: electrodo de calomel Hg/Hg,Cl, saturado con KCl 240 mV vs.
SHE, y el electrodo de Ag/AgCl de 220 mV vs. SHE. Sin embargo existen
otros electrodos estables, tales como: electrodo de Cu/CuSO4, Hg/HgO,
Hg/Hg,S04 (Bard , 1976). De aqui en adelante se referiran a todos los
potenciales contra el electrodo de calomel (SCE, Standart Calomel
Electrode) debido a que todas las mediciones en el presente trabajo
fueron realizadas con este electrodo (fig. 2).

Mercurio

———Pasta de
Cloruro
Mercuroso

— Fibra de vidrio

+——— Sol. de KCI

Junta de
ceramica

. E

Figura 2. Electrodo de referencia de calomel.

Algunas reglas generales que se deben cumplir para la eleccion de un
electrodo de referencia, son las siguientes: (1) se debe elegir un
electrodo de referencia que sea reversible y obedezca la ecuacion de
Nernst, (2) su potencial debe mantenerse constante con el tiempo, (3)
debe regresar a su valor inicial aun cuando pasen pequefias corrientes
a través de él y (4) la transferencia de sales propias del electrodo al
sistema de estudio es inevitable por lo que debe de haber
compatibilidad entre el electrodo de referencia y el sistema de estudio,
de manera que no se presenten reacciones quimicas entre estos
(Sawyer, 1995).



2.2 CELDAS DE COMBUSTIBLE.

En el siglo XIX, las investigaciones de Alessandro Volta lo llevaron al
descubrimiento de la bateria en 1799. Para el afio de 1832 Michael
Faraday formulo las ahora conocidas como Leyes de Faraday para que
posteriormente William Robert Grove disefiara la primera celda de
combustible, la cual realizaba la conversion de hidrégeno y oxigeno en
dos electrodos en corriente eléctrica. Sus palabras fueron: “Cada
accion de sintesis quimica puede, por una disposicion adecuada,
producir una corriente Voltaica” (Sundmacher, 2010).

Desde 1960 hasta ahora, el ejemplo que ha alentado a la investigacion
en esta area de celdas fue la utilizacion de una celda alcalina que
abastecia de energia eléctrica al programa espacial Apolo en 1960
(Lockney, 2011). A partir de esto, son muchos los disefios y propuestas
que se han desarrollado por una creciente comunidad cientifica, cada
vez mas involucrada en el tema. Las distintas lineas derivadas del
estudio de celdas de combustible se enfocan en los siguientes temas:

1. El material de los electrodos (dnodos y catodos) es un punto de
mejora continua, los electrodos usan catalizadores diversos por lo que
en este rubro hay mucha investigacion, debido a la variedad de
elementos cataliticos que se pueden utilizar en su fabricacion. A
continuacion, se enlistan algunas de las variantes que se pueden
emplear para obtener distintos anodos o catodos: metales preciosos
(Pt, Ru y Pd) (Choi, et al., 2011), utilizados como anodos para oxidar
alcoholes; aleaciones con elementos de transicion (Co, Ni, Fe)
(Nakamura, et al., 2011), los cuales han sido empleados como catodos,
enzimas (proteinas con actividades cataliticas), que se pueden usar
indistintamente como anodos o0 catodos, microorganismos
(propiamente estos son bioconversores y no catalizadores),
mayormente utilizados como anodos capaces de convertir material
organico diverso en electricidad (Osman, et al., 2010).

2. El tipo de sustrato a oxidar; inicialmente se pensaba en hidrogeno
(Balta-Ozkan y Baldwin, 2013) con el inconveniente de la produccion
de este combustible, el cual por si solo es un tema de investigacion.
Debido a lo anterior se consideran otros combustibles como: el etanol,
azucares (glucosa y sacarosa), acidos o6rganicos o biomasa (celulosa y
hemicelulosa).

3. El modo de operacion: temperaturas altas o bajas, sistema por lotes
o0 continuo, pH neutro o extremo.



4. El escalamiento de los sistemas ya existentes; principalmente celdas
de combustible convencionales con Pt en soporte de grafito, separadas
por una membrana de intercambio de protones. Estos sistemas
escalados son conocidos como Stacks, que son un conjunto de celdas
compactadas para generar energia eléctrica en la mayor cantidad
posible (Logan, et al., 2006).

2.3 CELDAS DE COMBUSTIBLE ENZIMATICA (CCE).

Una celda de combustible enzimatica se ejemplifica en la fig. 3 y se
define como: “Una celda que utiliza enzimas como biocatalizador para
llevar a cabo la oxidacion de los sustratos (glucosa, etanol, lactosa etc.)
en el anodo, lo que libera electrones que se transportan por un circuito
eléctrico hasta llegar al catodo, donde los protones producidos por la
oxidacion de los sustratos se combinan con un oxidante (el mas
utilizado es el oxigeno) para dar lugar a un producto (comunmente
agua)” (Meredith y Minteer, 2012).
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Figura 3. Celda de combustible y celda de combustible enzimatica.
Modificado de Ivanov et al. 2010)

La primera celda de combustible enzimatica fue reportada por Yahiro,
et al.,(1964) con Glucosa oxidasa (GOx) y D-Amino oxidasa las cuales
alcanzaban una AV entre 175 a 350 mV utilizando catodos de platino,
alcanzando densidades de corriente de 0.18 pA/cm? en cortocircuito.



2.4 LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES EN ELECTRODOS CON
ENZIMAS COMO CATALIZADORES.

Hasta el momento, se conocen al menos 1000 enzimas
oxidorreductasas y potencialmente todas se podrian usar para disefiar
CCE. Sin embargo, s6lo se conocen menos de 100 enzimas que son
capaces de realizar una transferencia directa de electrones
(hemoproteinas, oxidasas y enzimas con centros metalicos expuestos)
(Ramanavicius y Ramanaviciene, 2009). Debido a que no todas las
enzimas pueden realizar una transferencia directa de electrones hacia
los electrodos (este es el caso de los d&nodos) o de los electrodos a un
agente oxidante (0O, y H;0O,, para el caso de los catodos), se han
propuesto diferentes estrategias para lograr dicho objetivo.

Algunas de estas estrategias proponen la orientacion molecular
adecuada de la proteina sobre la superficie del electrodo (Vazquez-
Duhalt, et al, 2013). Las estrategias mas usadas se describen a
continuacion: (1) la reconstitucion de las apo-enzimas con sus
respectivos cofactores los cuales se encuentran inmovilizados en
monocapas sobre los electrodos (Willner, et al, 1998), (2) la
inmovilizacion de las enzimas en geles con actividad redox que se
asocien con los electrodos (Addo, et al., 2010), (3) la utilizacion de
nano-elementos que permitan el contacto eléctrico con los centros
redox de las enzimas (nano-tubos de carbono en la mayoria de los
casos) (Willner, et al, 2009), aunque estos nano-elementos han sido
usados ampliamente no queda claro si hay sinergias con las enzimas
una vez que se genera corriente o si slo asisten a la orientacion de las
enzimas y la recoleccion de corriente.
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Figura 4. Estrategias para establecer contacto eléctrico entre las enzimas y los
electrodos, (donde R, representa una molécula redox capaz de mediar la
transferencia de electrones). Tomado y modificado de Willner, et al., 2009.

2.4.1 RECONSTITUCION DE ENZIMAS EN ELECTRODOS.

Para alcanzar el contacto directo de las enzimas en los electrodos
existen diversas técnicas de inmovilizacion, una de las técnicas mas
elaboradas y eficientes es la inmovilizacion del cofactor sobre la
superficie del electrodo y la reconstitucion de la apo-enzima sobre su
cofactor. Itamar Willner en el afio de 1998 propuso la reconstitucion
de las apo-enzima de Glucosa (GOx) en FAD (Flavin Adenin
Dinucleodtido) inmovilizado por medio de un espaciador que lo une al
electrodo. En la fig. 5 se detalla la composicion de un electrodo de GOx
construido por reconstitucion. Este enfoque ha sido ampliamente
usado en la fabricacion de electrodos orientados (Blonder, et al., 1998).

La obtencidn de la apo-GOx es por medio de un tratamiento acido para
su posterior reconstitucion a pH fisiolégico. Curiosamente hasta no
hace mucho se elucid6 que la GOx puede mantener su estructura
secundaria a pH acido, en un estado conformacional llamado estado
“A”, el cual fue descubierto por estudios de dicroismo circular. El
estado “A” es la causa que permite la reconstitucion de la GOx (Khatun
Haq et al., 2003) y todas las aplicaciones biotecnoldgicas que derivan



de ella. Durante el estado “A” la enzima permanece en su forma
dimérica.

Aunque resulta en una buena estabilidad cuando se atrapan
oxidorreductasas en polimeros conductores, la orientacion de las apo-
enzimas por medio de cofactores inmovilizados promueve una
transferencia directa de electrones, lo cual es mas prometedor para la
produccion de corriente y la generacion de potencia.

Figura 5. Anodo de GOx orientada en una nano-particula de oro.
Tomado y modificado de Willner et al, 2007.

Otras flavoenzimas que han podido ser orientadas e inmovilizadas por
medio de esta estrategia son la colesterol oxidasa (CHO) (Vidal et al.,
2004) y la glucosa deshidrogenasa (GDH) (Zayats et al, 2005).
Técnicamente, si se conoce un ensayo de reconstitucion para la enzima
que se desea orientar en un electrodo, esta puede ser inmovilizada.

La inmovilizacidon por el método de reconstitucion suele realizarse en
superficies no porosas como el oro, que permitan controlar la cantidad
de cofactor unido covalentemente, asi como evitar adsorcion de
enzima que no se reconstituye, ya que esto puede afectar
enormemente la reproducibilidad de los experimentos (Miyawaki y
Wingard, 1984).

Idealmente se considera la estrategia de reconstitucion como la mejor
forma para orientar las apo-enzimas, tomando en cuenta que en
muchos casos los sitios activos poseen un grupo prostéticos de manera
que no solo las enzimas oxidasas con FAD pueden ser orientadas, sino
también enzimas con cofactor PQQ y grupo hemo (Fruk et al., 2009).



2.4.2 POLIMEROS IONICOS Y POLIMEROS REDOX.

La utilizacion de polimeros que permiten la transferencia de
electrones de la proteina hacia el electrodo ha tenido un auge en
distintos grupos. Muchos de estos polimeros derivan de colorantes
como: Azul de Mendola, Rojo Nilo, Rojo Neutral, Azul de Metileno,
entre otros (Ivanov et al., 2010) (ver Tabla 1).

El Nafion es un fluoropolimero descubierto en 1960 por Walther Grot
para la empresa Dupont. Este polimero posee propiedades ionicas por
lo que es llamado ionémero y ha sido fundamental para la fabricacion
de la membrana de transporte de protones (PEM por sus siglas en
inglés) utilizadas en las celdas de combustible. En su forma liquida se
usa para permitir la formacion de canales i6nicos que permitan el
paso de protones y como pegamento en la inmovilizacion de
catalizadores en soporte de carbono (Mauritz y Moore, 2004), tales
como Pt y Ru o0 enzimas oxidorreductasas.

Las propiedades de los polimeros redox, les permiten funcionar como
indicadores de cambios de pH y sus potenciales de 6xido-reduccion
facilitan la transferencia de electrones.

Tabla 1. Polimeros mediadores para inmovilizacion.
Modificado de Ivanov et al., 2010.

Mediador Potencial
Redox vs.
SCE (Volts)
Poli (metileno azul) —0.180
Poli (azul cresil brillante) —0.090
Verde metileno* —0.18/-0.03
Azul Nilo -0.33

*(El verde de metileno posee dos potenciales redox detectados por voltametria)

2.4.3 LA ORIENTACION POR LIGANDO Y EL ELECTRODO DE LACASA.

La inmovilizacion de enzimas de forma orientada utilizando algun
ligando, que permita una transferencia directa de electrones, es una
estrategia desarrollada por Blanford, quien usé grafito derivatizado
con antraceno para construir un bio-catodo con la enzima lacasa, la
cual fue inmovilzada sobre las moléculas de antraceno, lo que le
permitié generar 650 puA/cm? (Blanford et al., 2007). Esta estrategia
demostré ser muy efectiva y es diferente a las estrategias que descritas
por Willner, et al., 1999 (fig. 4).
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En un trabajo previo al presente, nuestro grupo inmobiliz6 a la enzima
lacasa de forma orientada para ser usada como catalizador en el
catodo. La estrategia de inmovilizacion consistid en usar un ligando,
en este caso el acido 4-aminoetil benzoico (AEBA). El ligando provoca
que la enzima se oriente por el cobre T1, posteriormente la enzima es
unida de los grupos amino de las lisinas o argininas a los grupos
carboxilos del electrodo, por medio de una reaccion quimica facilitada
por el activador carbodiimida. De esta manera, los enlaces amida
mantienen a la enzima unida covalentemente al soporte a través del
acido aminoetilbenzoico (AEBA) de cara al electrodo (Martinez-Ortiz,
et al,, 2011). A los electrodos que se fabricaron con esta técnica se les
llamo electrodos de lacasa orientados y unidos covalentemente, de
manera que, la corriente generada fue de aproximadamente dos veces
mas que en el caso de la enzima inmovilizada de forma aleatoria sobre
la superficie del electrodo (fig. 6).

Lacasa
covalente
orientada

Figura 6. Electrodos de lacasa inmovilizada de forma orientada y aleatoria,
en ambos casos la enzima se unio al electrodo de forma covalente, el cobre T1
de la lacasa se encuentra dentro de una esfera (morada), en el disefio
orientado el cobre T1 se encuentra de cara al electrodo (Martinez-Ortiz et
al., 2011).
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2.44 EL USO DE NANOTUBOS DE CARBONO PARA LOGRAR EL
CONTACTO DIRECTO DE LAS ENZIMAS.

Los nanotubos de carbono son laminas de grafeno dobladas que
poseen caracteristicas de conductividad superiores a otros materiales,
estos pueden ser de una pared (single wall carbon nanotubes, SWCNT)
0 de pared multiple (multi walled carbon nanotubes, MWCNT). Los
nanotubos pueden funcionalizarse con compuestos que faciliten la
transferencia de electrones (Willner et al, 2007). Por ejemplo
(Kowalewska y Kulesza, 2012), utilizan Poli(cloruro
dialildimetilamonio) adsorbido en MWCNT que les permite un mejor
contacto con la enzima Alcohol deshidrogenasa (ADH), de forma que
puede generar un contacto directo con la enzima y su cofactor NADH.
Una variante del método ha sido emplear nanotubos modificados con
antracenos, permitiendo un buen contacto con el sitio T; de la lacasa.
Este enfoque sigue obedeciendo la inmovilizacion por ligando. Los
resultados de estabilidad no fueron 6ptimos, ya que solo se genero el
2% de la corriente tedrica fue generada con esta inmovilizacion, de
manera que hubo una menor transferencia que lo esperado en una
simple adsorcion (Meredith et al., 2011).

