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Resumen de la tesis que presenta Luis Angel Bojérquez Vazquez como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina.

Disefio de una celda de combustible enzimatica con bioelectrodos molecularmente orientados

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vdzquez Duhalt
Director de tesis

La demanda de fuentes de energia ambientalmente amigables ha motivado la investigacion y el desarrollo
de tecnologias para la obtencién de energia a partir de compuestos organicos. Una estrategia empleada
para la produccién de energia mediante sistemas bioelectroquimicos son las celdas de combustible
enzimaticas, las cuales tienen como potencial aplicacién el abastecer de energia a dispositivos médicos no
invasivos o implantables. El presente trabajo propone la construccion de una celda de combustible
enzimatica compuesta por un bioelectrodo anddico Au-Glucosa oxidasa o Au-Glucosa deshidrogenasa y
un bioelectrodo catiénico Au-Lacasa. Se propone la unidn racional de las enzimas con los electrodos por
medio de inmovilizacién molecularmente orientada para la eficiente transferencia directa de electrones.
La celda de combustible fabricada presentd un voltaje de circuito abierto de 0.55 V y generd una densidad
de potencia maxima de 0.328 mW/cm?a 0.26 V.

Palabras clave: Celda de combustible enzimatica, bioelectrodo, inmovilizacién molecularmente orientada,
transferencia directa de electrones.



iii
Abstract of the thesis presented by Luis Angel Bojorquez Vazquez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology.

Desing of an enzimatic fuel cell with molecular oriented bioelectrodos

Abstract aproved by:

Dr. Rafael Vdzquez Duhalt
Thesis Director

The demand of new and environmentally friendly energy sources has induced the research and
development of technologies for the energy generation from organic compounds. Among the strategies
for the production of energy by bioelectrochemical systems there are the enzymatic fuel cells, which have
several potential applications including as energy suppliers for non-invasive and implantable medical
devises. The present work proposes the construction of an enzymatic fuel cell composed of an anodic
bioelectrode containing Au-glucose oxidase or Au-glucose dehydrogenase and a cathodic Au-Lacasa
bioelectrode. It is proposed the rational attachment of the enzymes on the electrodes surfaces by
molecularly oriented immobilization for the efficient direct electron transfer. The manufactured fuel cell
showed an open circuit voltage of 0.55 V and generated a maximum power density of 0.328 mW/cm? at
0.26 V.

Keywords: Enzymatic fuel cell, bioelectrode, molecularly oriented immobilization, direct electron transfer.
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Capitulo 1. Introduccion

El desarrollo de celdas de combustible, sensores y circuitos que emplean componentes electrénicos y
moléculas bioldgicas es un drea de investigacién multidisciplinaria que ha progresado rapidamente en las
ultimas décadas (Willner, 2002; Rasmussen et al., 2016). Aunado a esto, la busqueda de nuevas fuentes
de energia que sean ambientalmente amigables ha incentivado la creacién de nuevas tecnologias para la
obtencidon de energia a partir de compuestos orgdnicos como glucosa, fructosa, sacarosa, etanol, metanol,

lactato, piruvato, glicerol, entre otros (Sokic-Lazic et al., 2010).

Una novedosa estrategia para la produccién de energia mediante sistemas bioquimicos y que ademas es
ambientalmente compatible son las celdas de combustible enzimaticas. En comparacidn con las celdas de
combustible que comUnmente utilizan catalizadores inorganicos, las celdas de combustible enzimaticas
emplean enzimas para catalizar la oxidacion o reduccidon de moléculas organicas cediendo los electrones

involucrados en la reaccién redox a un arreglo de celda de electroquimica (Figura 1).

1.1 Historia

La primera celda de combustible tiene su origen en 1839 y fue desarrollada por William Grove. Esta celda
electroquimica empleaba H, como combustible y O, como aceptor final de electrones, transformando la
energia de la reaccién quimica en energia eléctrica por medio de electrodos de platino como catalizadores.
La reaccion quimica producida en este tipo de celda produce agua, calor y trabajo eléctrico como

productos finales.

e’ e’

Sustrato ‘ Sustrato
reducido J4L reducido
. =>e e—> .
Enzimas Enzimas

[ —
Sustrato Sustrato
oxidado oxidado

/

Anodo Cétodo

Membrana de intercambio
de protones

Figura 1. Esquema general de una celda de combustible enzimatica.
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Desde que Grove sento las bases para el desarrollo de esta nueva tecnologia de produccion de energia
eléctrica, por lo que fue nombrado el padre de las celdas de combustible, el nUmero de prototipos y
dispositivos comerciales basados en celdas de combustible ha crecido exponencialmente, incluyendo el
aumento en su eficiencia y potencia en comparacion con baterias secas y motores de combustidn interna
(Sharaf y Orhan, 2014). Tan solo entre los afios 2008 y 2011 las ventas de celdas de combustible a nivel
mundial aumentaron 248% y se estima que el mercado global de esta industria gane 19,200 millones de
délares para el 2020, siendo Estados Unidos, Japdn, Alemania, Corea del Sur y Canada los principales

desarrolladores y comercializadores (Sharaf y Orhan, 2014).

Michael Potter y Barnett Cohen fueron los pioneros en el desarrollo de celdas de combustible que utilizan
compuestos orgdnicos para generar energia eléctrica. Ambos, en 1910y 1931 respectivamente, fabricaron
las primeras celdas de combustible microbianas, donde microorganismos se encargan de la oxidacion de
moléculas organicas y la liberacidn de los electrones resultantes al electrodo anddico. Este tipo de celdas
de biocombustible emplean los componentes basicos de una celda de combustible, solo que en el caso de
la cdmara anddica, ademds de contener el electrodo anddico, contiene los microrganismos en crecimiento.
En cambio, la camara catddica alberga el electrodo catddico que suele ser un catalizador metdlico, es por
esto que las celdas de combustible microbianas son consideradas celdas de combustible hibridas. Las
mayores potencias eléctricas generadas por celdas de combustible microbianas reportadas en la literatura
hasta el momento han sido 760 y 6,000 mW/m?, en las que se empleé la bacteria Escherichia coli y lodos
de aguas residuales como fuente de alimento (Schroder et al., 2003; Zhang et al., 2007), por lo cual se

considera que este tipo de celdas son una buena opcién para la generacidn de energia eléctrica barata.

Otro tipo de celda de biocombustible que ha sido estudiada desde hace 30 afos son las celdas de
combustible enzimaticas (Rasmussen et al., 2016). En comparacion con las celdas de combustible quimicas
inorganicas y microbianas, las celdas de combustible enzimdaticas presentan grandes ventajas que las
sitan como excelentes candidatos en la busqueda de generacion de energia eléctrica limpia y barata con

diferentes aplicaciones (Tabla 1).

La primera celda de combustible enzimatica fue reportada en 1964, estaba compuesta por una camara
andédica que contenia a la enzima glucosa oxidasa y un electrodo catdédico de platino
(Yahiro et al., 1964). En la década de los sesentas la investigacién en celdas de combustible enzimaticas
centrd su atencion en la busqueda de enzimas oxidoreductasas y moléculas con capacidad redox que

funcionaran como mediadores entre las enzimas y los electrodos, a este sistema se le llamd transferencia



Tabla 1. Caracteristicas de las celdas de combustible enzimaticas.

Componentes Caracteristica Ventaja

Catalizadores Enzimas Especificidad de sustrato, bajo costo de produccién
y compatibilidad bioldgica.

Electrodos Metales/Grafito/CNTs*  Bajo costo.

Fuentes de energia Moléculas organicas Fuentes de energia renovables, bajo costo y

compatibilidad bioldgica.

Parametros de

eficiencia

Transferencia de Alta Mayor generacién de energia eléctrica por
electrones cantidad de sustrato.

Tamafo de celdas Pequenas Empleo en aplicaciones biomédicas.

Generacion de Minimos Compatibilidad bioldgica y ambientalmente
compuestos téxicos amigables.

*CNTs= Nanotubos de carbono.

mediada de electrones (Yahiro et al., 1964). En la siguiente década el desarrollo de electrodos cambid de
enfoque teniendo mayor atencién la transferencia directa de electrones (DET) donde no es necesario un
mediador, esto simplificd el proceso de construccion de bioelectrodos enzimaticos y aumento su eficiencia

(Berezin et al., 1978).

Dentro de los multiples trabajos publicados, han sido fabricadas tanto celdas de combustible enzimaticas
hibridas que emplean preferentemente catodos no enzimaticos, como también celdas completas que

emplean enzimas inmovilizadas en los dos electrodos (Meredith y Minteer, 2012; Rasmussen et al., 2016).

La demanda por desarrollar mejores celdas de combustible enzimaticas se debe a su potencial aplicacion
como abastecedores de energia de dispositivos médicos no invasivos o implantables (Bandodkar y Wang,
2016). Ante la necesidad de generar fuentes de energia mas eficientes, duraderas, ambientalmente
amigables y biocompatibles, una alternativa atractiva es el disefio, desarrollo y evaluaciéon de nuevas
celdas de combustible enzimaticas para la obtencién de energia de manera eficiente a partir de

compuestos organicos.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Bases tedricas de las celdas de combustible

Las celdas de combustible son un tipo de celda electroquimica galvanica o voltaica que requieren un
continuo aporte de combustible para su funcionamiento. El trabajo Gtil de una celda electroquimica esta
definido por el cambio de energia libre (AG). Este depende, por un lado, de la energia total liberada por
las reacciones de oxidorreduccion separadas por los electrodos (AH), definida como la diferencia entre la
entalpia de formacién de los productos y la de los reactivos; por otro lado, AG también depende del cambio
de entropia (AS) del sistema (i.e., calor irradiado). De esta manera, la energia libre se define por la ecuacion

AG = AH - TAS, (1)

donde T es la temperatura del sistema (Luz et al. 2014).

El trabajo eléctrico maximo de una celda de combustible depende de su potencial maximo (E) y del nimero

de cargas que pasan por la celda, por tanto, esta definido por la ecuacidn
We/e = 'nFE, (2)

donde F es la carga constante de un mol de electrones (9.647 x 10*C/mol de e”), conocida como constante
de Faraday y n es el nimero de moles de electrones involucrados en la reaccidn redox. Por definicion, AG

es el trabajo maximo, por tanto
AG = -nFE, (3)
gue en condiciones estandar (1 M a 1 atm) seria
AG® = -nFE". (4)
Como el cambio de la energia libre estandar es también representado como
AG = AG° + RT(InQ), (5)
donde R es la constante de los gases ideales, T es la temperatura absoluta y Q el cociente de reaccion o
constante de equilibrio, entonces
-nFE = -nFE° + RT(InQ), (6)
lo cual esigual a
E = E°- (RT/nF)InQ, (7)
conocida como ecuacion de Nernst, con la que se puede calcular tedricamente el potencial de la celda de
combustible (Chang, 2010). El potencial de la celda también puede ser calculado al medir la diferencia de
potenciales de los dos electrodos incluyendo la resistencia de los materiales, la disminucién de

combustible y la energia de activacién.
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Experimentalmente, los potenciales de un electrodo se miden en relacion a electrodos de referencia, los
cuales mantienen un potencial constante. El electrodo de referencia por excelencia es el electrodo
estandar de hidrégeno (SHE). Sin embargo, el electrodo calomel (SCE) y el electrodo Ag/AgCl (Ag/AgCl) son
los electrodos de referencia mayormente empleados en sistemas bioelectroquimicos por su estabilidad en

electrolitos compatibles con enzimas y moléculas organicas.