2.5 CELDAS DE COMBUSTIBLE ENZIMATICAS DE ETANOL.

Las CCEs que permiten oxidar alcoholes de cadena corta como el
etanol, han recibido especial atencion a partir de la inmovilizacion
covalente de la enzima malica por medio de un espaciador de
pirroloquinolina quinona (PQQ) a un laminilla de oro. Esta enzima es
dependiente del cofactor nicotinamida adenina dinucleétido (NAD)
(Willner y Riklin 1994), lo que abrid6 la puerta a la inmovilizacion de
otras enzimas dependientes del NAD" como la ADH y que comtinmente
es un dimero con atomos de Zn (Leskovac et al., 2002). La desventaja
de estas celdas es que el cofactor debe ser reciclado constantemente o
realimentado, para que la enzima continue con su actividad catalitica
y pueda transferir los electrones al anodo.

El grupo de Minteer ha disefiado un sistema que utiliza ADH. Sin
embargo, para lograr que estos dispositivos puedan trabajar de forma
constante es necesario que el NAD" sea inmovilizado en un polimero
como verde de metileno. En la fig. 7 se representa el electrodo de ADH
que utiliza NAD" para que este libere los electrones al anodo y se
regenere para volver a recibir los electrones de la enzima ADH,
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producto de la oxidacion de etanol. La enzima estd inmovilizada en

Nafion (Akers et al., 2005)

'mn
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Carbon Polymer
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Figura 7. Anodo con ADH inmovilizada en Nafién.

v~

TBAB/Nafion

Solution

Tomado de Akers et al., 2005.

Otra idea similar es la del grupo de Hassler que propone la utilizacion
de un espaciador, el cual transfiere electrones por medio de
interacciones electroestaticas con una interface entre el polimero
polietilenimina y la enzima ADH, tal como puede verse en la fig. 8
(Hassler et al., 2007). La ventaja de este enfoque es la regeneracion de
la interface por medio de cambios de pH, ya que un cambio a pH acido
usando HCl 0.1 M remueve la polietilenimina y permite que la
superficie pueda volver a ser funcionalizada.
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Figura 8. Anodo con ADH inmovilizada en polietilenimina (linea roja), enzima ADH
(elipse azul). Tomado de Hassler et al., 2007.

Probablemente, la forma ideal de establecer la interaccion entre la
enzima y el electrodo es por medio de la transferencia directa de
electrones (TDE). Una enzima que es capaz de realizar la oxidacion de
alcoholes de cadena corta y que ademas puede establecer un contacto
directo con el electrodo, es la alcohol deshidrogenasa dependiente de
PQQ y de grupo hemo (ADH-PQQ). El grupo hemo se encuentra mas
expuesto con respecto al cofactor PQQ y es el candidato a realizar la
transferencia de los electrones hacia la superficie del electrodo
(Yakushi y Matsushita 2010). En el afnol1992, el grupo de Ikeda
demostrd la TDE con la ADH-PQQ, desde entonces ha sido inmovilizada
en distintas superficies, obteniendo potenciales eléctricos en circuito
abierto que van desde los 220 a los 400 mV contra el EEH (Electrodo
Estandar de Hidrdogeno). La diferencia entre los potenciales eléctricos,
probablemente se debe a que estas enzimas tienen varios cofactores
que pueden hacer TDE con el electrodo (Tkac et al., 2009).

Recientemente, la enzima ADH dependiente de PQQ, ha sido
inmovilizada en una lamina de grafito, utilizando nanotubos de
carbono y un poli-electrolito conocido como poli-amidoamina de 4
cuatro cadenas ramificadas (PAMAM), el cual es una especie de Nafion
modificado; este es utilizado para lograr un acercamiento de la
superficie del electrodo con el grupo hemo expuesto de la enzima. De
esta manera se logra una transferencia directa de electrones. El pico
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de oxidacion de la enzima en grafito vitreo se encuentra cerca de 200
mV vs. SCE, que es caracteristico del grupo hemo. El electrodo con la
ADH inmovilizada fue wutilizado para fabricar una celda de
combustible enzimatica hibrida la cual se caracteriz6 por alcanzar una
potencia maxima de hasta 38 uyW/cm? (Aquino Neto et al., 2013).

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos con distintos
electrodos disefiados por diferentes grupos utilizando ADH, ya sea
dependiente de NAD" o de PQQ. La mayoria de los disefios se
caracterizan por usar catodos de grafito que contienen platino, la
densidad de corriente varia de 100 a 1000 pA/cm?, por lo que el tipo de
disefio de anodo, como el disefio de la celda es lo que marca la
diferencia entre la cantidad de corriente y potencia obtenida.

En materia de celdas de combustible el enfoque comun es usar un
catodo con platino que permita evaluar sin limitaciones al anodo.

En un caso excepcional, la mayor densidad de potencia y corriente fue
obtenida por medio de un disefio con dos enzimas, en una celda ADH
vs. lacasa, contactadas por nanoparticulas de oro (Deng et al., 2010).
Probablemente la cantidad elevada de enzima utilizada para el disefio
de ambos electrodos (10 mg) es la razon por la cual se genero elevada
densidad de corriente y densidad de potencia.

Tabla 2. Celdas con anodo enzimadtico para la oxidacion de alcoholes de cadena corta.

Densidad Densidad Masa de Tipo de Sustrato Referencia
de de enzima catodo

corriente potencia (ug ADH)
(uA/cm®  (UW/cm?)

544 136 33.33 Vulcan XC-72 Metanol (Addo et al.
%20 Pt 2010)
27.489 10.21 1500 Azul prusia, Etanol (Addo et al.
FeCl3, 2011)
Ferricianida,
liquido i6nico
BMIMC1.

3210 1780 1x10* Lacasa Etanol (Deng et al.
contactada con 2010)
nanoparticula

de Oro
1180 1160 96 Vulcan XC-72 Etanol (Akers et al.
%20 Pt 2005)
100 38 * Vulcan XC-72 Metanol (Aquino Neto
%20 Pt etal. 2013)

* No reporta la cantidad de enzima usada en su disefio

Es importante sefialar que comparar las celdas de combustible
enzimadticas resulta una tarea dificil, tomando en cuenta que los
autores no siempre reportan las areas de los electrodos o la cantidad
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de enzima que fue utilizada en el disefio de estos. De igual manera la
pureza de las enzimas usadas no siempre es reportada. Tomando todo
esto en cuenta, se puede decir que un sistema eficiente en materia de
celdas de combustible enzimatica es aquel que alcanza por arriba de
un 20% de la potencia maxima tedrica de la celda (Katz et al., 1999).

2.6 TECNICAS Y EQUIPO ELECTROQUIMICO PARA EVALUAR
ELECTRODOS Y CELDAS ENZIMATICAS.

2.6.1 VOLTAMETRIA CICLICA Y SU APLICACION EN PROTEINAS.

La voltametria ciclica se define como una técnica voltamperomeétrica,
en donde el potencial es variado para observar cambios en la
generacion o reduccion de corriente de un electrodo (dnodo o catodo).
Es la técnica mas empleada para adquirir informacion cualitativa y
cuantitativa acerca de las reacciones electroquimicas y permite
localizar rapidamente los potenciales redox de las especies reactivas
(Wang, 2006).

Esta técnica no solo sirve con propositos puramente electroquimicos,
también permite entender mejor la interaccion de las enzimas con los
electrodos, ya que si el centro redox de la enzima hace contacto con el
electrodo, entonces: “Cualquier cambio en la corriente nos informa
acerca de un cambio relativo en la actividad” (Léger, 2007-2013).

La superficie del electrodo, en donde la enzima se inmoviliza, hace las
veces del aceptor de electrones. Los aceptores naturales de las enzimas
oxidorreductasas son: 0O; NAD(P)’, Citocromo C, entre otros
compuestos, capaces de recibir los electrones generados producto de la
catalisis (Osman, et al., 2011). Lo anterior es de suma relevancia, no
solo para la construccion y disefio de celdas o biosensores, sino que
ademas permite entender mejor el funcionamiento del ambiente redox
de la enzima a evaluar.

Para poder realizar una voltametria se requiere de un equipo que
regule el potencial y pueda registrar la corriente generada, este equipo
es el potensiostato; puede realizar pruebas a voltaje o corriente
constante e inclusive se puede operar aplicando pulsos de voltaje o
corriente segun se requiera. En la prueba de voltametria se puede
realizar registros a distintas velocidades de barrido desde 1 mV s
hasta velocidades altas de 700 mV s, se prefieren las velocidades altas
ya que permiten la identificacion de reacciones redox.
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El estudio de reacciones electroquimicas se realiza en un arreglo de
tres electrodos: (1) El electrodo de referencia (RE); por ejemplo un
electrodo de calomel, (2) un contra electrodo (CE) o electrodo auxiliar
como segundo; comunmente este electrodo es de platino pero también
se utiliza oro e inclusive grafito, su funcidn es recibir o generar la
corriente requerida por el sistema y (3) el electrodo de trabajo (WE)
(Limoges y Savéant 2003).

El sistema puede ser burbujeado con gases segun se requiera. Los
gases que se pueden usar para burbujear la camara, pueden ser gases
inertes como: Argon o Nitrogeno o en su defecto oxigeno o aire. Las
razones del burbujeo pueden ser varias, la principal es que el oxigeno
debe ser parte de la reaccion, por lo que puede ser necesario usarlo
para ver la actividad deseada. En su defecto se puede necesitar de
gases inertes para evitar efectos adversos por la presencia de oxigeno.
Otro gas que puede necesitarse por motivos de catalisis es el
hidrégeno, ya que algunos electrodos pueden oxidarlo por controlar la
concentracion de este gas en solucion.

En la fig. 9 puede verse un arreglo de tres electrodos donde se muestra
al contra electrodo de platino (CE), electrodo de referencia (ER),
electrodo de trabajo (WE), conectados a un potensiostato (caja gris) y
con un sistema de burbujeo integrado (varilla azul claro y burbujas en
medio).

Figura 9. Sistema de tres electrodos para estudios electroquimicos.

En la fig. 10 se muestra un ejemplo de una curva de voltametria ciclica
tipica (voltagrama), en el que una especie quimica gana un electron
(curva roja) y después cuando la polaridad es invertida, éste es
regresado (curva azul), por lo que se tiene un proceso de Oxido-
reduccion del tipo reversible.
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El aumento de los picos de 6xido-reduccidon puede relacionarse con la
actividad de la especie en el electrodo. En el caso de los bio-electrodos
pueden evaluarse por esta técnica electroquimica para cuantificar la
reaccion de interés, ya sea en el anodo o el catodo segun sea el caso.

Con esta técnica no solo pueden observarse los procesos de 6xido-
reduccion de un par reversible, sino también la aparicion y
desaparicion de productos. Por lo que se pueden definir condiciones
de operacion para un electrodo dependiendo de lo que se quiere
medir.

E A+e » A®
=3

2 E() a

S ~ | 1

3 \ /

<

S p-e— A

Diferencia de potencial (Volts)

Figura 10. Voltagrama de un proceso 6xido-reduccién. En rojo la especie “A” gana un
electrén con el cambio de potencial E (pico anddico), en azul “A” entrega un electrén
al electrodo al invertirse la polaridad E (pico catddico).

2.6.2 CRONOAMPEROMETRIAS Y ESTABILIDAD OPERACIONAL.

Para determinar el tiempo de duracion de la potencia eléctrica del
electrodo, se realizan pruebas a un potencial constante (Kamat et al.,
2010) o en su defecto se puede ajustar un valor de resistencia eléctrica
que permita cuantificar la corriente a lo largo del tiempo.

Una forma de interpretar el paso de corriente eléctrica a través de una
resistencia es haciendo la analogia hidrdulica, de manera que la
resistencia eléctrica es como una compuerta que permite el paso de
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flujo de agua. El corto circuito seria una compuerta infinitamente
grande y abierta. Una resistencia muy grande seria una compuerta
muy pequefia para la salida del potencial acumulado, la durabilidad de
la corriente y potencia dependen del valor de resistencia externa (R).

2.6.3 CURVAS POLARIMETRICAS.

Para evaluar la potencia maxima y la corriente a corto circuito (paso
de corriente con resistencia cero) la técnica mds empleada son las
curvas polarimétricas. Estas curvas pueden ser obtenidas de dos
formas: una es empleando una caja de resistencias eléctricas que
permitan cambiar la resistencia y medir la caida de potencial asi como
el paso de la corriente.

La otra es con un potensiostato haciéndolo trabajar en modo de
potenciodindmica, de forma que se haga un barrido de voltajes a una
velocidad normalmente de 1 a 10 mV s’. Estas curvas permiten
caracterizar sistemas galvdnicos para la generacion de corriente como
son las celdas de combustible (con catalizadores convencionales,
enzimdticos y/o microbianos) asi como sistemas de corrosion (Zhang et
al., 2009).

La generacion de corriente en una bio-celda puede estudiarse por
medio de una curva polarimétrica (fig.11 seccion a). En la interseccion
con el eje “Y” se observa el voltaje a circuito abierto (OCP, Open Circuit
Potential) con un valor de 0.8 V, en dicho punto no hay generacion de
corriente; conforme la resistencia externa es disminuida, la celda
genera mayor corriente y el voltaje disminuye hasta alcanzar la
interseccion con el eje “X”, donde se genera la mayor cantidad de
corriente, este punto es conocido como corriente en corto circuito (SCC,
Short Circuit Current). La linea soélida (fig.11 seccidn a) representa una
bio-celda experimental que genera mas corriente que la linea
punteada, la cual es el resultado de la simulacion computacional de
una bio-celda con una resistencia interna mayor (Logan, et al., 2006).

Por ultimo, la potencia de las celdas puede ser obtenida por medio del
producto de la diferencia de potencial por la corriente (fig. 11 seccion
b), el punto donde la potencia es maxima (Pmax) es donde el voltaje de
la celda genera la mayor corriente.
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Figura 11. Comportamiento de una celda de combustible microbiana (linea sélida),
efecto simulado con aumento de resistencia interna en una celda de combustible
microbiana (linea punteada). (a) curva de voltaje vs. corriente, (b) curva de potencia
(Logan, et al., 2006).

2.7 ALCOHOL OXIDASA (AOX).

2.7.1 LA NATURALEZA OCTAMERICA DE LA ENZIMA AOx Y SU PAPEL
EN LAS LEVADURAS.

La AOx es un octamero de 600 kDa con 8 subunidades iguales y un
cofactor FAD que realiza la oxidacion de alcoholes en levaduras
(metanol como principal fuente de carbono). Esta enzima es muy
importante para el metabolismo de las levaduras metilotroéficas, ya
que les permite usar metanol como unica fuente de carbono (Ozimek
et al., 2005). Esta enzima ha sido ampliamente utilizada en el disefio de
biosensores para etanol, midiendo la produccion de H;0; en electrodos
de platino o por medio de algun otro mediador de electrones, para
realizar una cuantificacion indirecta del etanol en la solucion (Azevedo
etal., 2005).

Hasta el momento no se sabe si el monomero de AOX es activo ya que
no se ha logrado reconstituir el FAD en el apo-monomero. Parte de esto
puede explicarse porque la obtencion de los apo-mondmeros de AOX se
ha realizado con agentes caotropicos fuertes como dimetilsulféxido
(Visser et al.,, 2007) y KCN (Zlateva, et al., 2001). Sin embargo, se sabe
que los monomeros pueden auto-ensamblarse en el octdmero siempre
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y cuando tengan FAD. Este auto-ensamblaje ocurre después de un
tratamiento con 80% glicerol (Evers, et al., 1995) lo cual desensambla
los octdmeros en monomeros, después de las respectivas diluciones la
enzima oligomeriza y vuelve a su estado de octdmero.

La posible ruta de oligomerizacion de la AOx implica varias pasos,
después de que la cadena polipeptidica es generada por el RNA
ribosomal, el mondmero se acopla a Pyclp para recibir el grupo
prostético FAD. Una vez que la AOX contiene el FAD, la proteina Pex5p
lo introduce en el peroxisoma; posteriormente Pex5p se recicla y los
monomeros de AOX oligomerizan dentro del peroxisoma. La proteina
Pex5p es una proteina receptora la cual es un monémero no-globular
encargado de exportar proteinas al peroxisoma, por medio de uniones
a una region llamada PTS1. La proteina Pex5p posee un tripéptido SKL
en el C-Terminal que les permite unirse a varias proteinas del
peroxisoma, no so6lo al ménomero de AOx (Costa-Rodriguez, et al.,

2008).
Ribosoma s\

AOx monomero \

—L

Citosol (/ %é;)
Peroxisom >‘ @/

Ax monﬁmer{ ,
AOx octamero

&P

Figura 12. Posible ruta de oligomerizacién de AOx en levaduras.
Tomado y modificado de: Boteva, et al., 2001.

La AOX es una enzima compleja, despierta mucho interés para ser
utilizada en aplicaciones biotecnoldgicas, hay factores importantes a
considerar que suceden in vivo, por ejemplo: el acoplamiento del FAD
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en la enzima parece estar mediado por una enzima chaperona, que en
este caso es la piruvato carboxilasa citosolica (Pyclp) (Ozimek, et al.,
2005), el posible proceso de oligomerizacion de la enzima se presenta
en la fig. 12.

Se ha demostrado que cuando se mutan los residuos Y542, A557 y S762
del N-terminal de la Pyclp en cepas de levadura, se generan variantes
incapaces de metabolizar metanol. Estos residuos de la Pyclp se
encuentran conservados en las levaduras que utilizan metanol como
fuente de carbono. No se ha logrado la expresion heterologa de la AOx
en S. cerevisiae, ya que no posee la Pyclp de las levaduras
metilotroficas, los aminoacidos adecuados para ensamblar el FAD en el
monoémero de AOx (Ozimek, et al. 2003).

2.7.2 CARACTERISTICAS FISICOQUiMICAS Y ESTRUCTURALES DE LA
AOX.

Otro factor importante a considerar es la estabilidad de los estados
conformacionales que dan lugar al octamero de AOX, ya que de esto
dependera si es posible alcanzar a reconstituir la enzima en una
superficie activada. Los reportes de Boteva (Boteva et al., 1999) indican
la pérdida de estructura secundaria de la AOx después de un
tratamiento con agentes caotrdpicos.

Recientemente el grupo de Goswami ha plegado y desplegado la AOx
utilizando microondas y enfriamiento a 4°C. En este tratamiento hay
un desplegamiento de la enzima sin obtener estados conformacionales
intermedios y con una reactivacion completa después de exponer la
enzima a 2.45 GHz a 900 W durante 10 segundos (Chinnadayyala y
Goswami, 2012). Durante estos estudios se observd la alteracion de la
estructura secundaria de la enzima con cambios de las o hélices de un
32.7 % aun 42% y de un 41% a un 30.9%. Estas transiciones para las
hojas g también se observaron en presencia de KCN y glicerol.

La AOx posee 8 flavinas. Sin embargo, s6lo del 30 al 35 % son
cataliticas (Mincey, et al., 1980), lo que implica que de 2 a 3 monomeros
son activos. Un 35% de las flavinas se encuentran estabilizadas en
forma semiquinona (forma radical de la flavina), por lo que no estan
habilitadas para oxidar alcoholes. La funcion de la forma semiquinona
es desconocida, se piensa que pueda estar involucrada en procesos de
estabilizacion de la proteina, hasta el dia de hoy no se ha elucidado
mas al respecto.
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Otra peculiaridad del FAD en la AOX es que este grupo prostético
presenta una afinidad por la azida de sodio al grado de ser un
inhibidor competitivo de la enzima, pero no un desactivador. En la fig.
13 puede verse el espectro del complejo FAD-azida, el cual produce un
color rojizo distintivo que ha sido aprovechado para su purificacion. El
color del complejo es consecuencia del incremento en la intensidad a
520 nm del espectro del FAD (Hopkins y Muller, 1987).

Se ha propuesto que cada FAD puede fijar una azida. Sin embargo,
debido a que la AOX se incuba con excesos de 200 a 5 x 10’ moles/mol
de enzima, por lo que la afinidad de la AOx por la azida no se
encuentra en el orden de la de un ligando que se asemeja al sustrato,
ya que su constante de disociacion Kq es de 47.5 +4 mM. Esta constante
fue calculada a partir de datos reportados por Hopkins, 1984.
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Figura 13. Espectro de la AOx de P. pastoris, la linea solida es la AOx sin ningun
sustrato, el espectro representado por una linea alternada con puntos muestra a la
AOX en contacto con metanol, el espectro en linea punteada es la AOx expuesta a la
Azida de Sodio donde se ve un incremento en 520 nm que indica una interaccién
directa con el FAD (Tomado de Hopkis y Muller , 1989).

Aun no ha sido resuelta la estructura cristalografica de la AOx, a pesar
de que la enzima cristaliza de forma sencilla a temperatura ambiente,
el octdmero mide 11-12 por 12-13 nm (Kato et al., 1976) y es probable
que esto dificulte la obtencién de un buen cristal con propdsitos de
difraccion. Estudios con resonancia paramagnética nuclear sobre la
AOx de Pichia pinus revelaban que el anillo de isoloxasina se
encontraba a sélo 4 A de la superficie (Averbakh, 1995). Sin embargo,
el embebimiento del FAD es algo comun en las oxidasas de la familia
de las metanol-colina-oxidasas (GMC). Actualmente existen programas
computacionales que permiten la obtencion de modelos de estructuras
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cristalinas de proteinas a partir de la homologia con secuencias de
enzimas similares, por lo que la secuencia de la AOX puede ser usada
para poder predecir el sitio del FAD a partir del modelo de mejor
ajuste.

Figura 14. Modelo tridimensional de la AOx obtenido con I-Tasser. (Arriba) AOX: vista
de la cavidad que conecta el anillo de isoloxasina del FAD con la superficie, el circulo
amarillo indica la cavidad ddnde se encuentra. (Abajo) puede verse la base adenina
mas expuesta al solvente, el circulo rojo indica la cavidad donde se encuentra.

Un modelo tridimensional preliminar de la AOx fue obtenido en el
presente trabajo, usando la secuencia de la enzima para ingresarla en
el servidor I-Tasser (Zhang, 2008). El modelo de la AOX que se obtuvo
de I-Tasser tiene un CscoreLB (C escore para el ligando) de 0.79, siendo
el valor mas alto el de 1. El modelo fue refinado con el programa
MAESTRO de Shrondiger. Como puede verse en la fig. 14, se puede
observar el FAD embebido en la enzima con un tunel que mide entre
13 a 15 A por el lado del anillo de Isoloxasina y de 6 A del lado de la
base adenina en la regidn no catalitica del FAD (fig. 14). Favorecer la
transferencia de electrones en estas condiciones puede ser complicado,
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ya que se ha demostrado en la GOx que distancias superiores a los 14 A
no favorecen la transferencia de electrones (Demin y Hall, 2009). Sin
embargo, podria presentarse efectos en la periferia que favorecieran
la transferencia a través de una ruta de aminodacidos redox, esto se ha
observado en enzimas como el Citocromo P450BM3 (Vidal-Limon et al.,
2013).

2.7.3 EL MECANISMO DE REACCION DE LA AOx EN COMPARACION
CON OTRAS OXIDASAS DE LA FAMILIA GLUCOSA-METANOL-COLINA
OXIDASAS (GMO).

La familia de las GMC se caracteriza por enzimas en las que el FAD
coordina a una histidina protonada. En el caso de la GOx, se ha
propuesto que la enzima realiza la sustraccion de dos electrones para
formar un hidruro (Leskovac et al., 2005). Sin embargo, en el caso de la
enzima Aryl Alcohol Oxidasa se generan una serie de intermediarios
no relacionados con la formacion de ese hidruro (Ferreira et al., 2009).

En el caso especifico de la enzima AOX su mecanismo no esta bien
definido, principalmente por falta de informacion de caracter
cristalografico que permita reconocer los residuos importantes para la
catalisis. No obstante, los estudios cinéticos de finales de 1970 y
mediados 1980 sefialan que la enzima pudiera realizar una sustraccion
de proton de los alcoholes, esto involucraria un mecanismo del tipo de
un radical en el que se produce una doble transferencia de electrones
(Williams et al., 1975).

El intermediario que da lugar a la doble transferencia podria ser una
semiquinona, la cual no ha sido observada por técnicas
espectrofotométricas. Se especula que la formacion de este
intermediario y su desaparicion se da en un tiempo <5 ms (Geissler et
al., 1986).

2.8 ESTUDIOS ELECTROQUIMICOS EN EL FAD Y EN LAS OXIDASAS DE
LA FAMILIA DE LAS GMC.

El FAD de las flavoenzimas es probablemente, junto con el grupo hemo
de las peroxidasas y citocromos, uno de los grupos prostéticos mas
estudiados sobre todo por voltametria ciclica. Este grupo se distingue
por una diferencia de potencial que va de los -250 mV vs. SHE o -500
mV vs. SCE. El FAD posee tres estados de oxidacion: la forma oxidada,

semiquinona e hidroquinona, con tres estados de ionizacion los cuales
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pueden verse en la fig.15. Cada uno estos dependen del pH o del
ambiente de la proteina.

Los distintos pKa del FAD son de amplio interés, ya que se puede
estudiar a la molécula a distintos pH para observar los cambios en los
picos redox, que son consecuencia de los distintos estados de
ionizacion. Es importante sefialar que en solucion es dificil poder ver
la transferencia de un electron. Sin embargo, se sabe que esta
transferencia de electrones sucede, ya que al determinar el namero de
electrones transferidos por el FAD, por medio de los picos oxido-
reduccion obtenidos por voltametria, la cantidad de electrones
transferidos fue de 1.8 cuando deberia ser de 2. Estos resultados
sugieren que parte de los electrones se quedaron en la forma
semiquinona (Ksenzhek y Petrova, 1983), por lo que no se obtienen los
2 electrones en la transferencia observada en un sélo pico de la
voltametria.

Para el caso del FMN (Flavin Adenin Mono nucleotido) el panorama es
diferente ya que si es posible ver la doble transferencia en este
cofactor. La forma semiquinona es mas estable, de hecho las
flavodoxinas emplean FMN y realizan una transferencia de electrones
doble. Sin embargo, los picos redox de las formas
semiquinona/hidroquinona y quinona/semiquinona estan al revés de
como se esperaria: el par redox de la semiquinona/hidroquinona se
observo a -500 mV vs SCE y el de la quinona/semiquinona a -250 mV
SCE (Astuti et al., 2004) .

Las simulaciones computacionales demuestran que es posible la
transferencia de un electréon por parte del FAD y se realizaron
predicciones de la voltametria que deberia poder observarse en caso
de que alguna proteina realice este proceso (Smith et al., 2003).
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Figura 15. Estados redox del FAD y sus estados de ionizacion dependientes del pKa.
Tomado de Smith, et al., 2003.

2.9 ESTUDIOS ELECTROQUIMICOS EN LA AOX

La evidencia de que la AOx puede transferir electrones a un electrodo
se encuentra en un estudio del afio 2005, donde se logro sustituir el
aceptor natural de la AOx por p-benzoquinona. En este estudio, la
transferencia de la AOx hacia la p-benzoquinona se registré en un
potencial de oxidacion de 72 mV vs. SCE, dando un giro a lo que se
conocia acerca del mecanismo de reaccion de esta enzima. A la enzima
AOxX se le ha denominado verdadera oxidasa, ya que no se conocia que
otro compuesto diferente del O, que pudiera ser aceptor de electrones
de la AOx (Shumakovich et al., 2007).

El potencial del 6xido-reduccion del FAD puede variar dependiendo
del ambiente de la proteina. Para el caso de la oxidacion de alcoholes
son pocas las flavoenzimas estudiadas por métodos electroquimicos.
La Aryl Alcohol Oxidasa de Pleurotus eryngii ha sido estudiada
recientemente por voltametria ciclica, la enzima alcanza un potencial
de 180 mV vs. SCE inmovilizada en electrodos de grafito por medio del
cual oxida alcoholes aromaticos. El alto potencial redox del FAD en la
enzima con respecto a su potencial redox en solucion (-500 mV vs. SCE)
indica que en el FAD hay un efecto de aumento de potencial al estar
embebido en esta enzima (Munteanu et al., 2008). Algo similar puede
ocurrir en la AOx debido a que posee un cofactor muy embebido.
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Debido a las complicaciones existentes para lograr la transferencia de
electrones de la AOx hacia los electrodos, la opcidon de utilizar un
polimero redox resulta novedosa, la propuesta del grupo de Brett
consiste en utilizar un polimero a base del colorante rojo neutral (el
polimero se conoce como PNR, Poly Neutral Red) (Barsan y Brett 2008),
la transferencia de electrones se da después de que la AOx convierte
los alcoholes en aldehidos.

Los autores proponen dos mecanismos de transferencia de acuerdo al
potencial aplicado al electrodo. Uno de los mecanismos propuestos es
por reduccion de H;0,, un segundo posible mecanismo consiste en la
transferencia directa de electrones al electrodo a -300 mV vs. SCE. Los
autores prueban la sustitucion del O, por el PNR con evaluaciones en
atmosfera de N, aumentando la sensibilidad en un 20% (Barsan y Brett
2008). Sin embargo, los autores no proporcionan los voltagramas que
permitan elucidar las transferencias que pudieran estar ocurriendo en
su electrodo. Aunque los trabajos posteriores con el polimero redox
PNR revelaron la existencia de un pico de oxidacion por encima de -
500 mV vs. SCE (Pauliukaite et al., 2007), por lo que el modelo de
transferencia por competencia con el O, que propusieron en sus
primeros experimentos esta cerca del valor experimental cuando el
electrodo es operado a -350 mV vs. SCE.