Las técnicas analiticas electroquimicas mas usadas para la evaluacién de electrodos y celdas de

combustible son la voltametria ciclica, la cronoamperometria y las curvas de polarizacion.

La voltametria ciclica es una técnica que consiste en la variacion de potencial sobre un electrodo
obteniendo una corriente asociada a cada potencial evaluado, lo que nos permite identificar el potencial
de oxidaciéon y reducciéon de electrodos, moléculas unidas a él y moléculas en solucién. Al evaluar enzimas,
esta técnica nos muestra los potenciales de los componentes redox de oxidoreductasas y de su proceso
catalitico. Estos datos son de gran utilidad al momento de fijar un potencial y evaluar la corriente asociada
a diferentes concentraciones del sustrato de las enzimas. Los sensores amperométricos enzimaticos como
los de glucosa, alcohol y lactato se basan en este principio (Das y Goswami, 2013; Senel et al., 2013; Wang

et al., 2016).

Las caracteristicas mas relevantes de una celda de combustible son el potencial, densidad de corriente
maxima, densidad de potencia maxima y estabilidad operacional. El potencial maximo de una celda de
combustible se conoce al evaluar el voltaje a circuito abierto (OCV), de esta manera no hay corriente por
lo que no hay disminucién en el voltaje. La polarizacidn de los electrodos es la técnica mas comun para
conocer la potencia maxima, esta consiste en evaluar los electrodos por medio de voltametrias lineales

partiendo del OCV hasta corto circuito a velocidades menores a 1 mV/s. Otra forma de obtener este

pardmetro es por medio de la variacidn de la resistencia a partir del OCV. Por ultimo, la evaluacion de la
estabilidad de la celda se realiza por medio de cronoamperometria y cronopotenciometria que permiten

evaluar la evolucion de la corriente y el potencial, respectivamente, con respecto al tiempo.

1.2.2 Celdas de combustible enzimaticas

El uso de enzimas oxidorreductasas como catalizadores en celdas de combustible tuvo origen en los afios
sesentas. La celda de combustible enzimatica que fabricé Yahiro utilizaba placas de platino como
electrodos, la cdmara anddica contenia la enzima glucosa oxidasa dependiente de adenina dinucleétido
de flavina (FAD) y un componente férrico como agente de transferencia de electrones, en cambio la

camara catddica contenia solo el electrodo de platino que se encargaba de la reduccion de O;
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Figura 2. Esquema general de la transferencia mediada de electrones.

(Yahiro et al., 1964). La celda de Yahiro logré alcanzar un voltaje de 0.75 V y una densidad de corriente de
18 pA/cm?, demostrando que las enzimas pueden ser utilizadas en celdas de combustible hibridas

empleando un mediador para el transporte de electrones.

Con este descubrimiento, el desarrollo de bioelectrodos, biosensores y celdas de combustible enzimaticas
con transferencia mediada de electrones comenzo a progresar (Figura 2). El uso de compuestos férricos,
quinonas y osmio asociados a polimeros conductores ayudod a aumentar la eficiencia de la transferencia
de electrones entre las enzimas y los electrodos (Meredith y Minteer, 2012). Se han fabricado celdas de
combustible enzimdaticas compuestas por electrodos anddicos recubiertos con polimeros asociados a
osmio y glucosa oxidasa que alcanzan una densidad de potencia de hasta 400 pW/cm? a un voltaje de
0.88 V (Soukharev et al., 2004). De igual manera, con polimeros asociados a ferroceno y glucosa oxidasa,
se han fabricado electrodos que generan una densidad de corriente de 2 mA/cm? y una densidad de
potencia méxima de 146 pW/cm? a un voltaje de 0.16 V al acoplarse a una celda (Meredith et al., 2011).
Los electrodos catddicos utilizados en celdas de combustible enzimaticas completas utilizan cominmente
a las enzimas lacasa y bilirrubina oxidasa. En la Tabla 2 se enlistan las enzimas mds comunes usadas para

la fabricacion de bioelectrodos enzimaticos.

Tabla 2. Enzimas comunmente utilizadas en la fabricacién de electrodos enzimaticos.

Anodo

Enzimas Cofactor Sustrato
Glucosa oxidasa FAD Glucosa
Glucosa deshidrogenasa NAD/NADP Glucosa
Glucosa deshidrogenasa PQQ Glucosa
Alcohol oxidasa FAD Alcoholes de cadena corta
Colesterol oxidasa FAD Colesterol
Lactato deshidrogenasa NAD Lactato
Catodo

Enzimas Actividad redox/sitio redox Sustrato
Lacasa Dependiente de cobre 02

Bilirrubina oxidasa Dependiente de cobre 02




1.2.3 Transferencia directa de electrones

Desde inicio de los setentas se tiene registro de la fabricacién de electrodos enzimaticos que no requieren
de mediadores, demostrando que algunas enzimas pueden transferir directamente los electrones a los
electrodos. Este enfoque de disefo de electrodos enzimaticos resulta de gran interés ya que el proceso de
fabricacidn se simplifica y el sistema electroquimico emplea menos componentes redox. Existen diversas
estrategias para la construccion de electrodos enzimaticos que propician la DET, de las cuales destacan las

siguientes (Figura 3):

1. Confinamiento de las enzimas en electrodos por medio de tintas conductoras, grafito o nanotubos
de carbono.

2. Unidn covalente aleatoria de las enzimas con la superficie del electrodo.

3. Unidn covalente orientada de las enzimas con la superficie del electrodo.

La mayor densidad de potencia reportada para una celda construida con electrodos fabricados siguiendo
la primera estrategia ha sido 1.3 mW/cm?a un voltaje de 0.6 V, la cual tuvo un tiempo de vida de 30 dias
manteniendo la misma potencia en condiciones fisiolégicas humanas (Zebda et al., 2011). Esta celda se
componia por pastillas generadas por compresién mecanica de una mezcla de nanotubos de carbono
multipared con glucosa oxidasa y lacasa como electrodos anddico y catddico, respectivamente. Ademas,
los electrodos fueron cubiertos con gel de agarosa para evitar la pérdida de enzimas por difusién. A pesar
de utilizar una técnica de fabricacién de bioelectrodos sumamente sencilla, este trabajo presenta uno de
los mejores resultados reportados hasta el momento, probando que este método es una opcién viable

para la construccion de celdas de combustible enzimaticas que puedan abastecer de energia a

Inmovilizacion Inmovilizacion Inmovilizacion
por confinamiento aleatoria molecularmente
orientada

Electrodo

Figura 3. Estrategias de inmovilizacidon de enzimas para favorecer la DET.
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componentes electrénicos pequefios con aplicacion médica, ya que han sido evaluados prototipos
implantados en ratones mostrando resultados similares a los prototipos evaluados in vitro (Cinquin et al.,

2010; Zebda et al., 2013) (Tabla 3).

La segunda estrategia con la que se puede obtener DET es la unidn de las enzimas a los electrodos de
manera aleatoria. En esta estrategia se utilizan moléculas conductoras que funcionen como cables
moleculares y que contengan grupos reactivos adecuados para su unién a la superficie de los electrodos y
a las enzimas, como moléculas fendlicas con grupos sulfhidrilo, carboxilo, amino, nitro, metilo, etc.
Utilizando esta estrategia, Chen y colaboradores (2015) fabricaron una celda de combustible enzimatica
que generd 1.9 mW/cm?a un voltaje de 1.16 V. Cabe resaltar que este ha sido el mejor resultado reportado
en la literatura hasta el momento. Esta celda constaba de electrodos de oro recubierto por una capa de
grafeno funcionalizado con nanoparticulas de oro a su vez funcionalizadas con grupos carboxilo, los cuales
son excelentes blancos para la unidn covalente. La enzimas unidas a los electrodos anddico y catidnico
fueron la glucosa oxidasa y lacasa, respectivamente, por medio de N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodiimida hidroclorado (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) con los que se forma un enlace amida

con grupos carboxilo y grupos amino primarios (Fischer, 2010).

Sin embargo, otros reportes de celdas de combustible que emplean la inmovilizacion aleatoria de enzimas,
a diferencia de lo reportado por Chen, no rebasan los 100 pW/cm? (Castorena-Gonzalez et al., 2013; Giiven

et al., 2016; MacVittie et al., 2015; Slaughter y Tanmay, 2015; Wang et al., 2016).

Actualmente, la principal estrategia para optimizar la DET es el disefio racional de la unién entre la
superficie del electrodo y el sitio redox de la enzima (Vazquez-Duhalt et al., 2014). Un claro ejemplo es la
inmovilizacién molecularmente orientada de las enzimas sobre los electrodos. La glucosa oxidasa
dependiente del cofactor FAD y la glucosa deshidrogenasa dependiente del cofactor quinona
pirrologuinolina (PQQ) son las principales enzimas utilizadas para explorar esta estrategia, esto porque los

cofactores redox que las componen pueden ser extraidos de la proteina y unidos facilmente a electrodos.

El grupo de Itamar Willner es el pionero en la fabricacién de electrodos con enzimas orientadas.
Desarrollaron un método exitoso basado en la generacién y reconstitucion de apoenzimas sobre
electrodos empleando los cofactores (Willner et al., 2009). Particularmente, la glucosa oxidasa es
inmovilizada por su cofactor FAD, necesario para el proceso de oxidacion de la glucosa. La estrategia que

mejores resultados ha tenido es la desflavinacidn de la enzima, la unién de FAD al electrodo y la posterior



Tabla 3. Celdas de biocombustible reportadas que utilizan electrodos con enzimas inmovilizadas por confinamiento.

) ] Combustible/ Densidad de potencia Tiempo .

Anodo Catodo Aceptor de méximpa de viZa Referencia
electrones

Glucosa oxidasa comprimidaenuna Lacasa comprimida en una Glucosa/0,. 1.3 mW/cm?a 0.6 V. 30 dias. (Zzebda et al.,

pastilla de nanotubos de carbono pastilla de nanotubos de 2011).

multipared (Catalasa para la carbono multipared.

degradacion de H,0,).

Fructosa deshidrogenasa absorbida Lacasa absorbida en electrodos Fructosa/O.. 850 uW/cm?a 0.41 V. 60 dias. (Kamitaka et

en electrodos de carbén de carbdn impregnados con al., 2007).

impregnados con particulas de particulas de negro carbén.

negro carbon.

Glucosa oxidasa comprimidaenuna Lacasa comprimida en una Glucosa/0,. 207 uW/cm?a 0.18 V. 30dias. (Zebdaetal,

pastilla de grafito y ferroceno. pastilla de grafito y ferroceno. 2012).