Recientemente Das y Goswami en el 2013 disefiaron un electrodo de
AOx utilizando nanotubos de carbono. En este disefio la enzima se
encuentra inmovilizada por atrapamiento, de forma que los nanotubos
hacen contato con el FAD de la AOX y la enzima a su vez es estabilizada
por el polimero de Nafion con polietilenima, en este caso el Nafion
podria estar ayudando a un mejor transporte de protones debido a que
se sustrae un electron del alcohol para dar paso al aldehido. Tal como
puede verse en la fig.16, el electrodo con AOX posee un par de o6xido-
reduccion de 200 mV vs SCE, se atribuye que este pico es el par redox
del FAD que ha sido contacto por los nanotubos, en el caso de que la
inmovilizacion se realice sin nanotubos, el pico de 6xido-reducciéon no
puede verse ya que el FAD se encuentra embebido en la proteina. Estos
experimentos fueron realizados en una atmasfera de argon.
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Figura 16. Voltametria AOx en nanotubos-nf-Oro.
Tomado de Das y Goswami, 2013.

Este es el primer caso en el que se inmoviliza la AOx para la
transferencia directa de electrones en un anodo. En la fig. 17 se
observan voltagramas de: (a) soluciéon amortiguadora, (b) 8 uM, (c) 33
uM, (d) 42 yM de etanol. Puede verse el incremento de las curvas
conforme se aumenta la concentracion de etanol. Sin embargo, aunque
el anodo de AOx de ese trabajo realiza contacto directo con los
nanotubos de carbono, no evita la competencia con el oxigeno. El pico
de de 650 mV a 700 mV revela la oxidacion de H;0O; como se ve en la
fig.17. El desplazamiento del pico de reducciéon a 100 mV corresponde
a la reduccion del oxigeno disuelto por parte del FADH, (voltajes vs.
Ag/AgCl). Esto debido a que parte de la enzima no realiza contacto
directo con el electrodo, por lo que hay pérdidas en la transferencia de
electrones hacia el electrodo.

En el trabajo anterior la constante de transferencia de electrones fue
estimada en 1.69+0.15 s™ y se obtuvo un rango de respuesta lineal de 8
a 42 yM de etanol. Debido a lo anterior, los autores consideran este
electrodo como un buen biosensor (Das y Goswami 2013).
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Figura 17. Voltametria AOx-nanotubos, voltagramas en: (a) solucién amortiguadora
KPBs pH 7.5, (b) 8 pM, (c) 33 uM, (d) 42 uM de etanol. Tomado de Das y Goswami,
2013.
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3. JUSTIFICACION.

El advenimiento de las energias renovables es una realidad, sin
embargo, es probable que ninguna de las tecnologias emergentes
ocupe totalmente el lugar que tuvieron los combustibles fésiles en la
civilizacién actual. Es por esto que son muchas las fuentes de energia
alternativas que actualmente se estudian, donde las celdas de
combustible enzimaticas buscan ocupar un lugar en donde otras
tecnologias no pueden incursionar.

Las aplicaciones de las celdas enzimaticas son variadas: desde
dispositivos de monitoreo remoto, sensores in Ssitu, equipos que
actualmente usan baterias convencionales y las tendencias nuevas que
puedan surgir con el tiempo. Tales como analizadores bioquimicos o
biosensores en biotecnologia.

El desarrollo de nuevas celdas enzimadticas es una labor que tomara
tiempo, no s6lo para mejorar el contacto eléctrico de las enzimas hacia
los electrodos o los aspectos ingenieriles del disefio de las celdas. Sino
también para entender mejor el lugar que estos dispositivos pueden
llegar a tener en nuestra cotidianidad.

Actualmente muchos paises (principalmente E.U.A., India y China)
invierten en el desarrollo tanto de celdas de combustible enzimaticas
como microbianas. Si bien estos aun son conceptos a prueba, resulta
prometedor imaginar que estos dispositivos podrian alcanzar
independencia de los catalizadores metalicos, ademas de ser capaces
de funcionar con metabolitos comunes como: el etanol y los azucares
reductores.

La construccion de electrodos con AOx orientada es un procedimiento
que puede servir para obtener sensores, pero también estos electrodos
pueden servir como anodos de celdas de combustible. Si se tiene un
procedimiento para inmovilizar una enzima en el catodo y se desea
acoplar esta con la AOx en él dnodo, entonces se puede fabricar una
celda enzimatica completa. Es importante sefialar que la
inmovilizacion de la lacasa en electrodos de grafito ya ha sido
estudiada por nuestro grupo, obteniendo resultados del orden de 1 mA
cm? en una celda lacasa vs. Zinc (Martinez-Ortiz, et al., 2013). El
siguiente paso es obtener un anodo que puede oxidar alcoholes de
cadena corta. De manera que se disefie una celda AOx vs. lacasa, en
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donde ambas enzimas se encuentren orientadas en sus respectivos
electrodos.

4. HIPOTESIS.

Es posible disefiar, construir y caracterizar un anodo con la enzima
alcohol oxidasa orientada para la transferencia directa de electrones,
en una celda de combustible enzimatica alcohol oxidasa/lacasa, la cual
genere mayor densidad de potencia y corriente que electrodos con
inmovilizaciones aleatorias de alcohol oxidasa.

5. OBJETIVO GENERAL.
Disefiar, construir y caracterizar una celda de combustible enzimatica
inmovilizando alcohol oxidasa en el anodo y lacasa en el catodo,

orientando a ambas enzimas para una transferencia directa de
electrones.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Disefiar y establecer un procedimiento para la inmovilizacién de
AOx de forma orientada para aumentar la transferencia de electrones.

2.- Caracterizar electroquimicamente la AOx inmovilizada en el
electrodo de grafito.

3. Construir, ensamblar y caracterizar la celda de combustible
enzimatica AOx/Lacasa.

4.- Evaluar la eficiencia y capacidad de la celda enzimatica
AOx/Lacasa.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 REACTIVOS.

Para la realizacion del presente trabajo se emplearon los siguientes
reactivos.

Productos Sima-Aldrich: ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico), AOx de Pichia pastoris 38 pg/ul (1000 U), N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida hidroclorado (EDC), peroxidasa
de rdbano tipo X en sulfato de amonio, BSA, 4-azidoanilina, acido
aminoetilbenzoico (AEBA).

Productos Baker: fosfato monobdsico y dibasico de potasio, fosfato
monobasico de sodio, acido nitrico, acido sulfturico concentrado,
isopropanol, metanol y acetona. Fisher Scientific: tolueno,
dimetilsulfoxido (DMSO) y diclorometano de Honeywell.

Laminas tipo TORAY marca SIGRACET GDL 35 BC, Nanotubos de
carbono de pared multiple (MWCNT) fueron adquiridos de US Research
Nanomaterials, Inc., Nafion 115 en solucion al 5% de la marca DUPONT.

7.2 EQUIPOS.

Espectrometro marca Perkin Elmer lambda 25, Potensiostato marca
SOLARTRON, electrodo de referencia de Calomel saturado con KCl.

La celda de combustible consistié en dos compartimientos divididos con
membrana Nafion 232 de 50 um (DUPONT), con electrodos contactados
eléctricamente por tela de grafito, la cual a su vez estaba unida a un
cable de cobre aislado con resina epodxica. La separacion de los
electrodos es de aproximadamente 1 cm? Para las pruebas con un
catodo control se utiliza un difusor SIGRACET GDL 35 BC con Platino al
75% y dimensiones de 2.5 cm X 3.5 cm. La cdmara anodica fue
alimentada con N; y el catodo fue burbujeado con O,. Las pruebas con
platino se realizaron a pH 7.5 con un amortiguador de fosfatos a una
concentracion 100 mM. Las pruebas con el electrodo de lacasa se
realizaron con amortiguador de succinato pH 4.5 a concentracion 60
mM en la cdmara catddica y en la camara anoddica se uso soluciéon
amortiguadora de fosfatos 100 mM a pH 7.5 con 200 mM de etanol o
metanol (fig. 18).
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{¥= 1. Camara anddica

9 2. Camara catodica
' 3. Cétodo platino (lacasa para biocelda)

4. Anodo con AOX

5. Contacto eléctrico (-)

7 6. Contacto eléctrico (+)

7. Membrana Nafion

8. Sello de hule 11. Foto sistema sin ensamblar

9. Celda ensamblada 12. Foto sistema ensamblado
10. Valvulas (entrada de gases) 13. Tela de grafito (contacto)

Figura 18. Esquema detallado de la celda de combustible enzimdtica AOx vs. Pt utilizada
en el presente estudio, para el caso de la lacasa el catodo es del mismo tamafio que el
anodo.
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7.3 ENSAYOS BIOQUIMICOS.

Ensayo de actividad enzimatica.

Para realizar las pruebas de actividad enzimatica se utilizo: ABTS,
metanol al 0.1%, amortiguador de fosfatos 100 mM a pH 7.5. El ensayo
de actividad se realizo en una celda de 1 ml y se midio el cambio de
absorbancia a 405 nm durante 5 minutos, determinandose la pendiente.
Con este valor se calculd la actividad con el coeficiente de extincion
£=36.8 mM™cm™ correspondiente al diradical de ABTS (Kemp, et al.,
1988).

Ensayo de determinacion de proteina.
Se determind proteina a 595 nm utilizando el método Bradford con el
reactivo de BioRad.

Ensayos de reconstitucion urea y KBr.

Se realizé la desflavinizacion con 6.5 M de urea y 3.5 M de KBr
utilizando 550 uM de AOx (calculado en funcion del monémero 83 kDa)
a temperatura ambiente, la desflavinizacion se realizé durante 1 minuto
y se inyecto en una columna Sephadex G-50 con fase movil de 6 M urea
con sales de fosfatos 100 mM a pH 7.5 para asegurar que el cambio solo
se deba a la urea y no al pH. La altura de la columna fue de 8 cm, a la
que previamente se le aliment6 200 uL de FAD 2 mM en fosfatos 100 mM
pH 7.5 a 4°C. La apo-enzima fue incubada con FAD con concentraciéon 10
veces mayor a la concentracion de proteina.

Ensayos de desflavinizacion con 3-mercaptoetanol.

Se incub6 la enzima con concentraciones crecientes de -
mercaptoetanol comenzando en 0.74 M, diluido en agua mili-Q, por 12
horas para posteriormente dializar en amortiguador fosfatos 100 mM a
pH 7.5 en una membrana de celulosa con limite de exclusion de 15 kDa
durante 4 horas con 3 cambios de amortiguador de fosfatos,
posteriormente se toma la apo-enzima y se incuba con FAD en una
relacion 1:10.

Ensayos de reconstitucion a pH acido.

Se realizg la incubacion de AOx a pH 1.7 con 25 mM de fosfatos en 30%
de glicerol, durante 30 minutos en bafio de agua-hielo, para después
pasarlo por una columna de Sephadex G-50 de 20 cm de alto con fase
movil a pH 1.7 con 20 mM de fosfatos en 30% glicerol, para esto se
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utilizé un flujo de 3.5 ml/min. Se colectaron las fracciones y se
neutralizan con solucion amortiguadora de fosfatos pH 7 a 100 mM y
posteriormente se realizo el ensayo de reconstitucion.

Inmovilizacion de AOx con 4-azidoanilina.

Las laminas de grafito (electrodos) fueron cortados de 1 cm x 1cm,
posteriormente las laminas fueron lavadas con diclorometano y
tetrahidrofurano aproximadamente 1 ml de cada uno. Una vez lavados,
para eliminar algun contaminante del material, se procedi6 a carboxilar
con 1 ml de HNO3 durante 2 horas a 80 °C, se lavaron los electrodos con
amortiguador de fosfatos 100 mM a pH 7, y se incubaron con 1 mg/ml de
4-azidoanilina y 2 mg/ml de EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodiimida hidroclorado), durante 4 horas en solucién
amortiguadora MES 50 mM a pH 5.

Voltametrias Ciclicas.

Las voltametrias fueron realizadas con un arreglo de 3 electrodos en un
recipiente volumétrico con un volumen de 400 ml, en ciclos de 50 mVs?,
atmosfera de N, utilizando un equipo Solartron con los programas
CoreWare y CoreView para la visualizacion.

7.4 ESTRATEGIAS PARA INMOVILIZACION ORIENTADA.

En el presente trabajo se plantearon dos estrategias para orientar la AOx
en la superficie del electrodo. La primera fue una inmovilizacion por
reconstitucion. Es decir, extraer el cofactor de la enzima para unir
covalentemente el FAD al electrodo y posteriormente que la apo-
proteina reconozca el cofactor unido, facilitando la orientacion del sitio
activo. La segunda estrategia fue utilizar un analogo a un ligando
natural (azida de sodio) unido covalentemente al electrodo, para
posteriormente orientar el sitio activo al electrodo. Para esta estrategia
se utilizo como analogo la 4-azidoanilina.

7.4.1 ORIENTACION DE AOx POR RECONSTITUCION.

Para favorecer la orientacion de la enzima AOX en el electrodo se puede
partir de la premisa que es una flavoenzima y se puede usar el enfoque
de reconstitucion de Willner, et al., 1998. Para lo cual se busca un ensayo
de obtencion de apo-enzima, esto es enzima sin cofactor que
posteriormente pueda reconstituirse sobre el cofactor wunido
covalentemente a un electrodo.
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Aunque una gran cantidad de flavoenzimas han podido ser convertidas
en apo-enzimas y posteriormente ser reconstituidas, no existe un
método generalizado para obtencion de apo-enzimas y su posterior
reconstitucion, ya que cada enzima posee caracteristicas estructurales
particulares. En algunos casos ha bastado con una simple didlisis (en
condiciones acidas o con bajas concentraciones de KBr), para remover el
cofactor y realizar pruebas con la apo-enzima obtenida. Pero en otros
casos se debe recurrir a métodos mas agresivos (p. ej., urea y
precipitacion con sulfato de amonio), lo cual puede llevar a la
desnaturalizacion irreversible de la proteina, por lo que mucho de lo
que se sabe acerca de reconstitucion ha sido resultado de observaciones
fenomenologicas del comportamiento de estas enzimas en distintas
condiciones desnaturalizantes, lo cual ha permitido el desarrollo de bio-
sensores por el enfoque de
reconstitucion (Hefti et al., 2003). Inmovilizacién covalente del FAD en
electrodo de grafito

En la fig. 19 se desglosan los pasos para
la construccion de wuna celda de
combustible enzimatica AOXx vs. lacasa. :

. Reconstitucion de la AOx en el FAD
Una vez que se produce apo-enzima en inmovilizado

solucion se procede a realizar el ensayo
A
en el electrodo

de reconstitucion en el electrodo. En este
caso se usar un espaciador de
sirilgaldazina-dcido Malonico-FAD que
permita una transferencia de electrones
por resonancia.

Figura 19. Procedimiento para la fabricacién de
una celda de combustible enzimatica, utilizando
un dnodo disefiado por reconstitucion.
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7.4.1.1 PRODUCCION DE APO-AOx CON UREA Y KBr.

El unico ensayo de reconstitucion reportado para esta enzima consiste
en obtener la apo-enzima por un tratamiento con 6.5 M de ureay 3.5 M
de KBr, separdandola del FAD en una columna de exclusion por gel, el
método se esquematiza en la fig. 20. Los autores reportaron un 50% de
recuperacion de la actividad original inclusive logaron reconstituir la
AOx con 5-deazaflavina (andlogo estructural del FAD)(Sherry et al,
1985), sin embargo no se observo oxidacion de alcoholes con este
compuesto.

%
(.\ o

\ AOX Columna de
( N
0d Exclusion por
“  Solde KBr 3.5 gel

My Urea 6.5M 90 0 o

« o ¢ » 0 4

4 -, 0 ~
° ° ./ o
«

( 0 NN NN

FAD nuevo

Octamero AOx

Figura 20. Apo-AOx producida con urea y KBr

7.4.1.2 PRODUCCION DE APO-AOx UTILIZANDO R-MERCAPTOETANOL.

Recientemente, Kumar y colaboradores aislaron una AOx de Aspergillus
terreus, que transforma alcoholes de cadena larga (heptanol y mayores)
en sus respectivos aldehidos (Kumar y Goswami 2008). Ademas
reportaron la desflavinizacion y disociacion utilizando R-Mercaptoetanol
como agente caotropico a 0.74 M, de manera que después de incubar la
enzima durante 12 horas y haber retirado el R-mercaptoetanol por
dialisis (4 h), reconstituyeron la AOx de A. terreus con FAD, en una
relacion de 10 moles de FAD contra 1 mol de apoenzima y en presencia
del sustrato en este caso heptanol en exceso (10 mM) (Kumar y Goswami
2009).
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Figura 21. Ensayo de desflavinizaciéon reconstitucion AOx con f3-Mercaptoetanol.
Tomado de Kumar y Goswami 2009.

7.4.1.3 PRODUCCION DE APO-AOx A pH ACIDO.

La GOx, como se sefialo anteriormente, ha sido la enzima Diana para
disefiar sensores y que permiti0 a Itamar Willner implementar el
enfoque de reconstitucion de enzimas en la fabricacion de bio-4&nodos
desde 1965; se conoce el tratamiento para despojar a este dimero de su
cofactor y se solia utilizar comunmente para disefiar inmuno-ensayos
colorimétricos (Morris y Buckler, 1983).

El ensayo para desflavinizar la GOx consiste en llevarla a un pH de 1.7 a
1.4 en el que la enzima libera el cofactor. Posteriormente se separa por
centrifugacion o por columna de exclusion, se neutraliza y esta apo-
enzima queda lista para reconstituir en presencia de FAD. El ensayo es
relevante ya que la GOx se encuentra en la familia GMC (glucosa-
metanol-colina oxidasas) al igual que la AOx. El ensayo de
reconstitucion ha sido de utilidad para otras enzimas de la familia como
la colesterol oxidasa (CHOX) (Vidal et al., 2004) y es posible que permita
la obtenciéon de la apo-AOxX, para que pueda ser reconstituida
posteriormente.

7.4.2 ORIENTACION DE AOx POR AFINIDAD.

Un enfoque diferente al enfoque de reconstitucion consiste en orientar a
la enzima con un sustrato o inhibidor que reconozca el sitio activo. En
este caso el sitio activo es de la AOx es el FAD.
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Considerando que la enzima tiene una afinidad por la azida de sodio de
8 moles de azida/mol de AOx (Bringer et al., 1979), es posible que la
enzima quede orientada y anclada hacia el electrodo, utilizando un
derivado de azida como espaciador, la cual interactuaria directamente
con el sitio activo. Por lo tanto, se considerd un espaciador derivado de
azida aromatica con el fin de facilitar la transferencia de electrones. El
espaciador elegido es la 4-azidoanilina.

N

3

Figura 22. Molécula de 4-azidoanilina

A continuacion se describe el proceso de derivatizacion e inmovilizacion
de la AOx de forma que se favorezca la orientacion del FAD sobre la
superficie del electrodo.

7.4.2.1 PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION DE LA AOx CON 4-
AZIDOANILINA DE FORMA COVALENTE.

El proceso de inmovilizacién de la AOx en los electrodos derivatizados
con 4-azidoanilina, consiste en cuatro etapas que se describen a
continuacion.

1.-Carboxilacion del electrodo. La carboxilacion se realiza en tubos de
vidrio con 1 ml de HNOs; concentrado, los electrodos previamente
lavados con tetrahidrofurano, diclomeratano y agua (absolutos), se
colocan en el 4cido nitrico concentrado y se mantienen en reflujo a 80 °C
durante 2 horas.

|
C—OH

|
C—OH
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2.- Esterificacion. Se realiza la reaccion de esterificacion con
carbodiimida en solucion amortiguadora MES 50 mM a pH 5 a
temperatura ambiente y usando una bandeja agitadora a 60 rpms, para
favorecer la formacion del carbocatidon y la subsecuente formacion de
un intermediario O-acilisourea. De manera que el grupo amino de la 4-
azidoanilina se une covalentemente al carboxilo de las laminas de
grafito.

4 hrs.
(|)| MES 50 mM
IR Wt
c—oOoH N3

3- Una vez inmovilizada la azida aromatica, se deja que la AOX oriente
el sitio del FAD hacia el grupo N3, en amortiguador fosfatos 100 mM a
pH 7.5, a temperatura ambiente a 50 rpms, posteriormente se
inmoviliza covalentemente la enzima desde sus aminas que se
encuentran cercanas al sitio del FAD con los carboxilos libres del
electrodo.

Figura 23. AOx inmovilizada por medio de orientacidon con 4-azidoanilina.
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7.4.2.2 PROCEDIMIENTO ALTERNATIVO EMPLEANDO NANOTUBOS DE
CARBON MULTICAPA (MWCNT) Y ADSORCION DIRECTA.

Con la intencion de mejorar el proceso de inmovilizacion y la
orientacion de la AOX, se plantea una estrategia utilizando nanotubos
derivatizados con 4-azidoanilina que permita un mejor contacto y
acercamiento al sitio activo.

1.-Se realiz6 la carboxilacion de los electrodos de grafito en las
condiciones ya antes descritas en la seccion 6.4.2.1.

2.- Se derivatizaron los nanotubos carboxilados con 4-azidoanilina de la
siguiente manera: en un volumen de 3 ml de DMSO se disolvieron 5 mg
Nanotubos, 5 mg de 4-azidoanilinan y 5 mg de EDC por 4 horas a
temperatura ambiente.

Posteriormente se lavaron los nanotubos con solucion amortiguadora
100 mM de fosfatos a un pH de 7, los lavados se realizaron
centrifugando 3 veces a 9,000 rpm por 10 minutos en volumenes de 13
ml. Finalmente se recuperd una emulsion de 2 ml de MWCNT-ANA.

3.- Para realizar la inmovilizacidn se utilizaron 15 microlitros de AOx a
una concentracion de 38 pg/ul y se homogenizé por medio de un vortex
con 60 microlitros de MWCNT-ANA durante 15 minutos. El mismo
proceso se realizdo con un control con MWCNT sin derivatizar,
incubando por 12 horas en ambos casos.

4.- Los 75 microlitros obtenidos en el punto 3, se mezclaron con 15
microlitros de Nafion 115 al 5% en alcoholes de cadena corta, se agitd
hasta tener una emulsion homogénea de la cual se tomaron 22
microlitros para cada electrodo, se dejaron secar protegiéndolos de la
luz. Una vez secos se guardaron en solucion amortiguadora de fosfatos a
100 mM en pH 7.5 manteniéndolos a una temperatura de 4°C.
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Figura 25. Representacion del electrodo con AOx inmovilizada usando Nafion.
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Figura 26. Representacion del electrodo AOx inmovilizada usando Nafion y MWCNT
derivatizados con 4-azidoanilina.

7.4.3 INMOVILIZACION DE LACASA SOBRE GRAFITO.

Para el electrodo de lacasa se uso el procedimiento descrito por (Martinez-
Ortiz et al., 2011), disolviendo 180 mg de AEBA en 10 mL de hidroxido de
sodio 0.2 M, con la finalidad de desproteger el grupo amino del AEBA. El
AEBA se extrajo con 1.5 mL de tolueno y se afiadio a 3 mL de THF. El
electrodo de grafito se sumergio en la solucion de AEBA (1 mL) y se
calenté a 60 °C por 15 horas. Posteriormente, las laminas de grafito se
lavaron con 10 mL de metanol, acetona y THF absolutos, finalmente se
lavan con agua destilada. Todo el proceso se realiza en atmosfera de
nitrogeno. Una vez modificadas las ldminas de grafito, se incubaron
durante 4 horas en 1 mL de solucién amortiguadora MES 50mM (pH 5)
que contenia 10 pL de solucion de lacasa (528 U/mg) y 5 mg/mL de EDC.
Luego los electrodos se lavaron en solucién amortiguadora de fosfatos 10
mM (pH 6), almacenandose en esta solucion a 4 °C hasta su uso.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 DESFLAVINIZACION DE AOx CON B-MERCAPTOETANOL Y
RECONSTITUCION DE APO-AOx CON FAD.

Como se describio en las secciones anteriores de este trabajo, se busca
obtener apo-AOx con la finalidad de realizar la reconstitucion de la
enzima en solucion y posteriormente trasladarla al ensayo en un
electrodo de grafito.

Para efectuar los ensayos de desflavinizacion de AOX, se realizaron
incubaciones con distintas concentraciones de R-mercaptoetanol, usando
una concentracion constante de AOx (10 uM). De esta forma se busco
encontrar un oOptimo de concentracion de R-mercaptoetanol, para
realizar la desflavinizacion, y saber si habia surtido efecto se realizaron
mediciones de actividad residual después de los ensayos. Se determind
que a 1.47 M de R-mercaptoetanol (fig. 27) se habia alcanzado un estado
en el que la pérdida de actividad era independiente de la concentracion
de este compuesto. Probablemente las modificaciones en la capa de
solvatacion alrededor de la proteina han llegado a su limite, de manera
que la desflavinizacion por efectos caotropicos ya no es el mecanismo
relevante. Lo cual ya se ha observado con otras enzimas como con la
Tript6fano sintasa (Ahmed et al., 1996).

Para poder comparar los resultados se calculd el porcentaje de actividad
con respecto a la actividad inicial de la AOx, de modo que si el
porcentaje de actividad baja la enzima se esta desflavinizando. Debido a
la alta actividad residual, aproximadamente de un 70%, a 2.3 M de R-
mercaptoetanol, se decidi6 proceder con los ensayos de reconstitucion
partiendo de la premisa de que la apo-enzima producida seria mads
apropiada para reconstitucion, de tal manera que si el tratamiento
funciona se espera aumentar el porcentaje de actividad residual de
manera que se restaure las unidades originales de actividad.
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Figura 27. Actividiad residual obtenida después de los ensayos de desflavinizacion con
diferentes concentraciones de 3-Mercaptoetanol.

Después de seleccionar la concentracion de B-mercaptoetanol, se
evaluaron distintas concentraciones de AOx: 10, 5 y 3 uM (fig. 28), las
concentraciones diluidas de enzima permiten evitar la agregacion y esto
podria servir para observar reactivacion. Para poder comparar la
reactivacion, todo se calculd6 en funcién de la actividad especifica.
Posteriormente, se incub6 la apo-AOx con 10 veces mas FAD (100, 50 y
30 uM).

Tomando en cuenta las desviaciones estandar encontradas con las
cocentraciones de 10, 5 y 3 uM de AOX, se puede concluir que en
ninguno de los casos se encontro evidencia de recuperacion de actividad
(fig. 28). Por lo cual, se sugiere que la inactivacion fue independiente de
la concentraciéon de enzima. De forma que ademads la enzima inactivada
fue incapaz de recuperar su actividad. Sin embargo no queda claro si la
inactivacion fue por desflavinizacion o por alguin mecanismo de
desactivacion catalitica.
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Figura 28. Actividad residual después del ensayo con f3-mercaptoetanol, tratamientos
de reconstitucion con 10 veces mas FAD y estabilizantes.

En la busqueda de reactivar la apo-AOx producida se opt6 por utilizar
estabilizantes o aditivos que favorecieran el replegamiento de la
enzima, basados en los reportes de Azevedo, para evitar la
desnaturalizacion por temperatura (Azevedo et al., 2005).

Se probaron tres estabilizantes diferentes: PEG al 0.01%, lactosa 50 mM
y sacarosa 500 mM (fig. 29). A pesar de probar distintos estabilizantes,
no se observd reactivacion. De hecho se vio pérdida de actividad
después del paso de didlisis, ya que después de la dialisis la actividad
especifica era del 38% con respecto al inicial y después de las
reconstituciones con aditivos estas decrecieron a aproximadamente el
22% para los tres tratamientos.

Ninguno de los aditivos tuvo un efecto positivo sobre la recuperacion de
actividad, en los tres se observo practicamente el mismo valor de
actividad especifica, siendo en promedio 42% menor que el control (s6lo
dializado). Lo que indicaba una aparente irreversibilidad, debido al
método de obtencion de apo-enzima con B-mercaptoetanol, por lo que la
reconstitucion no es viable sin apo-enzima que permita ser
reconstituida. Aparentemente el método debia funcionar, de acuerdo a
lo reportado por Kumar y Goswami (2009). Es de resaltar que la AOx de
Aspergillus terreus presenta una estructura multimérica y es también
una lipo-proteina rodeada de acidos grasos (Kumar y Goswami, 2008),
en consecuencia el fenomeno de estabilizacion de la proteina puede ser
diferente al de la AOx de Pichia pastoris.
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Hasta el momento este ensayo solo ha resultado para la AOx de
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Figura 29. Ensayo de reconstitucion con estabilizantes después de usar f3-
mercaptoetanol para reconstitucion.

8.2 RESULTADOS DE DESFLAVINIZACION/RECONSTITUCION CON
ENSAYO A pH ACIDO.

A partir de los resultados reportados en la seccion anterior y tomando
en cuenta las diferencias con la AOx de P. pastoris y la AOx de A. terreus.
Se decidi0 buscar un ensayo con una enzima que tuviera mas
similitudes con la AOx de P. pastoris. Se optd por ensayar con la glucosa
oxidasa (GOx) la cual comparte una similitud por secuencia de
aminoacidos de un 40% con la AOx (Boteva, et al., 2001). La GOx puede
ser desflavinizada modificando el medio a un pH &acido, obteniendo apo-
enzima inactiva que puede ser reconstituida con FAD rapidamente de
acuerdo a lo reportado por Swoboda (1969).

En este estudio se empled FAD 2 mM contra 10 uM de enzima, usando
estd relacion se observo recuperacion de actividad. Se midio la actividad
después de 15, 60 y 120 minutos, observandose en 120 minutos la mayor
recuperacion de actividad con un 1% (fig. 30).

Las proporciones de incubacion de FAD/apo-AOx pudo haber sido un
factor benéfico en el proceso de reconstitucion, sin embargo el 1% de
actividad recuperada fue muy bajo (fig. 30) ademas de que el tiempo de
incubacion fue muy largo si lo comparamos con las reconstituciones de
GOx, lo cual indica que no es recomendado utilizar este sistema en un
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electrodo. Es probable que el proceso de plegamiento de los monémeros
de AOx sobre el FAD, sea un proceso que requiera el apoyo de otros
factores (p. ej. proteinas chaperonas), que ayuden al replegamiento de la
apo-enzima sobre el cofactor.
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Figura 30. Ensayo de reconstitucién con tratamiento en pH &cido, las incubaciones se
realizaron con una proporcién 1 mol de AOx por 200 de FAD monitoreando la
actividad en 15, 60 y 120 minutos.