Glucosa oxidasa comprimidaenuna Lacasa comprimida en una Glucosa/ O.. 193 pW/cm?(se desconoce el 9 dias. (Zebda et al.,

pastilla de nanotubos de carbono pastilla de nanotubos de Celda potencial). 2013).

multipared (Catalasa para la carbono multipared. implantada.

degradacion de H,0,).

Glucosa oxidasa comprimidaenuna Lacasa comprimida en una Glucosa/0,. 160 pW/cm?a 0.43 V. 11 meses. (Reuillard et

pastilla de nanotubos de carbono pastilla de nanotubos de al., 2015).

multipared y naftoquinona carbono multipared y

(Catalasa para la degradacion de naftoquinona.

H,0,).

Glucosa oxidasa comprimidaenuna Lacasa comprimida en una Glucosa/0.. 24.4 uW/cm?a 0.13 V. 40 dias. (Cinquin et

pastilla de grafito (Catalasa para la pastilla de grafito. Celda al., 2010).

degradacion de H,0,).

implantada
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Figura 4. Proceso de desflavinacidn y reconstitucion de glucosa oxidasa sobre electrodos.

reconstitucion de la apoenzima (Heller, 2003; Zayats et al., 2008; Fruk et al., 2009; Slaughter y Tanmay,
2015) (Figura 4).

Por otro lado, la glucosa deshidrogenasa es inmovilizada uniendo su cofactor PQQ sobre electrodos de oro
por medio de nanoparticulas de oro funcionalizadas con grupos amino. Los electrodos anddicos
construidos con este método han generado la mayor densidad de corriente reportada en la literatura para

electrodos con enzimas inmovilizadas orientadamente (Zayats et al., 2005).

En electrodos catddicos la lacasa es la principal enzima utilizada ya que cuenta con un sitio redox
dependiente de cobre denominado T1, que se encuentra mds expuesto en la superficie de la enzima en
comparacion con los sitios T2 y T3. Se ha reportado que esta enzima puede orientarse molecularmente
por el sitio T1 utilizando la molécula 4cido 4-[2-aminoetil] benzoico por presentar una estructura similar a
los sustratos fendlicos naturales de la enzima (Martinez-Ortiz et al., 2011; Arrocha et al., 2014). Los
electrodos fabricados utilizando este método se han usado en celdas de combustible hibridas (d&nodo-cinc
y cdtodo-lacasa molecularmente orientada) que han generado una potencia de 1.19 mW/cm?a un voltaje
de 0.4V, situandolas entre las mejores celdas de combustible enzimaticas reportadas (Martinez-Ortiz et
al., 2011). Este tipo de celdas suelen presentar resultados superiores a las celdas completas por estar
constituidas por un electrodo inorgdnico que generalmente es muy estable, por tanto, el electrodo
enzimatico resulta ser la mayor limitante en la estabilidad. Sin embargo, este tipo de celdas presentan una

notoria desventaja, la pasivacidon de los electrodos metalicos donde la superficie externa del metal es
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cubierta con una capa relativamente inerte que interfiere con la interaccién del electrolito con electrodo

evitando que se produzcan las reacciones redox.

La solucion de este problema es la construccién de celdas enzimaticas completas. En este sentido, Arrocha
y colaboradores en 2014 fabricaron una celda enzimdtica completa compuesta por el electrodo reportado
por Martinez-Ortiz y colaboradores y un electrodo anddico de alcohol oxidasa. El electrodo anédico estaba
compuesto de grafito y C-MWCNT con la enzima alcohol oxidasa inmovilizada sobre ellos por medio de la
4-azidoanilina, la cual tiene afinidad por el sitio activo de la enzima. La celda construida generd 60 uW/cm?
a un potencial de 0.2 V en presencia de metanol como combustible y O, como aceptor final de electrones.
En la Tabla 4 se enlistan los reportes mas relevantes de celdas de combustible enzimdticas que utilizan

electrodos con enzimas orientadas que muestran DET.

Otro ejemplo importante a mencionar es la celda reportada por Yan y colaboradores en 2007, quienes
fabricaron un electrodo anddico compuesto por la enzima alcohol deshidrogenasa dependiente de
adenina dinucledtido de nicotinamida (NAD). Cabe sefialar que el cofactor NAD no estd unido al interior
de la enzima, como sucede con la glucosa oxidasa y FAD. NAD solo presenta afinidad por la alcohol
deshidrogenasa cuando se encuentra en su estado oxidado. Yan y colaboradores unieron NAD a la
superficie de un electrodo de oro, posteriormente adicionaron la alcohol deshidrogenasa (sin su cofactor),
por afinidad quimica la enzima incorpor6 NAD en su sitio activo formando una holo-enzima y
posteriormente se empled glutaraldehido como entrecruzante para evitar la pérdida del complejo alcohol
deshidrogenasa-NAD al reducirse el cofactor (NADH). La celda construida con este electrodo empled un
electrodo catédico de carbdn vitreo funcionalizado con SWCNT donde fue adsorbida la enzima bilirrubina
oxidasa y estabilizada con albumina de suero bovino (BSA) y glutaraldehido. La celda presenté un OCV de

=~ 0.5 Vy generd 48 pW/cm? de potencia (Figura 5).

A B C
2 ———r—————
a) . = b 30
1 04 - -
(1 ] ] z 40 )
£l 3,1 " . 311;;
= ST 2041 " =
2 . . los
-3 4 0.2 !'.- . EM
o 10
-4 -
T - T - ¥ N ¥ . -5 4 T T T 1 0.0 ¥ T T T T T T o
0.2 -1 0.0 o1 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 20 40 &0 20 _ 100 120 140
E/V vs. Ag/AgC] E/V vs. Ag/AgC] I/ fem?

Figura 5. A) Ciclovoltagramas del anodo-alcohol deshidrogenasa en presencia de a) 0, b) 2, ¢) 5, d) 8, e) 15, f) 25, g)
40, h) 60 mM de etanol. v= 5mV/s. B) Ciclovoltagramas del catodo-bilirrubina oxidasa con N2 (a) y Oz (b). v= 10 mV/s.
C) Curva de polarizacion (a) y dependencia corriente-potencia (b) en presencia de 60 mM de etanol. Modificado de
Yan et al., 2017.



Tabla 4. Celdas de combustible construidas con electrodos enzimaticos que presentan DET.

i i Combustible/ Densida(! de .
Anodo Catodo Aceptor de po'fe.nua Referencia
electrones maxima

Placa de cinc de 25 cm? (celda hibrida). Lacasa unida a tela de grafito pormediode  Oxidacionde  1.19 mW/cm? (Martinez-Ortiz
conector 4-[2-aminoetil] benzoico. cinc/0a. a0.6V. etal.,, 2011)

Alcohol oxidasa (dependiente de FAD) unidaa C- Lacasa unida a tela de grafito por mediode  Metanol/O,. 60 pW/cm? a  (Arrocha et al.,

MWCNT por medio de la molécula 4- conector4-[2-aminoetil] benzoico. 0.2 V. 2014).

azidoanilina, incluyendo una porcién de Nafion®

integrada por adsorcién.

Alcohol deshidrogenasa (dependiente de NAD) Bilirrubina oxidasa adsorbida en un Etanol/O; 48 pW/cm? (se (Yanetal.,

unida a un electrodo de oro por su cofactor NAD electrodo de carbdn vitreo con un desconoce el 2007)

y estabilizada glutaraldehido para mantener la depdsito de SWCNT y estabilizada BSA y potencial).

Holo-ADH. glutaraldehido.

Glucosa deshidrogenasa (dependiente de PQQ) Lacasa unida aleatoriamente a hojas de  Glucosa/O,. 40 uW/cm? (se (Szczupak et al.,

unida aleatoriamente a hojas de buckypaper por buckypaper por medio de la molécula Celda desconoce el 2012)

medio de la molécula acido 1-pirenobutirico acido 1-pirenobutirico éster de implantada. potencial).

éster de N-hidroxisuccinimida. N-hidroxisuccinimida.

Glucosa deshidrogenasa (dependiente de FAD) Bilirrubina oxidasa adsorbida en un  Glucosa/ 0,. 32 uW/cm?(se (Yehezkeli et

unida  por  electropolimerizacion  sobre electrodo de carbdn vitreo con un desconoce el al., 2011).

electrodos de oro funcionalizados con 4- depdsito de CNT vy estabilizada con potencial).

aminotiofenol. bis(sulfosuccinimidil) suberato.

Glucosa deshidrogenasa (dependiente de PQQ) Lacasa unida aleatoriamente a hojas de  Glucosa/O,. 30 uW/cm?(se  (Haldmkovd et

unida aleatoriamente a hojas de buckypaper por buckypaper por medio de la molécula Celda desconoce el al., 2012)

medio de la molécula acido 1-pirenobutirico acido 1-pirenobutirico éster de implantada potencial).

éster de N-hidroxisuccinimida.

N-hidroxisuccinimida.

[4?
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En 2012, el grupo del Dr. Evgeny Katz publicé dos trabajos que reportaban la construccion de celdas de
combustible enzimaticas implantadas. Los electrodos eran |[aminas de “buckypaper”, el cual es una especie
de hoja plana compuesta de fibras de nanotubos de carbono que proveen alta conductividad y resistencia
mecanica. Las laminas de buckypaper pueden ser cortadas facilmente con tijeras y ademas son flexibles,
lo que las hacen sumamente versatiles para su uso en dispositivos como electrodos implantables en
organismos. Como molécula conectora utilizaron al 1-pirenobutirico éster de N-hidroxisuccinimida que se
une a los nanotubos de carbono por interacciones -1 con los cuatro anillos aromaticos que posee,

quedando libre el grupo éster de N-hidroxisuccinimida que se puede unir a enzimas aleatoriamente.

Con este arreglo, lograron unir tanto la glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ en el dnodo como la
lacasa en el cdtodo. La relevancia de este trabajo se debe a que, a pesar de unir aleatoriamente las
enzimas, los potenciales a los que los electrodos respondieron en presencia de sus sustratos corresponden
a los potenciales en los cuales las enzimas realizan su catdlisis demostrando claramente la transferencia
de electrones desde el sitio redox (Figura 6). El electrodo anddico-glucosa deshidrogenasa respondio a
=-0.1V (vs Ag/AgCl), que es el potencial formal de reducciéon (E* a pH 7) de su cofactor PQQ (Figura 6A).
El catodo-lacasa presentd el mismo comportamiento, en presencia de O, mostré un aumento inicial de
corriente a un potencial de = 0.57 V, que es el E” del sitio T1 de la lacasa del hongo Trametes versicolor

(Figura 6B).