Después de varias pruebas en las que no se observaron reactivaciones
por encima del 1%, se tomo la decision de hacer un estudio de dicroismo
circular de la AOx, tomando en cuenta la informacion disponible para la
GOx, la cual mantiene inalterada su estructura secundaria a pH 1.7. Esto
hace que la desnaturalizacion en estas condiciones no sea severa
(Khatun Haq et al., 2003) y el plegamiento de la proteina se mantenga
para su posterior reconstitucion en solucién o en electrodo.

Se realizd el estudio de dicroismo circular (fig. 31), con el cual se
confirmé que la estructura secundaria de la AOx se ve seriamente
afectada, ya que se pierden algunas o hélices que puede ser importante
para poder acoplarse a su cofactor. La holo-AOx en pH 7.5 en 30% de
glicerol posee mas estructura de a hélice, que la apo-AOx a pH 1.7 en
30% de glicerol.
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Figura 31. Dicroismo circular de AOx a pH 7.5 y pH 1.7 en 30% glicerol.

Anteriormente, Zlateva et al. (2001) generaron un modelo de la AOx por
homologia con la GOx donde se determina que las a hélices son
importantes para la union del cofactor. De igual manera el modelo
obtenido por I-TASSER
muestra a hélices
importantes para la union
del FAD.

Figura 32. Modelo de
monémero de AOxXx con FAD
embebido rodeado de a hélices
que estabilizan la unién (el
modelo fue obtenido por el
software I-TASSER)
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Se concluye que la reconstitucion con la apo-enzima obtenida por medio
del método de ensayo acido no es viable, esto también indica que existen
diferencias profundas entre esta enzima y las otras enzimas de la
familia GMC.

8.3 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE L.OS METODOS DE OBTENCION
DE APO-AOx Y DE LOS ENSAYOS DE RECONSTITUCION.

Se aplicaron distintos tratamientos para alcanzar la desflavinizacion de
la AOx y posteriormente se buscé la reconstitucion las apo-AOx
obtenidas de cada ensayo. En la tabla 3 se muestran los tratamientos
aplicados durante el desarrollo de esta tesis asi como otros trabajos
previos reportados en la literatura. Si bien los ensayos realizados con la
AOx para obtener apo-AOx y lograr reconstituir su actividad han sido
muchos, hasta el momento solo el ensayo de Minccey (1980) parece
haberlo logrado la obtencidon de apo-AOx reconstituible por medio de
desnaturalizacion con KBr y urea.

En este trabajo, los ensayos con KBr y urea no permitieron obtener apo-
AOx activa, ademas de que el método el método empleado no
proporcion6 mayor informacion, excepto que la enzima pierde
practicamente un 100% de la actividad, probablemente porque la
desnaturalizacion es total. Esto difiere de lo reportado por Mincey et al
en 1980 quien logro reconstituirla en columna usando 2 mM de FAD, en
el caso del presente trabajo se intentd reconstituir la apo-AOx con
relaciones 1/10 de AOx contra FAD, aun asi no se observo reconstitucion.

De igual manera los resultados (descritos anteriormente) con los
ensayos en B-mercaptoetanol y 30% glicerol a pH 1.7, no permitieron la
obtencion de apo-AOx que posteriormente fuese reconstituida. Aparte
de Mincey et al (1980), hasta el momento nadie mdas ha reportado la
reconstitucion de AOX.
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Tabla 3. Comparacidn de diversos estudios realizados sobre la AOx para produccion de
apo-enzima y su subsecuente ensayo de reconstitucion.

AGENTE
CAOTROPICO

CONDICIONES DE
RECONSTITUCION
(en amortiguador
de fosfatos 100 mM,
pH 7.5)

OBSERVACIONES REFERENCIA

KCN 6 mM con 5 mM de FAD Sin KCN los (Evers, et al.
80% glicerol 47 uM de AOx mondémeros se 1995)
AOx/FAD 1:100 oligomerizan
espontaneamente
Dimetil Se observa pérdida (Visser, et
sulfoxido al 50% 6 uM de AOx de la estructura al. 2007)
pH7.5 secundaria del
(No reportan monémero
relacion de FAD)
KCN 6 mM No reportan Disociacion in vivo (Van Der
del FAD de los Klei et al.
monoémeros no se 1991)
observa
reasociacion con el
FAD
Urea 6M y KBr 2 mM FAD (en 50% actividad (no (Mincey et
35M columna) hay mas evidencia al. 1980)
55 yM AOx que soporte el
AOx/FAD 1:36 dato)
13- 100 yM FAD 20%-50% AOx (Kumary
mercaptoetanol 10 pM Aspergillus terrus Goswami
0.74M AOx/FAD 1:10 2009)
pH?7.5
- 0.1 y1 mM FAD No se observa En este
mercaptoetanol 10 pM AOx recuperacion de la estudio
147M AOx/FAD 1:10 actividad
AOx/FAD 1:100
pH 1.7 glicerol AOx/FAD 1:10 Se observa para la En este
30% AOx/FAD 1:100 relacién 1:1000 el estudio
AOx/FAD 1:1000 1% de actividad
pH 7.5
Urea 6M y KBr 3.5 2 mM FAD (en No se observa En este
M columna) recuperacion de la estudio
(100-500 yM AOXx) actividad
AOXx/FAD 1:20
pH 7.5

52




8.4 ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE LA INTERACCION ENTRE LA
AOx Y LA MOLECULA DE 4-AZIDOANILINA.

Se decidié realizar un estudio espectrofotométrico de la AOxX con 4-
azidoanilina para elucidar si la AOX tiene afinidad a esta molécula, de
manera similar a la que presenta con la azida de sodio. Ademas, se
decidi6 evaluar el grado de asociacion del ligando 4-azidoanilina con la
AOx.

El ensayo de afinidad se practico con 5 yM de AOxX (calculd en base al
monomero) utilizando concentraciones de 0 a 47 mM de 4-azidoanlina e
incubdndola con AOX por 12 horas. Los espectros de la fig 32.1 muestran
el aumento de la absorbancia en la medida que se la AOX se incub6 con
mayores concentraciones de 4-azidoanilina. Se eligié la absorbancia a
450 nm para seguir la formacion del complejo de la 4-azidoanilina con la
AOx y a los espectros de la fig. 33.1 se les resto los espectros de la 4-
azidoanilina sin AOX.

En la fig. 33.2, se presenta el grafico con los valores de absorbancia a 450
nm, las absorbancias de la curva muestran un claro comportamiento
asintotico con respecto a las concentraciones de 4-azidoanilina usadas
en las incubaciones, se obtuvo una constante de disociacion Kq de 17.3
+4.8 mM por medio de un ajuste tipo Michaelis, lo que sugiere que la
afinidad por este ligando es baja, sin embargo este es valor es similar al
que se calculo con los datos de Hopkins 1984, el cual correspondia a 47.5
mM. Estos valores son 17 y 47 veces mas grandes que los
correspondientes al metanol, por lo que la 4-azidoanilina y la azida no
son sustratos de la AOx ya que la afinidad de la AOx por estos es muy
baja, en todo caso estas moléculas son ligandos que se unen de forma no
competitiva al sitio activo de la enzima.

Estos resultados sugieren que la 4-azidoanilina puede ser utilizada para
orientar la AOXx sin correr el riesgo de que desactive o inhiba su
actividad, el ligando natural azida de sodio es un inhibidor de tipo no-
competitivo de la enzima (Hopkins y Muller, 1987), esperamos que la
baja afinidad observada sirva para orientar la enzima de cara al
electrodo y aun permita la entrada del sustrato (metanol o etanol) al
sitio activo para poder ser oxidado. La elucidacidon de la interaccion de
la 4-azidoanilina requerird de mas estudios como la cristalizacion de la
enzima con el ligando para entender con que parte de la molécula del
FAD interactua.

Recientemente el grupo de Goswami desarroll6 una estrategia similar,
en su caso ellos desplegaron parcialmente con microondas a la AOx y e
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insteraron la molécula de Ferroceno. Esto les ha permitido aumentar en
un 30% la actividad de la AOX con respecto a la AOx sin modificar y lo
han usado para un sensor acoplado con peroxidasa de rabano
(Chinnadayyala, et al., 2014).

De manera que el siguiente paso es probar el ligando 4-azdioanilina en
un electrodo inmovilizando la AOx. Se busca ratificar que la AOx quedé
orientada de cara al electrodo, oxide su sustrato (metanol, etanol o algun
otro alcohol de cadena corta) y que la orientacion permita una
transferencia directa de electrones al electrodo.
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Figura 33.1. (A) Espectros de absorcion de AOx con distintas concentraciones de 4-azidoanilina (mM): (a) 0, (b) 6, (c) 12, (d) 23 y (e) 47.
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Figura 33.2. (B) Curva de ajuste tipo Michaelis-Menten para los datos de los espectros con 4-azidoanilina tomando la absorbancia a 450 nm.
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8.5 CARACTERIZACION DE 4-AZIDOANILINA POR VOLTAETRIA CICLICA.

Se decidi6 inmovilizar covalentemente a la molécula de 4-azidoanilina a
un electrodo de grafito, como se explico en la seccion de materiales y
métodos. Para evaluar el electrodo funcionalizado se procedio con
voltametrias ciclicas a 50 mV s™ en amortiguador de fosfatos 100 mM a
pH 7.5. Todo esto con la finalidad de saber si la molécula de 4-
azidoanilina posee un pico redox distintivo.

Los resultados de las voltametrias revelaron un comportamiento que no
fue estable, ya que hubo decaimiento de 15 mA/cm? (fig. 33 seccién A) a 5
mA/cm? (fig. 33 seccién b). Es probable que esto se haya debido a la foto-
sensibilidad de la molécula (Park et al., 2013), lo que hace que el
comportamiento de esta decaiga después de las mediciones. En la fig. 34
se observa que la molécula es poco estable en el electrodo, ya que varian
las lecturas que se obtuvieron en distintas voltametrias, pero hay una
activacion que eleva las corrientes en el orden de mA/cm?. Se hicieron
pruebas para corroborar la reactividad de esta molécula ante el etanol y
metanol, pero no se encontré oxidacion (estos graficos no se muestran
en este documento).
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Figura 34. Voltametrias ciclicas con 4-azidoanilina. En la curva A el comportamiento de
un electrodo después de 1 ciclo. Curva B después de 80 ciclos el comportamiento es
similar pero ningun pico es perceptible al adicionar alcoholes de cadena corta.
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En los electrodos de grafito no se observo reaccion con el metanol ni con
el etanol, el pico de oxidacion de la 4-azidoanilina se caracterizo por ser
un inestable, lo cual no es del todo raro debido a la reactividad de la
molécula.

8.6 EVALUACION DEL CONTATO ELECTRICO ENTRE LA AOx Y
ELECTRODO CON 4-AZIDOANILINA POR MEDIO DE VOLTAMETRIA
CICLICA.

Después de haber evaluado la 4-azidoanilina por voltametria, se realizo
la inmovilizacion de la AOx en los electrodos de grafito funcionalizados
con 4-azidoanilina. En la fig. 34 se presentan los resultados que se
obtuvieron al evaluar los electrodos con 4-azidoanilina+AOx (el
procedimiento de inmovilizacion se indica en la seccion de materiales y
métodos), mediante voltametrias a 50 mVs' en solucién amortiguadora
de fosfatos, con 100 uM de metanol y en atmosfera de Nj.

Se observod una respuesta debido al aumento de los picos de oxidacion y
reduccion en presencia de 100 pM de metanol, el pico es distinguible a
100 mV vs. SCE, la existencia de el pico de oxidacion-reduccion indica un
par reversible.

En la fig. 35 se muestra un aumento en la densidad de corriente de 10
mA/cm? en la curva en presencia de metanol 100 uM con respecto a la
curva con amortiguador de fosfatos, esto indica que el electrodo es
activo en presencia de metanol, el cual es el sustrato con el que la AOX es
mads activa. Es relevante sefialar que estos experimentos se realizaron
en atmodsfera de Ny, por lo que el aumento en las curvas es debido a una
transferencia directa de electrones de la AOx al electrodo y no por la
presencia de alguna otra especie oxidante producto de la actividad de la
AOx inmovilizada.
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Figura 35. Grafico de la Voltametria de un electrodo de AOx+4-azidoanilina, en
amortiguador de fosfatos 100 mM a pH 7.5 y en presencia de 100 pM de metanol.

Este efecto se ratifico utilizando distintas concentraciones de metanol y
cuantificando el aumento en la corriente producida. Se wusaron
concentraciones de 0 a 1 mM de metanol, observandose nuevamente el
aumento de corriente en la region de 0 a 100 mV vs. SCE. En este caso se
observo que el aumento de la corriente no es proporcional con el
incremento en la concentracion de metanol. El efecto es mds notorio, si
se toma en cuenta la linea base (azul), sin metanol, hasta 1 mM de
metanol (verde) (fig. 36).
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Figura 36. Grafico de las voltametrias realizadas en el electrodo de AOx+4-azidoanilina
con concentraciones crecientes de metanol.

El pico de o¢xido-reduccion alrededor de los 100 mV vs. SCE era
esperado, ya que la ADH-PQQ oxida los alcoholes de cadena corta en ese
potencial (Aquino Neto et al., 2013) y la AOx inmovilizada en nanotubos
sobre un soporte de oro muestra un pico reversible a 200 mV vs. SCE
(Das y Goswami, 2013). Sin embargo, no se pudo probar concentraciones
mayores debido a que el electrodo no genera mas corriente cuando se le
agrega mas metanol.

Uno de los problemas de esta estrategia de inmovilizacion es la
incubacion de la 4-azidoanilina, la cual se practica directamente en el
electrodo, lo cual puede dar lugar a una adsorcion inespecifica, ademas
de que no permite observar los picos de forma reproducible, por lo que
se necesita controlar de otra manera la cantidad de ligando
inmovilizado en la superficie. Los problemas de adsorcion y poco
control sobre la cantidad de ligando inmovilizado derivan en problemas
en la trasferencia de electrones entre la enzima y el electrodo, ya que lo
que se buscaba es que la enzima reconociera al ligando y se orientara de
cara al electrodo, pero esto no esta ocurriendo de forma reproducible.

Ademas es probable que no todas las moléculas de 4-azidoanilina en el
electrodo estén disponibles espacialmente para que la AOX reconozca al
ligando, ya que es posible que el FAD se encuentre sumamente
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embebido en la proteina como se mostrd en el modelo del mondémero de
AOx obtenido por I-Tasser en la seccion de antecedentes.

Los estudios electroquimicos previos a este trabajo validan el hecho de
que se necesita contactar fisicamente el FAD en la AOx con nanotubos
de carbono (Das y Goswami, 2013).

La estrategia de inmovilizar la AOX en nanotubos de carbono multicapa
(MWCNT) puede representar una alternativa que permita reproducir de
forma constante los resultados mostrados anteriormente, ya que por sus
propiedades conductivas pueden mejorar la transferencia de electrones.
Ademas, si el material es derivatizado con la 4-azidoanilina la enzima
puede reconocerlo y de esta manera se facilite la transferencia de
electrones del sitio activo al electrodo.

8.7 TRANSFERENCIA DIRECTA DE LA AOx AL ELECTRODO CON
NANOTUBOS MODIFICADOS CON 4-AZIDOANILINA.

En la fig. 37, se reportan los graficos de las voltametrias
correspondientes a: la AOx orientada sobre la 4-azidoanilina en MWCNT
con nafion (AOx-MWCNT-ANA-Nf) (rojo), la AOx adsorbida solo con
nafion en el electrodo de grafito (AOx-Nf ) (azul), la AOx con MWCNT y
nafion (AOx-MWCNT-N{f) (negro) y de la 4-azidoanilina en los MWCNT
con nafion (MWCNT-ANA-N{f) (verde). Todos los experimentos fueron
realizados en solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM a pH 7.5. En
los parrafos siguientes se describe la respuesta electroquimica de cada
uno de los electrodos antes mencionados de acuerdo con lo observado
en la fig. 37.

El electrodo AOx-Nf fue utilizado como control para observar los picos
redox de la enzima. Este procedimiento se ha hecho antes para otros
soportes de carbono (grafito pirolitico, o carbon reticulado) y con
enzimas con centros redox mas expuestos como la hidrogenasa y la
lacasa obteniendo buenos resultados (Krishnan y Armstrong, 2012).

En las voltametrias del electrodo AOx-Nf, se observaron dos picos redox
uno a -500 mV y otro a -250 mV vs. SCE, lo cual puede entenderse como
dos transferencias de un solo electron, de forma tipica se espera
encontrar una doble transferencia a -500 mV vs. SCE ya que es lo
reportado para el FAD libre y para el FAD embebido en enzimas como la
GOx. La voltametria de AOxX-Nf es similar a simulaciones del FAD en
procesos de transferencia de un electron con dos pares redox (Smith et
al., 2003) y a procesos de transferencia de un electron observados en
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semiquinonas estabilizadas por bacterias utilizando FMN como
mediador (Okamoto et al., 2013)

Un control mds es el electrodo ANA-MWCNT-NT, el cual tiene una capa
de activacion alta de hasta 0.009 A, en el acercamiento se distingue un
pico de oxidacion a -150 mV vs. SCE, el cual, como se mostrard y
discutird mas adelante, fue sensible a los alcoholes.

El electrodo AOx-MWCNT-ANA-Nf que contiene la AOXx orientada,
mostrdé un pico redox desplazado con respecto al electrodo AOx-Nf a un
potencial mds positivo de -63 mV vs. SCE, lo que indica que hay un efecto
por la presencia de la 4-azidoanilina. Este pico genera mas corriente que
todos los demas electrodos y es un indicador de que el proceso de
orientacion de la enzima no muestra tan claramente los dos picos a -250
y -500 mV vs. SCE.

Por otro lado, el electrodo AOX-MWCNT-NT{ sin orientacion molecular no
muestra buena respuesta a la voltametria ciclica. La voltametria AOx-
MWCNT-NT{, no alcanzan a mostrar bien su pico de 6xido-reduccion, esto
difiere de lo reportado por Das y Goswami (2013), donde hay un par de
redox a 220 mV vs. Ag/AgCl, sin embargo en su caso la matriz era de oro
con nanotubos de carbono. La inmovilizacion reportada aqui se realizé
después de que los nanotubos se incubaran por 12 horas con la AOx y es
posible que la compatibilidad con estos no sea buena, por lo que no se
acercan del todo al centro redox de la AOX.
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Figura 37. Voltametrias ciclicas de las distintas variantes de electrodos con acercamiento
de los picos redox, amortiguador fosfatos100 mM (pH 7.5) en atmdsfera de N,
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Después de haber obtenido las voltametrias de los distintos electrodos,
se procedi6 a agregar metanol a cada uno de los electrodos siguiendo la
respuesta en los picos redox identificados previamente. En la fig. 38 se
muestra la respuesta del electrodo AOX-MWCNT-Nf, el electrodo
presenté poco aumento de corriente con el metanol alimentado, sin
embargo hay generacion de corriente conforme se aumenta las
concentraciones de metanol de 0 a 213 mM de metanol. Es probable que
el FAD en la AOx no fuera bien contactado por los nanotubos, debido a
que no hay un pico caracteristico, se optd por tomar el potencial de 78
mV vs. SCE como potencial de respuesta , pero se pudo haber usado
algun otro pico por encima de 0 volts. Los resultados presentados en la
fig. 37 sugieren que aun cuando no hay un par redox distintivo si hubo
oxidacion de metanol por la actividad de la AOx, ya que si hay aumento
de la densidad de corriente, de manera que la generacion de corriente
pudo deberse a procesos de transferencia indirecta de la AOx hacia los
nanotubos.

1.5

=

0.5

(mA/cm?)

=1

0

0.5
1 7

[Metancl] mM
—0
— 6
— 12
—— 30
36
----55
- 82

2 F / f s a3

| /e 1Y

1 1 Ladly 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1
TG 08 070605 0403 901 0 01 07 03 0405 08 07 08 09

& 2 v

15[ /) /

Densidad de corriente

2.5

Diferencia de potencial (Volts)

Figura 38. Voltametrias de AOx-MWCNT-Nf con distintas concentraciones de metanol,
amortiguador de fosfatos 100 mM (pH 7.5) en atmosfera de N.

Para el caso del electrodo ANA-MWCNT-Nf se muestran las voltametrias
en la fig. 38. Como puede apreciarse, hubo generacion de corriente
eléctrica cuando se agregé metanol de forma creciente. El electrodo
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poseia un pico de oxidacion a 100 mV vs. SCE y se utilizaron
concentraciones de 0 a 213 mM de metanol para analizar la respuesta
del electrodo.

Las razones detras de la capacidad oxidativa de la 4-azidoanilina unida
covalentemente a los nanotubos de carbono no quedan del todo claras.
Sin embargo, es posible que hubiera un tipo de sinergia entre la
reactividad de la 4-azidoanilina en los nanotubos donde el nafién pudo
haber estabilizado a la molécula. Una vez que el electrodo fue
polarizado pudieron presentarse mecanismos que permitieran la
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Figura 39. Voltametrias ciclicas de la ANA-MWCNT-Nf con distinta concentraciones de
metanol, amortiguador fosfatos 100 mM m a pH 7.5 atmosfera N,.

El comportamiento del electrodo AOX-MWCNT-ANA-NT se reporta en la
fig. 40. Este electrodo, el cual contiene la AOx orientada sobre la 4-
azidoanilina, produjo las corrientes mas altas. Se produjeron corrientes
de hasta 20 mAcm™ y se observé de forma clara el aumento de corriente
conforme se incremento la concentracion de metanol con una respuesta
eléctrica alta y con un pico maximo a -63 mV vs. SCE. En el acercamiento
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de la voltametria se muestra claramente el aumento del pico a -63 mV
vs. SCE y un pequefio “hombro” a -550 mV vs. SCE.

A partir de las curvas de la fig. 40 se calculd la cantidad de proteina
orientada, en funcion de la carga en Coulombs considerando una
transferencia de 2 electrones en el pico maximo de -63 mV vs. SCE en la
solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM a pH 7.5. Se estimd que la
proteina inmovilizada en el electrodo equivale 2.8 nano moles, lo cual
supera por 0.8 nano moles a la estimacion de 2 nano moles
inmovilizados (calculando que los mondmeros de AOX son activos)
determinados por Bradford de la solucion de proteina.

~Fn c
Fn 192960%/, .,

Dividiendo la corriente maxima en el pico de -63 mV vs. SCE entre la
carga en Coulombs de este pico se obtuvo una estimacion de la constante
de transferencia K; que fue de 0.98+0.15 s™.

AH’.‘(IY
K =
0

Los resultados obtenidos partir de la carga en Coulombs, indican que
toda la proteina estd orientada sobre el electrodo cuando la matriz de
nanotubos es funcionalizada con 4-azidoanilina. Los resultados de Das 'y
Goswami (2013) revelaban que un 80% de la proteina utilizada estaba
orientada y que su constante de transferencia de electrones K;
correspondia 1.69 s™. Por lo que hasta el momento la informacion
obtenida es coherente, mas aun si se toma en cuenta que se utiliz6 un
soporte heterogéneo como el grafito SIGRACET. No existen mas reportes
en los que se calcule la transferencia para la AOx en electrodos por
transferencia directa de electrones o la proteina orientada como en el
trabajo del grupo de Goswami y el presentado en esta tesis.
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Figura 40. Voltametrias ciclicas de la AOx-ANA-MWCNT-Nf con distinta
concentraciones de metanol, solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM a pH 7.5
atmosfera N,.

De los resultados de las figs. 38 a 40, se genero la fig. 41, donde puede
observarse que el electrodo de AOX-MWCNT-ANA-Nf (azul) es el que
produce la mayor respuesta y corriente ante el metanol. Como se
menciono antes, el electrodo AOXx-MWCNT-Nf (verde) no poseia un pico
de oxidacion distinguible, pero la enzima realiz6 transferencia en los
nanotubos, tal como se observa en la figura 41. Por otro lado, la 4-
azidoanilina en el electrodo ANA-MWCNT-Nf (rojo) de igual manera
produce una respuesta pero no con la intensidad ni sensibilidad del
electrodo orientado AOX-MWCNT-ANA-NTf. Las 3 curvas se obtuvieron al
restar la corriente eléctrica de fondo producida por los electrodos en
solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM a pH 7.5. De manera tal que
la corriente en pA/cm2 graficada contra la concentracion de metanol, es
solo producto de la actividad de los electrodos sobre el metanol.
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Figura 41. Curvas de saturacion de electrodos con nanotubos. Dependiendo donde se
dio el pico redox para cada uno de ellos, a distintas concentraciones de metanol.

En la Tabla 4 se resumen las constantes obtenidas a partir de la figura
40. Se calculd la constante de disociacion como Kg, la corriente maxima
generada como Anax V 1a sensibilidad como la razon de Kg/Amax.

La afinidad del electrodo ANA-MWCNT-N{ por el metanol fue alta de 6
mM, pero la corriente maxima del electrodo fue baja siendo sélo de 150
wA cm. Esto contribuyé a que el electrodo tuviera una sensibilidad de
25 pA cm “mM . El electrodo AOX-MWCNT-Nf no es tan sensible al
metanol con una Ky de 82.44 mM y una sensibilidad de 5 pA cm ZmM 1,
sin embargo el electrodo genera 384 pA cm™, lo que es mas corriente que
la generada por el electrodo ANA-MWCNT-Nf (el cual contiene la 4-
azidoanilina sin enzima). Por ultimo, el electrodo AOX-MWCNT-ANA-Nf
(AOx orientada), produjo la mayor Anax con aproximadamente 700 pA
cm? y la mayor afinidad con 2.9 mM con respecto al metanol, por lo que
también fue el mas sensible, siendo 10 veces mas sensible que ANA-
MWCNT-N{fy 50 veces mas sensible que AOX-MWCNT-NT.

Es probable que AOXx-MWCNT-Nf no tuviera tanta afinidad por el
metanol, debido a la mala orientacion de la AOx sobre los nanotubos y
que ANA-MWCNT-NTf fuera sensible por la reactividad de la molécula,
pero no capaz de generar mads corriente debido a que no hay forma de

que sostenga la actividad oxidativa sobre el metanol. Por lo que el
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electrodo con AOx orientada AOX-MWCNT-ANA-Nf, generard mayor
corriente producto de la orientacion de la AOx sobre la 4-azidoanilina.

Tabla 4. Pardametros obtenidos de la fig. 31 para los tres electrodos.

Ka Anmax Sensibilidad
(mM) (nAcm? (uA cm?®>mM?)
AOx-MWCNT-ANA-Nf 2.9 698 243.7
AOx-MWCNT-Nf 82.4 384 4.7
ANA-MWCNT-Nf 6.0 150 25

8.8 CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE ALCOHOLES DE
CADENA CORTA CON ELECTRODO DE AOx-4AZIDOANILINA.

A partir de los resultados obtenidos en las voltametrias anteriores, se
decidio evaluar la actividad de la AOx en los electrodos del tipo AOx-
MWCNT-ANA-Nf con metanol y etanol.

La curva de ajuste representativa de AOXx-MWCNT-ANA-Nf{ (fig. 41) con
etanol alimentado, en concentraciones crecientes. Los datos se
obtuvieron por el pico de -63 mV vs. SCE en voltametrias a 50 mVs™.

A 60 mM de etanol el electrodo ya ha alcanzado la saturaciéon con una
corriente maxima de saturacién de 897.5 +60.9 uyAmperes/cm® La
constante de disociacion (Kd) calculada a partir del ajuste es de 6.6 +1.8
mM.

Estos resultados son consistentes con el electrodo de AOx reportado por
(Barsan y Brett, 2008), el cual se reporta una Kq de 2 mM para el etanol.
Lo que indica que el electrodo reportado en esta tesis tiene una buena
afinidad por el etanol y puede servir como bio-sensor, ademas de tener
aplicaciones de generacion de corriente eléctrica en una celda
enzimatica.

67



1000

£ 800 e
% .
>
= /
= 600 - yd
= rd
a 4
& //
=
= 400 < /
s B L
= 't
= 4§
= w0
= }
0 " T T T
0 20 40 60

i':nnlme]
L LU VI ll“l"]

Figura 42. Ajuste de la respuesta de AOX-ANA-MWCNT-Nf con distinta concentraciones
de etanol, solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM a pH 7.5 atmdsfera Ns.

De la misma manera que para el etanol, se realizo el ajuste de las curvas
de respuesta de los datos obtenidos por voltametria ciclica del electrodo
AOX-ANA_MWCNT-Nf con metanol utilizando voltametrias a 50 mV s™.
La fig. 43 corresponde al ajuste del electrodo AOx-ANA_MWCNT-N{f
alimentado con metanol como sustrato en donde puede observarse que
antes de 50 mM el electrodo comienza a saturarse. Las constantes
obtenidas a partir del ajuste, es una constante de disociaciéon Kd de 4.9
+1.4 mM y una Amax de 667 +32 pAmperes/cm?.

No existen datos reportados para la AOX inmovilizada en un electrodo
para convertir metanol a formaldehido. Sin embargo, el metanol y
etanol en una aplicacidbn como una celda no serian tan facilmente
indistinguibles para la enzima como sustratos, ya que el electrodo puede
oxidar ambos sustrato.

Por otro lado, si la aplicacion es desarrollar un sensor, las curvas son
diferentes pero seria dificil distinguir entre una mezcla de ambos
sustratos y evidencian la similitud que hay entre los dos sustratos, 1o que
indica que el electrodo puede ser usado indistintamente para oxidar
metanol y/o etanol.
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Figura 43 Ajuste de la respuesta de AOX-ANA-MWCNT-NT con distinta concentraciones
de metanol, solucién amortiguadora de fosfatos 100 mM pH 7.5.