Estos electrodos fueron implantados exitosamente en almejas y caracoles aprovechando que sus sistema
circulatorio es abierto y la hemolinfa contiene una concentracion satisfactoria de glucosa y O, para el

funcionamiento de la celda enzimatica (Haldamkova et al., 2012; Szczupak et al., 2012).
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Figura 6. Ciclovoltagramas del anodo-glucosa deshidrogenasa con 20 mM de glucosa (a) y sin glucosa (b). B)
Ciclovoltagramas del catodo-lacasa con 02 (a) y N2 (b) (ambos v= 1 mV/s).Modificado de Halamkov et al., 2012.
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Un ejemplo similar fue reportado por Yehezkeli y colaboradores en 2011, quienes emplearon un método
de unidn aleatoria de la glucosa deshidrogenasa dependiente de FAD (no dependiente de O;) por medio
electropolimerizacidon. Esto lo lograron a través de la modificacion de los tres componentes que
conformaban el electrodo anddico: el electrodo de oro, nanoparticulas de oro y la enzima glucosa
deshidrogenasa. Tanto el electrodo de oro como la enzima fueron funcionalizadas superficialmente con
4-aminotiofenol, adicionalmente las nanoparticulas de oro fueron funcionalizadas con
acido 2-mercaptoetanosulfénico. Al someter todos los componentes a un proceso de polimerizacidon
electroquimica por medio de voltametrias ciclicas (nUmero de ciclos desconocido, rango: -0.1 a 1.1 V vs
SCE, v= 0.1 mV/s) lograron la unién de la enzima a la superficie del electrodo, que mostré un aumento de

corriente un potencial inicial de = -0.3 V (vs SCE) en presencia de glucosa.

Este trabajo mostrd uno de los potenciales de respuesta mas cercanos al £* de FAD (-0.45 V vs Ag/AgCl),
sin embargo, la respuesta maxima era cercana a 0.3 V (vs SCE). Al utilizarse este electrodo en una celda de
combustible complementada con un catodo compuesto por bilirrubina oxidasa adsorbida en un electrodo
de carbdn vitreo funcionalizado con SWCNT, la celda presentd un OCV de = 0.6 V y generé 32 uW/cm? de
densidad de potencia. No obstante, este resultado lo alcanzaron utilizando una concentraciéon de 200 mM

de glucosa en el electrolito (Yehezkeli et al., 2011) (Figura 7).
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Figura 7. A) Ciclovoltagramas del anodo-glucosa deshidrogenasa en presencia de a) 0, b) 60, c) 100, d) 140, e) 180, f)
220, g) 260 mM de glucosa. B) Voltametria ciclica del catodo-bilirrubina oxidasa con N2 (a) y Oz (b). C) Curva de
polarizacion (a) y dependencia corriente-potencia (b) en presencia de 200 mM de glucosa. Modificado de Yahezkeli
et al.,, 2011.



15

1.2.4 Glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa (del hongo filamentoso Aspergillus niger) es una glicoproteina oxidoreductasa
conformada por un homodimero con un peso de 80 kDa cada subunidad (Frederick et al. 1990). Su funcidn
es catalizar la oxidacién de glucosa a 6-gluconolactona a través de la reduccion de O; para formar H,0, la
transformacion de la 6-gluconolactona a acido glucdnico (producto final) se produce por medio de una

hidrélisis espontanea.

La reaccidn redox llevada a cabo por la glucosa oxidasa depende de su cofactor FAD, formado por una
unidad de riboflavina unida a un pirofosfato, que a su vez esta unida a una molécula de ribosa y esta a una
molécula de adenina. Es por esto que la glucosa oxidasa se encuentra clasificada dentro del grupo de las
flavoproteinas (Figura 8). Cada subunidad de la glucosa oxidasa cuenta con una molécula de FAD unida
por interaccidn de cargas. A pesar de que la glucosa es el principal sustrato de esta enzima, se ha reportado
gue puede catalizar la oxidacién de gliceraldehido y dihidroxiacetona, los cuales actian como andlogos de
la glucosa (Chany Bruice, 1977). La reaccidn de reduccion la glucosa oxidasa no solo puede utilizar O, como
aceptor final de electrones, se ha demostrado que la 1,4-benzoquinona, metil-1,4-benzoquinona, 1,2-
naftoquinona, 1,2-naftoquinona-4-acido sulfénico, fenazina metosulfato, ferricianuro de potasioy el 2,6-

dicloroindofenol funcionan de igual manera como sustratos (Wohlfahrt et al., 2004).

Dentro del complejo que rodea FAD en la enzima (19 A al interior), se encuentran los residuos de
aminodcidos E412, H516 y H559, incluyendo una molécula de H,0, que forman puentes de hidrégeno con
el N1 de la isoaloxazina de FAD (Figura 9A). Estos resultados obtenidos por medio de cristalografia

proponen que se pierde la molécula de H,0 cuando la glucosa entra en contacto con el sitio activo,
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Figura 8. Estructuras de FAD en sus diferentes estados de oxidacién.


https://es.wikipedia.org/wiki/Riboflavina
https://es.wikipedia.org/wiki/Pirofosfato
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Figura 9. Region de la isoaloxazina de FAD en presencia de H20 (A), glucosa (B) y O2 (C). Modificado de Leskovac et
al., 2005.

reajustando los puentes de hidrégeno. Aqui el N5 de la isoaloxazina funciona como centro catalitico para
la remocion de un grupo hidruro proveniente del grupo hidroxilo del C1 de la glucosa (Figura 9B), después
el N1 de la isoaloxazina se carga negativamente. FADH™ posteriormente es oxidado por el O, formando

H,0, en un proceso de dos etapas (Figura 9C) (Leskovac et al., 2005).

Al ser la glucosa una de las moléculas orgdnicas mds comunes utilizadas por los seres vivos como fuente
de energia, la glucosa oxidasa ha sido blanco de estudio para aplicaciones bioelectroquimicas. Desde los
anos sesentas se ha utilizado la glucosa oxidasa en sistemas electroquimicos como catalizador bioquimico
en dnodos donde el combustible sea su sustrato, la glucosa. Bajo este concepto se han fabricado una gran
cantidad de electrodos enzimaticos (Rasmussen et al., 2016). Sin embargo, la mayoria de estos han sido
electrodos que emplean mediadores como elemento de transporte de electrones entre las enzimas y los
electrodos, ya que ha resultado complicada la conexion apropiada del sitio redox de la enzima (FAD) con

el electrodo para propiciar la DET.

El método de unidn racional de la glucosa oxidasa que mejores resultados ha mostrado es la unién de la
enzima por su cofactor FAD. Esto ha sido posible por la capacidad de desflavinacion de la glucosa oxidasa
por medio de soluciones desnaturalizantes que permiten la flexibilizacién de la estructura de la enzima
liberando asi el cofactor FAD generando una apo-enzima. De esta manera el grupo de Itamar Willner fue
capaz de fabricar un electrodo enzimatico novedoso donde la glucosa oxidasa fue reconstituida con FAD
modificado con una molécula de ferroceno. Al reconstituir la holo-enzima con este cofactor modificado,
el grupo ferroceno, el cual no quedaba embebido en la proteina, servia como mediador de los electrones
entre la enzima en solucién y un electrodo de oro (Riklin et al., 1995). Este fue el primer trabajo que

demostré que FAD puede ser utilizado como blanco para la unién racional de la glucosa oxidasa.

FAD cuenta con dos grupos reactivos en su estructura que se han utilizado para establecer su unién con

electrodos. El primero es el grupo amino primario del C6 de la adenina y el segundo son los grupos hidroxilo
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Figura 10. A) N6-(2-Aminoetil)-FAD. B) N6-(6-Aminohexil)-FAD.

del C2 y C3 de la ribosa. Algo importante a mencionar es que los electrodos fabricados por reconstitucion
de apo-glucosa oxidasa sobre FAD unido a electrodos por el grupo amino no han empleado FAD nativo, en
cambio han utilizado variantes de FAD que presentan un grupo amino extra que se prolonga de dos o seis

carbonos en una cadena alifatica a partir del residuo amino del C6 de la ribosa (Figura 10).

Con estas variantes de FAD-NH; se han fabricado electrodos anddicos con glucosa oxidasa y rotaxano como
mediador redox que funciona como un sistema de transferencia de 2 electrones, mostrando una tasa de
transferencia de electrones de 400 s (Katz et al., 2004). También se han reportado electrodos sin
mediadores donde los intermediaros con lo que se une FAD al electrodo son nanoparticulas de oro. Estos
electrodos mostraron una densidad de corriente de hasta 460 pA/cm? con una tasa de transferencia de
electrones = 5000 s, teniendo respuestas amperométricas a partir de = 0.25 V (vs SCE). Sin embargo, la
mayor corriente asociada a la concentraciéon de glucosa fue obtenida a 0.6 V (vs SCE) (Figura 11)
(Xiao et al., 2003). Incluso han sido fabricados electrodos con interruptor de electrones utilizando la
molécula 1,2-bis[2-metil-5-(4-piridina)-3-tienil] ciclopentano N,N’-acido diacético como conector
intermedio entre el electrodo y el FAD-NH,, el cual pierde su conductividad al modificar su estructura en
presencia o ausencia de luz con longitud de onda >530 nm. Este electrodo mostré una respuesta
amperomeétrica a valores mayores de -0.3 V (vs SCE) siendo 0.2 V (vs SCE) en donde obtuvo la mayor

corriente en presencia de glucosa (Yehezkeli et al., 2010).
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Figura 11. A) Esquema de los componentes del electrodo anddico. B) Ciclovoltagramas del electrodo en presencia
dea)0,b)1,c)10,d) 20y e) 50 mM de glucosa (v="5 mV/s). C) Relacion corriente-concentracion de glucosa (E°= 0.6
V vs SCE). Modificado de Xiao et al., 2003.
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La reconstitucion de apo-glucosa oxidasa sobre electrodos con FAD inmovilizado por los grupos hidroxilo
de la ribosa si ha empleado FAD nativo, el método mds exitoso para la unién de FAD es por medio de un
intermediario con un grupo bordnico como el acido 3-aminofenilbordnico. De esta manera se han logrado
construir electrodos anddicos por polimerizacion superficial del acido bordnico, unién de FAD y por ultimo
la reconstitucién de la apo-glucosa oxidasa, los cuales funcionan como sensores amperométrico a un
potencial de 0.5 V (vs Ag/AgCl) y una sensibilidad de 5.94 pA/mM (Senel et al., 2013). El mejor electrodo
construido empleando esta metodologia utilizé como intermediario entre el 4cido 3-aminofenilbordnico y
el FAD a la molécula PQQ (cofactor de oxidoreductasas), de esta manera se promovio la transferencia de
2 electrones como naturalmente se comporta FAD. Este electrodo logré generar una densidad de corriente
de 140 pA/cm? con una tasa de transferencia de electrones de 700 s, observandose respuesta en
presencia de glucosa a un potencial de -0.2 V (vs SCE), mientras el potencial ideal para el andlisis de la
relacion respuesta amperométrica-concentracién de glucosa fue alcanzado a 0.2 V (vs SCE)

(Zayats et al., 2002) (Figura 12).

Estos electrodos anddicos construidos empleando a la glucosa oxidasa resultan una buena opcion para ser
utilizados como sensores amperométricos de glucosa, ya que presentan una alta sensibilidad y excelente
respuesta, sin embargo, los potenciales a los que operan tienden a ser lejanos a los potenciales de FAD,
incluso cercanos a los potenciales de los catodos, por tanto cuando son utilizados en celdas de combustible

enzimaticas completas el OCV suele ser bajo, lo que conlleva a una produccién de potencia baja.
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Figura 12. A) Esquema de los componentes del electrodo andédico. B) Ciclovoltagramas del electrodo en presencia de
a)0, b) 5, c) 10, d) 15, e) 20, f) 25, g) 35, h) 40, e i) 50 mM de glucosa (v='5 mV/s). C) Relacién corriente-concentracion
de glucosa (E= 0.2 V vs SCE). Modificado de Zayats et al., 2002.
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1.2.5 Glucosa deshidrogenasa

La glucosa deshidrogenasa soluble (de la bacteria Acinetobacter calcoaceticus) es una proteina
oxidoreductasa conformada por un homodimero de un peso de 50 kDa cada subunidad
(Cleton-Jansen et al., 1989). Esta enzima cataliza la oxidacién de glucosa formando &-gluconolactona, la
cual espontdneamente se hidroliza formando 4cido glucdnico, la glucosa deshidrogenasa regresa a su
estado nativo transfiriendo los electrones a diversos aceptores de electrones, sin embargo, su aceptor final

natural aun es incierto.

En A. calcoaceticus, existen dos versiones de esta enzima, la glucosa deshidrogenasa soluble codificada
por el gen gdhB y la glucosa deshidrogenasa unida a membrana codificada por el gen gdhA. La glucosa
deshidrogenasa unida a membrana tiene como aceptor final de electrones la coenzima Q, no obstante, no
se sabe cual es la funcion fisiolégica de la glucosa deshidrogenasa soluble al igual que su aceptor final de
electrones. Se ha comprobado que tiene la capacidad de transferir electrones a una gran variedad de
moléculas como el N,N,N’,N’-tetrametil bifenilendiamina (azul de Werster), con el que se puede medir la

actividad de la enzima por métodos espectrofotométricos (Cleton-Jansen et al., 1989).

La glucosa deshidrogenasa soluble naturalmente se encuentra en el espacio periplasmatico de la
A. calcoaceticus, esto es posible gracias a que cuenta con 24 residuos de aminoacidos que funcionan como

sefial de exportacion (Cleton-Jansen et al., 1989).

La reaccion catalizada por la glucosa deshidrogenasa depende de su cofactor PQQ, el cual es una
ortoquinona. El PQQ se reduce a su forma quinol aceptando dos electrones reduciéndose asi los oxigenos
correspondientes al C4 y C5, teniendo este proceso un potencial de reduccién formala-0.12 V (vs Ag/AgCl)
(Figura 13). Cada una de las subunidades de la glucosa deshidrogenasa cuenta con una molécula de PQQ
gue encuentra embebida en la enzima unida por interaccion de cargas. Esta caracteristica de interaccion

de la enzima y el PQQ ha permitido la produccidn de apo-enzimas por medio de la extraccién el cofactor.

PQQ PQQH:

Figura 13. Estructuras de PQQ en sus diferentes estados de oxidacion.
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Ademas, la glucosa deshidrogenasa cuenta con 4 iones calcio de los cuales se resalta la relevancia de uno

ya que estd coordinado con el C6, N5 y C7 del grupo carboxilo del PQQ (Geiger y Gorisch, 1989).

La importancia de esta enzima recae en que cataliza la oxidacién de glucosa sin emplear O, como aceptor
final de electrones, por tanto no forma H,0; como residuo, el cual es un fuerte agente oxidante que puede
oxidar los mismos residuos de aminodcido de la enzima inactivandola. En el caso de electrodos, la
produccién de H,0; afecta la respuesta amperométrica de los electrodos. La glucosa deshidrogenasa al
utilizar otros aceptores finales de electrones la hacen un excelente candidato para la fabricacién de

electrodos anddicos.

La unidn racional de esta enzima ha sido un reto que hasta hoy ha sido atacado empleando la unidn del
cofactor PQQ a los electrodos y la posterior reconstitucién de una versién apo-glucosa deshidrogenasa, lo
que conlleva a la formacidn de la version holo-glucosa deshidrogenasa la cual ya es cataliticamente activa.
La produccién recombinante de glucosa deshidrogenasa en E. coli tiene una ventaja importante en el
proceso de produccién de electrodos utilizando esta metodologia, ya que las enzimas son sintetizadas en

su forma apo-enzima, esto porque E. coli no cuenta con rutas de sintesis de PQQ (Olsthoorn y Duine, 1996).

Utilizando este método de reconstituciéon de apo-glucosa deshidrogenasa se han fabricado electrodos
anddicos que presentan DET. Por medio de electropolimerizacidn de acido poliacrilico sobre una superficie
de oro y posteriormente su funcionalizacién con polianilina se logré unir PQQ electroquimicamente activo,
en el cual la glucosa deshidrogenasa pudo ser reconstituida. Los electrodos fabricados mostraron
respuesta en presencia de glucosa a potenciales mayores a 0.25 V (vs SCE), siendo 0.3 V (vs SCE) el mejor

potencial para establecer la relacion corriente-concentracién de glucosa (Figura 14) (Raitman et al., 2002).
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Figura 14. A) Esquema de los componentes del electrodo andédico. B) Ciclovoltagramas del electrodo en presencia de
a)0,b)5,c)10,d) 20y e) 50 mM de glucosa (v=2 mV/s). C) Relacidn corriente-concentracion de glucosa (E= 0.3 V vs
SCE). Modificado de Raitman et al., 2002.



21

Uno de los mejores trabajos de fabricacidon de electrodos anddicos con glucosa deshidrogenasa unida
racionalmente ha empleado este mismo método. Zayats y colaboradores en 2005 reportaron un electrodo
andodico que constaba de los siguientes componentes: un electrodo base de oro que fue funcionalizado
con nanoparticulas de oro por medio de unién de moléculas fendlicas con grupos tiol en posiciones para,
estas nanoparticulas a su vez fueron funcionalizadas con trifenilfosfina funcionalizado con polianilina al
cual se le unién el PQQ. Con este arreglo se logrd reconstituir la glucosa deshidrogenasa sobre los
electrodos construidos. El electrodo enzimatico generd 1480 pA/ cm? con una tasa de transferencia de
electrones de 11800 s?, observdndose una respuesta amperométrica en presencia de glucosa a
potenciales mayores a 0.2 V (vs SCE), mientras que el potencial ideal para el andlisis de la relacién
respuesta amperomeétrica-concentracion de glucosa fue alcanzado a 0.7 V (vs SCE) (Figura 15), esto lo situa

como unos de los mejores electrodos anddicos enzimaticos reportados hasta el momento.
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Figura 15. A) Esquema de los componentes del electrodo anddico. B) Ciclovoltagramas del electrodo en presencia de
a)0,b)1,c)5,d) 20, e) 40y f) 100 mM de glucosa (v= 5 mV/s). C) Relacidn corriente-concentracién de glucosa (E=
0.7 V vs SCE). Modificado de Zayats et al., 2005.
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1.2.6 Lacasa

La lacasa es una enzima oxidoreductasa monomérica, se caracteriza por presentar 4 iones de cobre en su
interior que le permiten desempefiar su funcion redox. Ha sido purificada principalmente de plantas y
hongos, siendo asociada en plantas a la sintesis de lignina (Thurston, 1994), en cambio en hongos ha sido
asociada al proceso de deslignificacion y patogénesis sobre plantas. A pesar de no ser tan comunes,
también se han caracterizado lacasas en insectos donde participan en la sintesis de cuticula (Kramer et al.
2001) y en bacterias en el proceso de esporulacidon (Martins et al. 2002; Claus, 2003). Se sabe que un gran
numero de compuestos fendlicos pueden emplearse como sustratos analogos de la lacasa, que pueden
ser oxidados por esta enzima. Se ha descrito que lacasas provenientes de hongos denominados “de la
pudricién blanca”, como Trametes versicolor, Podospora anserina, Trametes hirsuta, Trametes ochracea,
Trametes villosa, Trametes gallica, Cerrena maxima, Coriolopsis polizona, Coriolopsis gallica, Lentinus
tigrinus y Pleurotus eryngii, presentan principalmente versiones extracelulares, no obstante también han
sido descritas, en menor medida, lacasas intracelulares que no se sabe con exactitud cual es su funcién

(Morozova et al., 2007).

El peso molecular de las lacasas ronda entre 50 y 130 kDa, sefialando que las de menor peso han sido
purificadas de hongos (Morozova et al., 2007). Al igual que la glucosa oxidasa, las lacasas son glicoproteinas
siendo la manosa, N-acetilglucosamina y galactosa los carbohidratos a los que estan asociadas. Su punto
isoeléctrico es de 4 y su pH d6ptimo de actividad se encuentra entre 4 y 6, ademas su temperatura de

actividad éptima promedio es por encima de los 37°C.

La lacasa de C. gallica cuenta con 3 dominios globulares, dos de ellos contienen los sitios asociados a los
iones de cobre. El dominio 3 engloba el sitio T1 el cual contiene un ion cobre coordinado por un arreglo de
tres aminodcidos (H455, H394 y C450). El dominio 1y una region del dominio 3 contienen a los sitios T2 y
T3 conformando el “clister trinuclear T2/T3”. El sitio T2 cuenta con un ion cobre coordinado por 2
histidinas (H64 y H397), en cambio, el sitio T3 contiene dos iones cobre coordinados por 3 histidinas cada

uno (H451, H66, H109, H449, H399 y H111) (Martinez-Ortiz et al., 2010).

Estudios cristalograficos muestran que el sitio T1 se encuentra a 8 A de la superficie y unido por medio de
la C450 al claster T2/T3, situado a 12 A por debajo, este sitio cuenta con un arreglo de aminoacidos
superficiales hidrofébicos que forman un ambiente ideal para la interaccién con moléculas de la misma

caracteristica, como lo son las moléculas fendlicas (Matera et al., 2008; Rodgers et al., 2010). En el caso



23

A
A
f @
Xﬁ smop
( si:){l
5
AANY
oy, 9
L Bolsillo de

union a
sustrato

Figura 16. A) Esquema de la estructura cristalografica de la lacasa donde se muestra la posicion de los iones de cobre
presentes en los sitios T1, T2 y T3, incluyendo el sitio activo de oxidacién de sustratos. Modificado de Rodgers et al.,
2010. B) Flujo de electrones y relacién estequiométrica genérica del ciclo catalitico de las lacasas. Modificado de
Sosna et al., 2010.

del cltster T2/T3, existe un canal con acceso al sitio T3 por el cual entra el O, para ser reducido y formar
una molécula de H,0, la cual sale por un canal diferente que conecta con el sitio T2 (Figura 16)

(Bento et al., 2005; Matera et al., 2008).

Los sustratos al entrar en contacto con el sitio T1 son oxidados despojandolos de un electrén, al ser cuatro
iones Cu* los que se encuentran disponibles para recibir los electrones, el ciclo catalitico requiere de
cuatro moléculas sustrato. Los electrones son transferidos del sitio T1 al cluster T2/T3 a través de la C450
que interactua con las histidinas que coordinan los dos atomos del sitio T3. Al estar los sitios reducidos, el
clister T2/T3 interactua con el O, produciendo anién dioxigeno (intermediario perdxido) por transferencia
de 2e” (Yoon et al., 2005). Posteriormente un dtomo de oxigeno se une a uno de los iones cobre del sitio
T3, mientras que el otro atomo de oxigeno del anidn se une simultdneamente al atomo de cobre restante
del sitio T3 y al del sitio T2. Estas uniones estabilizan el anién dioxigeno provocando su ruptura formando
un intermediario conocido como u3-oxo el cual corresponde a un atomo de oxigeno unido a tres iones
cobre. Esta configuracién favorece la reduccién del O, para formar dos moléculas de H,0O, dejando al

sistema en su estado inicial para un nuevo ciclo catalitico (Morozova et al., 2007).