Es importante sefialar que el electrodo podria ser miniaturizado para
servir como un sensor de alcoholes de cadena corta en especifico de
etanol, ya que la sensibilidad de este es alta comparado con los
electrodos que funcionan con determinacion del peroxido producido
por la enzima.

8.9 CELDA AOx VS. PLATINO.

Para evaluar las diferencias en la generacion de corriente y potencia se
optd por realizar pruebas con un electrodo que no limitara ninguna de
estas ultimas, el electrodo consistio en un catodo de platino de 2.5 x 3 cm
conteniendo Pt al 75% en un soporte de carbon Vulcan. Las pruebas
fueron realizadas después de la estabilizacion del circuito abierto de las
celdas de manera que pudieran generar la maxima corriente y potencia
posible. La cdmara anddica fue burbujeada constantemente con N y la
camara catodica con O;. Los sistemas se evaluaron el mismo dia y a la
misma temperatura y las pruebas se realizaron en una concentracion
saturada de metanol 300 mM. Los disefios de celdas enzimadticas son
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optimizables, ya que las configuraciones pueden variar mucho segun
sea el caso (Katz et al., 1999).

En la figura 44.1 se reportan las curvas de voltaje contra corriente para
los electrodos: AOX-MWCNT-Nf (azul), ANA-MWCNT-Nf (rojo), AOx-Nf
(verde), AOX-ANA-MWCNT-Nf (morado), en una celda de combustible
enzimatica hibrida.

Como se muestra en la fig. 44.1, los electrodos de AOx: AOx-Nf y AOx-
MWCNT-Nf generan corriente eléctrica, siendo el de mayor corriente en
corto circuito el electrodo AOX-Nf con cerca de 500 pA/cm?* y sélo 200
uA/cm2 para el AOx-MWCNT-NTf. El electrodo con AOXx orientada, AOx-
ANA-MWCNT-NTf genera la mayor cantidad de corriente eléctrica a corto
circuito con 700 uA/cm? y la corriente neta del sistema es de 500 uA/cm?
a la potencia maxima. Sin embargo, ANA-MWCNT-N{ es capaz de oxidar
el alcohol y producir 400 uA/cm® en cortocircuito. Los voltajes que
alcanzan las celdas hibridas van desde 0.175 Volts para la AOX-MWCNT-
NF vs. Pt hasta 0.22 Volts AOX-ANA-MWCNT-Nf vs. Pt.

Para saber la potencia generada por los electrodos en la celda hibrida de
platino contra AOX, se grafica el producto del voltaje por la corriente, de
forma que se obtiene la curvas de potencia. En la fig. 44.2 se reportan las
curvas de potencia para los mismos electrodos que en la fig. 43.1. Es
importante sefialar que ANA-MWCNT-NT es capaz de oxidar el alcohol a
20 uW/cm?, esta potencia es tres veces menos de lo generado por AOx-
ANA-MWCNT-NT, el cual alcanza 60 uW/cm? siendo una potencia dos
veces mas alta que la AOX-Nf (36 uW/cm?) y 4 veces mas que AOx-
MWCNT-Nf (14 uW/cm?).

Se demuestra que AOxX-ANA-MWCNT-Nf genera la mayor cantidad de
corriente en corto circuito (700 pA/cm?), con una corriente maxima
operativa de 500 pA /cm*a 60 uW/cm? 1o cual es superior que la mayoria
de las celdas reportadas en las que el &nodo o catodo fue fabricado con
nanotubos de carbono. Dichos sistemas alcanzan corrientes maximas
de 200 pA/cm? y potencias de 30 uW/cm? (Meredith et al., 2011; Aquino
Neto et al., 2013). Sin embrago, nuestros resultados son inferiores a los
reportados por Addo et al. (2010), quienes utilizaron ADH y alcanzan
hasta 544 pA/cm” de corriente con 136 uW/cm?® de potencia, en un
sistema nafiéon modificado y NAD" absorbido en electrodo de grafito.

Es importante mencionar que el electrodo sin enzima ANA-MWCNT-Nf
es capaz de oxidar el alcohol y producir 200 pA/cm?* a 20 uW/cm?, si bien
no se entiende las razones que puedan llevar a este sistema a oxidar el
alcohol pudiera ser un mecanismo de auto-oxidacion.
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Es de notar también que la AOx-Nf genera corriente y potencia 500 pA
jem* a 30 pWj/cm? esto es coherente con los reportes de enzimas
absorbidas que realizan la transferencia de electrones al electrodo por
distintos mecanismos (Kowalewska y Kulesza, 2012). Hasta aqui se
demuestra que la AOXx inmovilizada sobre la 4-azidoanilina en los
nanotubos produce una mayor orientacion y por ende se observa mas
potencia en el electrodo que en las demas variantes realizadas durante
este trabajo.
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Figura 44. (1) Curvas de polarizacién a 10 mVs’l, (2) Curvas de potencia calculadas partir de las curvas,

pruebas realizadas con 300 mM de metanol.
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8.10 CELDA AOx VS. LACASA.

Como se ha visto hasta ahora, la enzima AOX es una enzima compleja
para inmovilizar ya que los ensayos de reconstitucion no han podido ser
elaborados con éxito. En vista de lo anterior, la estrategia de unir
covalentemente la 4-azidoanilina a los nanotubos permite la orientacion
de este ligando hacia el FAD embebido en la enzima. El electrodo de AOx
orientada AOX-ANA-MWCNT-Nf fue evaluado contra un catodo de
platino, sin embargo el objetivo del presente trabajo es el disefio de una
celda completamente enzimatica, por lo que en esta seccion se describe
el trabajo realizado con la AOx orientada en el &nodo y lacasa orientada
en el catodo utilizando la inmovilizacion reportada por (Martinez-Ortiz
etal, 2011).

Para evaluar la celda en las mejores condiciones para las dos enzimas se
utilizé6 la soluciéon amortiguadora, en la que ambas presentan su
maxima actividad; fosfatos pH 7.5 (100 mM) para la AOx y succinatos pH
4.5 para la lacasa (Martinez-Ortiz, et al., 2013). Se evaluaron los dos
sustratos de la AOx etanol y metanol por voltametrias y en la celda de
combustible enzimatica con catodo de piatino.

Como puede apreciarse en la fig. 45, la celda que genera mas corriente y
potencia es la celda que empleo metanol alcanzando los 60 uW/cm?, esta
potencia es similar a la obtenida con varios sistemas enzimaticos
(Meredith, et al., 2012). La celda obtuvo un OCP mayor que con el catodo
de platino, el OCP del sistema enzimatico es de 550 mV lo que es
coherente con la literatura (Sundmacher, 2010), aunque la corriente
generada fue de 180 pA/cm?, es decir una baja densidad de corriente
con respecto al catodo de platino 8.75 cm?, probablemente debido a que
hay mas sitios activos en el electrodo de platino, ademas de que era de
mayor area que el electrodo de lacasa de 1 cm?.

Se obtuvieron las curvas de la celda enzimatica de AOX-ANA-MWCNT-N{
vs. Lacasa, con metanol y etanol (fig. 45). Se muestran las lineas solidas
para el metanol como sustrato en la cdmara anoddica y las lineas
punteadas corresponde al etanol como sustrato. La curvas
polarimétricas son para metanol (verde) y etanol (azul), las curvas de
potencia son para el metanol (morado) y etanol (rojo). La celda alcanza
0.5 volts de circuito abierto, tanto en etanol como en metanol (curvas
verde y azul). Sin embargo, la corriente a corto circuito difiere por cerca
de 50 pA/cm? siendo la celda con metanol la que alcanza la mayor
corriente a corto circuito: 250 pA/cm?.
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En lo referente a potencia, el metanol es el mejor sustrato para la celda
AOx-ANA-MWCNT-Nf vs. Lacasa, debido a que se supera los 60 uW/cm?,
esto es 50% mads potencia con metanol que con etanol (40 uW/cm?). Para
una celda completamente enzimadtica los resultados son prometedores
ya que en el caso del metanol, la potencia es practicamente la misma
que con los experimentos realizados utilizando el catodo de platino.
Desafortunadamente la celda de AOx-ANA-MWCNT-Nf vs. lacasa,
produce menos corriente que el sistema con catodo de platino.

En el caso de ambos sustrato la celda AOX-ANA-MWCNT-NT vs. lacasa,
tiene una eficiencia del 40%. Esta eficiencia se calculé como se muestra
en la férmula siguiente:

P

max

eficiencia= COS+VCA

Donde VCA es voltaje a circuito abierto, CCS es corriente a corto circuito
y Pmax €s 1a potencia maxima obtenida experimentalmente.
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Figura 45. Celda AOX-ANA-MWCNT-Nf vs. lacasa, la linea punteada es metanol como
sustrato y la linea solida es etanol, la cAmara anddica se encontraba en atmdsfera de N,
y la catddica en atmdsfera de O,.

Los resultados obtenidos con esta celda enzimatica son cercanos en
términos de eficiencia a otras celdas, como el caso de la GOx vs.
Microperoxidasa, con eficiencia del 25% (Katz et al., 1999). Sin embargo,

74



en términos de corriente y potencia hay celdas que han alcanzando
hasta 1 mA/cm? y 200 pW/cm? (Deng et al, 2010). Probablemente la
cantidad de proteina empleada para fabricar sus electrodos sea una
ventaja, ya que mas proteina orientada genera mas corriente.

Por ultimo, se determiné la estabilidad de la celda AOX-ANA-MWCNT-Nf
vs. lacasa por medio de una resistencia de 450 Ohms conectada
externamente al circuito. Para realizar un monitoreo de la caida de
voltaje de la celda, de esta manera puede ser calculada la corriente por
la ley de Ohm. En la fig. 46 se observa la estabilidad de la celda AOx-
ANA-MWCNT-Nf vs. lacasa. El sistema comenzd con un maximo de
corriente de 100 pA y decayo hasta 20 pA después de 50 minutos.

A pesar del corto tiempo que la celda enzimatica AOX-ANA-MWCNT-Nf
vs. lacasa, generd corriente de forma constante, es de sorprender la
cantidad de corriente que la celda gener¢ inicialmente.
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Figura 46. Celda AOX-ANA-MWCNT-Nf vs. lacasa (la cAmara anddica se encontraba
en atmdsfera de N; y la catddica en atmdsfera de Oy).

Las razones detras del decaimiento de la generacion de corriente y la
falta de estabilidad del sistema son tema para estudios posteriores,
pero se podria empezar por disefiar un dispositivo que permita
disminuir las resistencias ¢hmicas, que mantenga mads cerca a los
electrodos de trabajo. Otra solucion que puede ayudar es inmovilizar
mas AOX en el &nodo de manera que se genere mas corriente durante
mas tiempo, ya que los trabajos con mayores cargas de enzima en los
electrodos han demostrado tener duraciones mas largas, las razones
detras de este fenomeno no estan bien elucidadas pero es posible que
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las moléculas de enzimas se desactiven de forma no simultanea o las
moléculas de enzima se estabilicen entre ellas y se desestabilicen mas
lentamente. Ya que de acuerdo a los trabajos reportados de la lacasa,
la enzima es muy estable en el catodo y permite la reduccion por
periodos de hasta 8 horas perdiendo poco de su actividad original
(Meredith y Minteer, 2012; Martinez-Ortiz et al., 2011 ).
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9. CONCLUSIONES.

Se disefid y se construyo una celda enzimdatica AOX-ANA-MWCNT-Nf
vs. lacasa que present6 un 40% de eficiencia y pudo oxidar alcoholes
por espacio de una hora, por lo que se concluye que la celda necesita
mas estudio ya que una hora, no se considera un tiempo de operacion
largo.

Se determiné que la 4-azidoanilina interactua con el centro redox de
la enzima, de manera similar al ligando “natural” azida de sodio,
produciendo un aumento de absorbancia en el espectro del FAD
embebido en la AOX, con una constante de disociacion Kq de 17.3 mM.
Aprovechando esta propiedad, se inmovilizo la AOX por medio del uso
de 4-azidoanilina como orientador, lo que permitié el disefio de un
electrodo sensible al metanol, con un pico de respuesta alrededor de
100 mV vs. SCE. Con el fin de alcanzar un disefio reproducible se opto
por usar nanotubos de carbono funcionalizado con 4-azidoanilina.
Fueron suficientes doce horas de incubacion para orientar el sitio
activo de la AOx hacia la 4-azidoanilina. De esta manera se
visualizaron dos transferencias de electrones en la zona de -500 mV y -
150 mV vs. SCE (en solucion amortiguadora sin agregar alcoholes), con
un potencial de oxidacion en los -63 mV vs. SCE.

Los resultados de la carga en Coulombs indican que todas la AOx
inmovilizadas en el electrodo ANA-MWCNT-Nf estan orientadas. El
electrodo molecularmente orientado de AOX mostro una constante de
transferencia de electrones obtenidos de la carga en Coulombs del
sistema es 0.98+0.15 s y estd acorde con lo reportado por Das y
Goswami en 2013 con AOx inmovilizada en nanotubos. El electrodo
orientado AOX-ANA-MWCNT-Nf tuvo una densidad de corriente de
500/uA cm?” y una densidad de potencia de 60 pW/cm?* en metanol 300
mM. Este fue el electrodo con el mejor rendimiento, de manera que se
demuestra que la orientacion permite aumentar la generacion de
corriente y potencia.
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10. PERSPECTIVAS.

Las variables a optimizar para obtener un mejor disefio son diversas y
merecen un estudio detallado. Probablemente habria que confirmar
por otros métodos la orientacion de la enzima de cara al electrodo,
para poder definir la relacion de nanotubos derivatizados con 4-
azidoanilina por moléculas de AOx (optimizacion de la carga de
enzima en electrodo).

El disefio de una celda que permita reducir las pérdidas por resistencia
ohmicas ayudaria a generar densidades de corriente y potencia mas
altas.

Para alcanzar una mayor estabilidad habria que elucidar cudles son
los mecanismos que hacen que el sistema decaiga en su
funcionamiento, estudios en otro tipo de superficies que puedan ser
llevadas a equipo de dicroismo circular especiales para entender mas
acerca de las secuelas que deja en la enzima la operacion constante
sobre el electrodo.

Estudios de impedancia permitirian entender mejor los fenémenos de
carga y resistivos en la superficie del electrodo, dando tal vez la pauta
para entender las causas de la desactivacion desde un punto de vista
del mecanismo(s) y electroquimico.

Por otro lado, una observacion relevante en este trabajo es lo que
parece ser dos picos de transferencia de electrones que
corresponderian a dos procesos acoplados de 1 electrén. Por lo tanto,
se deberia buscar mas evidencia que apoye o rechace lo que podria ser
un intermediario semiquinona, el cual no habia sido visto por
voltametria ciclica para esta enzima.

Probar inmovilizaciones en otros soportes menos heterogéneos podria
ayudar a entender mejor los procesos de transferencia de la AOX y
ayudar a mejorar los disefios de los electrodos.
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