Algo interesante de estas enzimas es el alto potencial redox en el cual realizan la catalisis. Este alto
potencial redox es asociado al sitio T1 que contiene el primer ion de cobre que entra en contacto con los
electrones obtenidos de los sustratos. Una manera de clasificar estas enzimas es por medio del potencial
formal del sitio T1. Las lacasas provenientes de T. versicolor, Pleurotus ostreatus, C. maxima, T. hirsute, T.
ochracea, T. togii y C. gallica pertenecen a la categoria de alto potencial redox por ser de

0.73 a 0.78 V (vs NHE) (Martinez-Ortiz et al. 2011). En cambio las lacasas obtenidas de Myceliophthora
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thermophila, Scytalidium thermophium, Coprinus cinereus y Rhizoctonia solami forman parte de la
categoria media por tener un potencial redox de 0.51a 0.71 V (vs NHE) (Morozova et al., 2007). Por ultimo,
la lacasa obtenida de Rhus vernicifera, que es el arbol de la laca y del cual se deriva su nombre, pertenece

a la categoria baja por tener un potencial redox de 0.43 V (vs NHE).

Las lacasas, especialmente las de alto potencial redox, resultan de gran interés para su uso en aplicaciones
bioelectroquimicas por ser muy cercano al potencial formal termodinamico del O,, que es 0.81 V (vs NHE).
Por tanto, siendo el O, su sustrato, se han construido multiples electrodos que favorecen la reaccion de

reduccion de O; para usarse como catodos en celdas de combustible.

La forma mas sencilla de funcionalizar electrodos con lacasas es por medio de adsorcion, donde la enzima
se internaliza en los pequefios huecos de los electrodos obteniendo una conexion y DET que inicia en el
potencial redox del sitio T1. Esto se debe a que el sitio T1 se encuentra muy cercano a la superficie de la
enzima (8 A), por lo que es posible la transferencia de electrones por efecto tunel (Gray y Winkler, 2003).
Los estudios que han mostrado los mejores resultados utilizaron electrodos de grafito pirolitico (Lee et al.,

1984; Thuesen et al., 1998; Shleev et al., 2005) (Figura 17).

Existen reportes en donde los electrodos presentan mejor respuesta si previamente son funcionalizados
con SWCNTs y MWCNTs, los cuales funcionan como cables moleculares que al estar posicionados
aleatoriamente en la superficie del electrodo entran en contacto de mejor manera con la superficie de la
enzima lo que facilita la transferencia de electrones del electrodo a la lacasa promoviendo su reduccion

(Lorcher et al., 2013).

b
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Figura 17. Ciclovoltagramas de varios electrodos enzimaticos compuestos por lacasas de diferentes hongos
adsorbidas en electrodos de grafito pirolitico mostrando DET en respuesta a saturacidén de N2 (a) y Oz (b). Modificado
de Sheleev et al., 2005.
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A pesar de que este método de conexidn de la lacasa con los electrodos ha tenido resultados favorables,
las enzimas que son electroquimicamente activas en la superficie del electrodo corresponden a un

porcentaje pequefio.

Para afrontar este problema y mejorar la eficiencia de los electrodos se ha optado por la unién racional de
las enzimas. Un método reportado que ha tenido éxito ha sido la funcionalizaciéon de electrodos con
moléculas con morfologia similar a los sustratos de la lacasa, de esta forma la lacasa es directamente unida
por su sitio activo. Se ha reportado que el uso de derivados de antraceno son excelentes para llevar a cabo
esta funcidn, ya que al ser de naturaleza hidrofébica la lacasa se une por interaccion con el bolsillo
hidrofébico de su sitio activo donde son oxidados los sustratos naturales (Blanford et al., 2007). Utilizando
estos electrodos lograron obtener una densidad de corriente mayor a 0.6 mA/cm? perdiendo 40% de su

actividad tras pasar 8 semanas (Figura 18).

Basandose en el mismo concepto Martinez-Ortiz y colaboradores inmovilizaron la lacasa de C. gallica en
telas de fibras de grafito utilizando la molécula 4-[2-aminoetil] benzoico, la cual exponia el grupo acido
benzoico después de ser unido. Comprobaron que esta molécula tiene afinidad por sitio activo de la lacasa,
promoviendo su unién orientada a través del grupo carboxilo del 4-[2-aminoetil] benzoico y grupos amino

de lisinas cercanas al sitio activo (Martinez-Ortiz et al., 2011).
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Figura 18. A) Esquema de la unidn del grafito pirolitico modificado con antraceno. B) Ciclovoltagramas de electrodos

al ser sumergidos en una solucién con lacasa (negro) y al remplazar la solucién por una sin lacasa (rojo) saturada con
N2 (a) y 02 (b). v= 5 mV/s, rpm de electrodo de disco rotatorio= 2500. Modificado de Blandford et al., 2007.
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1.3 Justificacion

Las fuentes de energia que histéricamente han sustentado el desarrollo de nuestra civilizacién (petréleo,
carbdn y gas natural) se encuentran en un inminente proceso de reemplazo, debido a que en pocos afios
las reservas no podran abastecer la demanda mundial creciente y los productos de desecho generados por
estas fuentes de energia resultan nocivos para el medio ambiente. Un claro ejemplo de este efecto es el
cambio climatico. Estos aspectos han incentivado la inversidn en investigacion que provea una respuesta
ante esta demanda de energia, teniendo como principales ejes la bisqueda de mayor eficiencia y
compatibilidad con el medio ambiente. La energia solar, geotérmica, nuclear, hidraulica y edlica son las
que hasta el dia de hoy han tenido un gran desarrollo y pueden ser consideradas para sustentar nuestra

civilizacion como fuentes de energia primarias.

Una tecnologia prometedora que permite la obtencidon de energia eléctrica a partir de compuestos
organicos son las celdas de combustible enzimaticas, las cuales han demostrado, no solo que son eficientes
y ambientalmente amigables, sino también compatibles con seres vivos. Esto abre la puerta a la obtencién
de energia eléctrica directamente de moléculas comunes presentes en organismos, siendo el
abastecimiento de energia a dispositivos médicos implantables o no invasivos las aplicaciones con mas
relevancia, como sensores de metabolitos, marcapasos, bombas de farmacos, estimuladores nerviosos,
entre otros. Sin embargo, esta tecnologia sigue en desarrollo y no se han logrado fabricar celdas lo
suficientemente duraderas y estables que cumplan los propdsitos para los que son consideradas. De esta
manera, el diseifo, desarrollo y evaluaciéon de nuevas celdas de combustible enzimdaticas resulta crucial
para el mejoramiento de esta tecnologia. Este trabajo atiende esta necesidad disefiando y fabricando una

nueva celda de combustible enzimatica.

1.4 Hipoétesis

La inmovilizacién molecularmente orientada de glucosa oxidasa, glucosa deshidrogenasa y lacasa para la
transferencia directa de electrones en una celda de combustible enzimatica generara mayor densidad de

potencia y corriente en comparacion con electrodos enzimaticos inmovilizados aleatoriamente.
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1.5 Objetivo general

Disefiar, construir y caracterizar una celda de combustible enzimdtica compuesta por un bioelectrodo
anddico de glucosa oxidasa o glucosa deshidrogenasa y un bioelectrodo catédico de lacasa con

inmovilizacién molecularmente orientada para mejorar la transferencia directa de electrones.

1.5.1 Objetivos especificos

1. Disefiar la estrategia de inmovilizacion molecularmente orientada de la glucosa oxidasa y glucosa

deshidrogenasa en electrodos anddicos de oro covalentemente empleando moléculas conectoras.

2. Caracterizar electroquimicamente los electrodos con glucosa oxidasa y glucosa deshidrogenasa

inmovilizadas respectivamente.

3. Disefiar, construir y caracterizar una celda de combustible enzimdtica compuesta por

bioelectrodos de glucosa oxidasa y lacasa.

4. Evaluar la eficiencia y capacidad de la celda de combustible enzimatica construida.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Sistema electroquimico

Las técnicas electroquimicas utilizadas en este trabajo fueron realizadas utilizando un sistema clasico de

tres electrodos (Figura 19).

1. Electrodo de trabajo (W): Oro (Basi®).
2. Contraelectrodo (C): Platino (Basi®).

3. Electrodo de referencia (R): Ag/AgCl (Basi®).

Se utilizé el potenciostato STAT-400 (DropSens®) para evaluar el sistema electroquimico por medio de las

técnicas voltametria ciclica, voltametria de barrido lineal y cronoamperometria.

Figura 19. Sistema electroquimico de tres electrodos contenidos en un recipiente de vidrio con electrolito.

2.2 Electrodo de oro

2.2.1 Limpieza

Cada electrodo de oro recibié un tratamiento de limpieza mecanica y electroquimica. El tratamiento
mecanico consistié en el pulido con alimina (1 um, 0.3 um y 0.05 um de tamafio de particula) y el
tratamiento electroquimico consistié en la oxidacidn y reduccién de la superficie del oro por medio de
voltametria ciclica (v= 0.1 V/s, rango= -0.2 a 1.55 V vs Ag/AgCl) en una solucién de H,SO4 0.5 M. Se
realizaron los ciclos necesarios para alcanzar un pico de reduccién estable del oro a un potencial de

0.9V (vs Ag/AgCl).
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2.2.2 Evaluacion en buffer

Se analizé la interaccion de los electrodos de oro con tres diferentes buffers favorables para la glucosa
oxidasa. Se realizaron voltametrias ciclicas (v= 0.1 V/s, rango= -0.6 a 0.8 V) de los electrodos en los

siguientes buffers.
= Buffer de acetatos 50 mM pH 5.1.
= Buffer de fosfatos 50 mM pH 5.1.

= Buffer de fosfatos 50 mM pH 7.

2.3. Electrodo anoddico

2.3.1 Produccidn de la apo-glucosa oxidasa

La enzima glucosa oxidasa (del hongo A. niger) se incubd durante 5 min en una solucién desnaturalizante
compuesta de Na,;SO4 20% ajustada a un pH de 1.4 con H,SO4 concentrado, después se centrifugo, se retird
el sobrenadante, el pellet fue resuspendido en la misma solucidn desnaturalizante y se repitio el proceso.
El pellet resultante se resuspendié en buffer de fosfatos de sodio 0.2 M pH 6.5 y se almacend a -20°C. Se
evalud un perfil de absorbancia (200-600 nm) del sobrenadante y de la apo-glucosa oxidasa por medio de
espectrofotometro (Cary 60 UV-VIS Agilent Technologies®) esperando la presencia o ausencia,
respectivamente, de un pico a una longitud de onda de 446 nm que es caracteristico de FAD para

corroborar la extraccion del cofactor.

La apo-glucosa oxidasa producida se incubd por una noche a 4°C en una solucién de FAD 10 mM en buffer

fosfatos de sodio 0.2 M pH 6.5 (Figura 20).

pH 4cido
[ FAD_
/- Holo -GOx
@

Figura 20. Proceso de produccion de apo-glucosa oxidasa y su posterior reconstitucion para la formacién de holo-
glucosa oxidasa.
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2.3.3 Ensayo de actividad de la glucosa oxidasa

Se evalud la actividad enzimatica y especifica de la glucosa oxidasa nativa, la apo-glucosa oxidasa
producida y la holo-glucosa oxidasa tras la reconstitucion. La reaccién contenia glucosa 95 mM, guayacol
16 mM (Coeficiente de extincidnazo nm= 26600 M*cm), peroxidasa 60 U/ml (del rdbano blanco Armoracia
rustica) y glucosa oxidasa 1 U/ml, todo en buffer de acetatos 50 mM pH 5.1 a 35°C. La estimacién de la
actividad de la glucosa oxidasa fue por medio de espectrofotometria evaluando el cambio absorbancia a

una longitud de onda 470 nm. La relacién estequiométrica de la reaccién se muestra en la Figura 21.
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CH
3 3\
OH -

(o] (@]
OCH3
Y R o S
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Figura 21. Relacion estequiométrica en la reaccidn para la cuantificacidn de la actividad de la glucosa oxidasa.

2.3.4 Inmovilizacion molecularmente orientada

Se empled a la molécula 4cido 4-mercaptobezoico (4AMB) o 4-aminotiofenol (4ATP) como conectores
iniciales. Los electrodos de oro se incubaron con una solucién etandlica de 4AMB o 4ATP 10 mM por una
noche a temperatura ambiente. Después de este proceso, los electrodos fueron lavados con etanol

absoluto y se dejaron secar.

La unién de FAD y PQQ a los electrodos, respectivamente, se realizd por medio de la unién previa de
moléculas aromaticas, sobre la capa de 4AMB o 4ATP. Estas uniones se realizaron por medio de los
activadores de carboxilos EDC y NHS en una solucion de dimetilsuféxido (DMSO). La unién de FAD y PQQ
sobre las cadenas sintetizadas requirié de EDC y NHS a temperatura ambiente por 1 h en buffer MES 0.1

M pH 4.5.

Los electrodos funcionalizados con FAD fueron sumergidos en una solucién de apo-glucosa oxidasa
2 mg/ml en buffer de fosfatos 2 M pH 6.5 y se dejaron incubar por una noche a 4°C o0 1 h a temperatura

ambiente. Por Ultimo, los electrodos modificados fueron lavados para su posterior evaluacién (Figura 22).
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Figura 22. Proceso de produccién de electrodos con glucosa oxidasa molecularmente orientada.

Los electrodos funcionalizados con PQQ fueron sumergidos en una solucién de apo-glucosa
deshidrogenasa 1 mg/ml y CaCl, 30 mM en buffer HEPES 20 mM y se dejaron incubar por 40 min a
temperatura ambiente. Por ultimo, los electrodos modificados fueron lavados con buffer de fosfatos 0.1

M pH 7.3 para su posterior evaluacién.

Los electrodos funcionalizados con FAD fueron sumergidos en una solucién de apo-glucosa oxidasa
2 mg/ml en buffer de fosfatos 2 M pH 6.5 y se dejaron incubar por una noche a 4°C 0 1 h a temperatura

ambiente. Por Ultimo, los electrodos modificados fueron lavados para su posterior evaluacion (Figura 22).

Los electrodos funcionalizados con PQQ fueron sumergidos en una solucion de apo-glucosa
deshidrogenasa 1 mg/ml y CaCl, 30 mM en buffer HEPES 20 mM y se dejaron incubar por 40 min a
temperatura ambiente. Por ultimo, los electrodos modificados fueron lavados con buffer de fosfatos 0.1

M pH 7.3 para su posterior evaluacion.

2.3.5 Inmovilizacion aleatoria

Se utiliz6 el 4ATP como molécula conectora. Los electrodos de oro se incubaron con una solucidn etandlica
de 4ATP 10 mM por una noche a temperatura ambiente. Posteriormente los electrodos fueron lavados
con etanol absoluto, se dejaron secar, se les agregé una solucion de glucosa oxidasa 2 mg/ml, EDC y NHS
10 mM en buffer MES 0.1 M pH 4.5 y se dejaron incubar por 1 h a 4°C. Por ultimo, los electrodos fueron

lavados con buffer de fosfatos 2 M pH 6.5 para su posterior evaluacién (Figura 23).
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Figura 23. Proceso de produccidn de electrodos con glucosa oxidasa unida aleatoriamente.

2.4 Electrodo catodo-lacasa

2.4.1 Interaccion de la lacasa 4AMB

Se analizd la interaccion del 4AMB con la lacasa (del hongo ligninolitico C. gallica) evaluando un perfil de
absorbancia (500 a 800 nm) de la lacasa en presencia de concentraciones ascendentes de 4AMB en una

solucién de acetonitrilo 10% en buffer de succinatos 50 mM pH 4.5.

2.4.2 Inmovilizacion molecularmente orientada de la lacasa

La union de 4AMB, bifenil-4’,4’ Acido carboxilico y 4-[2-aminoetil] benzoico al electrodo de oro se realizd
empleando el método propuesto propuesta con anterioridad que utiliza EDC y NHS. Después de lavar y
secar los electrodos, se sumergieron en una soluciéon de lacasa 1 mg/ml en buffer MES 0.1 M pH 4.5y se
dejé incubando por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregd a la solucién EDC y NHS
10 mM y se dejo incubar a 4°C por 1 h. Por ultimo, los electrodos se lavaron con buffer de succinatos

50 mM pH 4.5 para su posterior evaluacion.

2.5 Evaluacion electroquimica

Cada modificacion de los electrodos fue evaluada por medio de voltametria ciclica (v=0.1V/s) en presencia
del buffer saturado con N, favorable para la enzima correspondiente. Las evaluaciones de la oxidacion y
reduccidn electroenzimdtica de la glucosa y del O, respectivamente, se realizd por medio de

ciclovoltametrias en presencia del sustrato de la enzima (Tabla 5).



Tabla 5. Sustrato y buffer utilizados en las evaluaciones electroenzimatica.

Enzima

Buffer

Glucosa oxidasa
Glucosa deshidrogenasa

Lacasa

Fosfatos 0.1 M pH 7.3
Fosfatos 0.1 M pH 7.3

Succinatos 50 mM pH 4.5

D-glucosa
D-glucosa

0,*

*Se saturd con N: el buffer para evaluar la actividad de la lacasa en ausencia de Oa..

2.6. Construccidn y caracterizacion de la celda de combustible

La estructura de la celda fue construida con paredes de acrilico, conteniendo la cdmara anddica y la
catédica separadas por una membrana de intercambio catiénica de Nafion® cuando fue necesaria, ademas
cuenta con conductos de entrada y salida para el flujo apropiado del buffer y el sustrato (combustible)
(Figura 24). El electrodo anddico y catddico tienen un drea superficial de 7.06 x 102 cm? con las enzimas
unidas bajo las condiciones previamente descritas. La caracterizacién de la celda construida consistio en
la evaluaciéon del OCV por medio cronopotenciometria, la densidad de potencia por medio de voltametria

de barrido lineal (1 mV/s) y la densidad de potencia por cronoamperometria.
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Figura 24. Esquema técnico de la celda construida para el arreglo de electrodos enzimaticos. El disefio grafico de la

celda se realizé con el software AutoDesk FUSION 360.




34

Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Evaluacion de los electrodos de oro

3.1.1 Limpieza

El proceso de limpieza de los electrodos de oro constd de dos fases; una limpieza mecanica por medio de
alimina (Aly0Os3) de 1 um, 0.3 um y 0.05 um de tamafio de particula como agente abrasivo y un tratamiento
de barrido electroquimico para promover la reduccién del oro formando oro metalico en ambiente acido

(H2S04 0.5 M).

Al realizar este proceso, se obtuvo un ciclovoltagrama caracteristico del oro que muestra una serie de
picos de oxidacion (Au;0s) que inician a = 0.1V, lo que indica que se trata de oro policristalino ya que los
arreglos cristalinos de oro “100” o “111” presentan picos de oxidacion Unicos. Ademas, se observa
claramente el pico Unico de reduccién del oro a = 0.9 V. Se obtuvo una carga coulométrica (Q.x) de
36.56 uC correspondiente al pico de reduccidn y un area superficial electroactiva (A;) de 0.09 cm? con un
factor de rugosidad (Fr) de 1.28 tomando en cuenta una Q tedrica (Q:eo) de 400 uC/cm? para un electrodo

de oro policristalino (Sarapuu et al., 2001). Este resultado es un valor muy cercano a una superficie plana

(Figura 25).
20 A
10 H
0 A Carga coulométrica (Q)
/ Qexp=36.56 uC
-10 - Qieo= 400 uC/cm?
220 - Area superficial electroactiva (A,)
< A=0.09 cm?
= -30 1 Ag=0.07 cm?
40 - Factor de rugosidad (Fr)= 1.28
-50 - u
-60 -
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E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 25. Ciclovoltagrama de un electrodo de oro posterior al tratamiento de limpieza mecanica con alimina. H2504
0.5 M, v=0.1 V/s, ciclo 5.
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Después de conocer estos parametros, los electrodos de oro que fueron utilizados en experimentos

posteriores recibieron un tratamiento similar de limpieza para obtener un Frentre 1.2 y 1.3.

3.1.2 Comportamiento de los electrodos de oro

Una caracteristica importante de los buffers empleados en sistemas electroquimicos con una interfaz
enzimatica es que estos deben ser compatibles con las enzimas empleadas y que preferentemente no
presenten actividad redox en los potenciales a los cuales se realizan las evaluaciones electroquimicas. Para
determinar estos aspectos, se evalud el comportamiento de los electrodos de oro limpios en buffer de
fosfatos, que fue el buffer utilizado para medir la actividad de la glucosa oxidasa. Los ciclovoltagramas de
estos experimentos muestran que el electrodo de oro presenta una corriente basal menor de +1 pA en el
rango de potenciales evaluados, lo que indica que el buffer no es un problema al momento de realizar

evaluaciones posteriores ya que esta corriente es muy pequena (Figura 26).

'10 T T T T T 1
-0.3 -0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
E, V (vs Ag/AgCl)
Figura 26. Ciclovoltagrama de un electrodo de oro en presencia de buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3.
v=0.1V/s, ciclo 5.

De igual forma, se evalud la actividad de la glucosa oxidasa en los diferentes buffers para definir cual de
ellos se utilizaria en pruebas posteriores. Como podemos observar en la Tabla 6 y la Figura 27, la glucosa
oxidasa presentd una misma actividad en buffer de fosfatos de sodio pH 5 en comparacion con el buffer
de acetatos pH 5.1. En el caso del buffer de fosfatos de sodio pH 7.3, la glucosa oxidasa disminuye su
actividad en un = 18%, no obstante se demuestra que a pH cercano al fisioldgico humano esta enzima no

pierde significativamente su actividad.
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Tabla 6. Actividad de la glucosa oxidasa en diferentes buffer.

Buffer* Actividad enzimatica (U/ml) Actividad especifica (U/mg)
Acetatos pH 5.1 0.0177 35.46 +0.38
Fosfatos pH 5 0.014 27.96 £1.61
Fosfatos pH 7.3 0.0172 34.46 +1.86
*0.1 M.
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Figura 27. Actividad especifica de la glucosa oxidasa en diferentes buffers.

3.2 Desflavinacidn de glucosa oxidasa

Dentro del espectro de métodos utilizados para realizar la conexidn de la glucosa oxidasa con un electrodo,
destaca la unidn del sitio redox directamente al electrodo utilizado en el sistema electroquimico. Este
método tiene como objetivo la blsqueda de la DET entre la enzima y los electrodos. Sin embargo, el
proceso de unidn de la glucosa oxidasa a través de su sitio redox presenta un problema, el cofactor FAD,
encargado de realizar la catélisis redox en la glucosa oxidasa, se encuentra embebido a = 18 A de la

superficie (medido desde la regidon mas cercana a la superficie).

Para superar este problema se decidid someter a la glucosa oxidasa a un proceso de desnaturalizacién
reversible para extraer el cofactor FAD de su interior, esto es posible ya que el FAD se encuentra unido a
la glucosa oxidasa solo por unién electroestatica. Este tratamiento tiene como objetivo producir una
apo-glucosa oxidasa que no presenta actividad catalitica, pero al entrar en contacto con FAD de nuevo en
condiciones de pH superiores a 5 y no mayores a 7.6 la glucosa oxidasa integra de nuevo al cofactor

regenerando la holo-glucosa oxidasa y recuperando su actividad. De esta forma es posible hacer la unién
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de FAD sobre el electrodo de oro y posteriormente reconstituir la apo-glucosa oxidasa sobre los electrodos

funcionalizados con el cofactor.

Se logré extraer exitosamente FAD por medio de una solucién desnaturalizante y a su vez generar una
apo-glucosa oxidasa (método modificado de Vidal et al.,, 2004). La Figura 28A muestra un perfil de
absorbancia de la glucosa oxidasa nativa (Figura 28A, linea negra) y de la apo-glucosa oxidasa generada
(Figura 28A, linea roja), donde se puede observar que solo la glucosa oxidasa nativa cuenta con el pico
caracteristico del espectro de absorbancia de FAD (Arap= 446 nm) (Figura 28B), ademas el sobrenadante
resultante del proceso de extraccion de FAD muestra un pico en la misma longitud de onda que la glucosa

oxidasa nativa (Figura 28, linea segmentada), lo que corrobora que FAD fue extraido con éxito.
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Figura 28. A) Perfil de absorbancia de la glucosa oxidasa nativa (linea negra), apo-glucosa oxidasa (linea roja) y el
sobrenadante que contenia el FAD extraido (linea segmentada). A= 446 nm (flecha). B) Perfil de absorbancia de FAD
10 mM. A= 446 nm (flecha).

3.3 Reconstitucion de la glucosa oxidasa

Superado el objetivo de extraer FAD de la glucosa oxidasa, se prosiguio con estandarizar la reconstitucion
de la apo-enzima. Esto fue posible dejando la apo-glucosa oxidasa en interaccién con FAD (en una relacion
molar 1:10) por una noche, de esta forma la enzima se plegaria espontaneamente sobre su cofactor

reconstituyendo su estructura y recuperando su actividad. Se cuantificd la actividad enzimatica de las
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diferentes versiones generadas de la enzima para evaluar la eficiencia del método de desflavinacion y

reconstitucion de la glucosa oxidasa.

La glucosa oxidasa nativa tuvo una actividad especifica de 30.16 U/ml, en cambio la apo-glucosa oxidasa
no presentd actividad, lo cual era lo esperado ya que al perder FAD pierde su capacidad redox. Por ultimo,
la glucosa oxidasa reconstituida (holo-glucosa oxidasa) presentd una actividad de 24.8 U/ml, lo que

significa la recuperacién del 82% de su actividad basal (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad de la glucosa oxidasa tras el proceso de desflavinacion y reconstitucion.

Enzima Actividad enzimatica (U/ml) Actividad especifica (U/mg)
Glucosa oxidasa 9.95x 103 30.16 £0.56

Apo-Glucosa oxidasa Sin actividad Sin actividad

Holo-Glucosa oxidasa 8.18x 103 24.8 +1.66 (82%)

Este porcentaje de recuperacion de actividad obtenido se encuentra por encima de lo reportado en la
literatura donde se utilizd un método similar, siendo un 50% de recuperacion el mejor resultado publicado

(Posthuma-Trumpie et al., 2007).

3.4 Electrodo anddico de glucosa oxidasa

3.4.1 Unién de FAD y reconstitucion de glucosa oxidasa

Ya estandarizado un método eficiente de produccién de apo-glucosa oxidasa, se decidié iniciar los
experimentos de funcionalizacidn de los electrodos de oro con el cofactor FAD con el fin de reconstituir la
apo-glucosa oxidasa sobre ellos y obtener una conexidn directa entre el electrodo y el sitio redox de la

enzima.

Para lograr esto se siguid una serie de pasos de sintesis de cadenas de moléculas aromaticas sobre el
electrodo de oro donde la uUltima molécula unida fuera FAD. Se utilizaron moléculas aromaticas que
tuvieran como minimo un grupo tiol (R-SH) para la funcionalizacién de los electrodos de oro, esto porque
los grupos tiol se unen espontaneamente al oro metalico formando un enlace covalente coordinado. Se
han reportado una gran cantidad de moléculas tioladas que en contacto con oro forman monocapas

autoensamblables (SAM) (Hakkinen, 2012; Hoffman et al., 2007; Ma et al., 2013). De esta forma se puede
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funcionalizar el electrodo de oro con moléculas tioladas que a su vez contengan grupos reactivos de interés

para la unidn de nuevas moléculas sobre ellos, por ejemplo cofactores.

Las moléculas con grupos tiol que se utilizaron en este trabajo son el 4ATP y el 4AMB, las cuales tienen un
anillo aromatico, el cual contiene electrones resonantes que le confieren caracteristicas conductoras a la
molécula. Ademas, estas dos moléculas cuentan con un grupo amino y carboxilo, respectivamente, en

posicién para los cuales pueden ser utilizados para unir otras moléculas por medio de enlaces amida.

Tras funcionalizar electrodos de oro con 4ATP, quedando libres grupos amino, se utilizé glutaraldehido
para unir FAD. Esto fue posible gracias a que el glutaraldehido presenta dos grupos aldehidos que se unen
a grupos amino formando bases de Schiff, caracterizadas por mantener el doble enlace del oxigeno

sustituyéndolo por el nitrégeno del grupo amino.

La unién de FAD sobre el electrodo utilizando este método resultd exitosa. Claramente se observan los
picos redox del cofactor a un E®’=-0.45 V. Se logré unir 0.962 pmoles de FAD, lo que significa una densidad
de cobertura de 6.31 x 10> moles/cm? y un 15% de drea de cobertura de la superficie del electrodo

partiendo de un radio hidrodindmico de FAD de = 1.15 nm (Figura 29).

HSONH: + HWH + HN-FAD

Cadena sintetizada

EO’FAD: -0.45 V

Base de Schiff

Teap=0.962 pmoles
[ran/A=6.31 x 10'*?> moles/cm?
%AFAD: 15%

-06 -05 -04 -03 -02 -01
E, V (vs Ag/AgCl)

o

Figura 29. Ciclovoltagrama de electrodo de oro funcionalizado con FAD. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=
0.2 V/s, ciclo 5.



40

A pesar de demostrar que FAD fue unido al electrodo de oro, los picos redox asociados a FAD
desaparecieron al realizar la evaluacién de los electrodos tras 3 h del proceso de funcionalizacidn, lo cual
indica que no es estable la unidn de FAD con el electrodo (Figura 30). Independientemente de este
resultado negativo se decidié reconstituir la apo-glucosa oxidasa sobre electrodos recién funcionalizados
con FAD bajo el mismo protocolo. Los electrodos se evaluaron en presencia y ausencia de glucosa después
de una noche en incubacién a 4°C sumergidos en una solucion de apo-glucosa oxidasa 2 mg/ml. El
ciclovoltagrama de este experimento muestra que no hay aumento en la corriente asociado a la oxidacién

electroenzimatica de la glucosa (Figura 31).
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Figura 30. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con FAD evaluados inmediatamente después del
proceso de funcionalizacion y después de 3 h a 4°C sumergidos en buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3. Buffer
de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.
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Figura 31. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.
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Tras la aparente reconstitucidn fallida de la apo-glucosa oxidasa sobre los electrodos de oro, se evalud de
nuevo la presencia de FAD por medio de una ciclovoltametria que corroboré que los electrodos no
presentan los picos redox asociados a FAD (Figura 32). La inestabilidad de la unidn de FAD sobre el
electrodo puede deberse a la unién débil del glutaraldehido con los grupos amino, ya que esta unién no

es de tipo covalente.

-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 32. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con glucosa oxidasa orientada molecularmente
después de ser evaluado en presencia de glucosa. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.

Se decidié reducir las bases de Schiff formadas en el proceso de unién para estabilizar la unién de FAD con
el electrodo funcionalizado con 4ATP por medio del glutaraldehido. Para esto se usé NaBH3;CN (20 mM),
el cual es un agente reductor fuerte. De esta forma se perderia el doble enlace del N incorporandose un
H, esto haria menos conductora la cadena sintetizada pero resultaria en una uniéon mas estable de FAD en

la superficie del electrodo de oro.

Con este procedimiento se logré unir aparentemente una fraccién mayor de FAD en la superficie del
electrodo de oro, sin embargo, el tratamiento con NaBHsCN utilizado en los electrodos funcionalizados
afecta los picos redox de FAD, los cuales se desplazan a valores positivos, situacion que puede deberse a
la modificacién de FAD al sufrir la reduccion de alguno de sus grupos reactivos modificando su arreglo
electréonico. Ademads, no estan claramente definidos los picos redox, por lo que resultan complicadas y
poco reproducibles las mediciones de la carga coulométrica en estos ciclovoltagramas. A pesar de esto,

los electrodos presentaron una mayor estabilidad en el tiempo ya que FAD sigue unido a los electrodos y
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se encuentra electroquimicamente activo al ser evaluados 3 h después de ser funcionalizados y

almacenados a 4°C (Figura 33).

HS@NH: + HWH + HN-FAD
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Figura 33. Ciclovoltagramas de electrodos funcionalizados con FAD evaluados inmediatamente después de la
funcionalizaciéon y después de 3 h a 4°C. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.

Al haber obtenido estos resultados, se decidi6 fabricar electrodos nuevos empleando el método descrito
para ser incubados posteriormente con apo-glucosa oxidasa con el fin de que se reconstituyera. Los
ciclovoltagramas de estos electrodos no mostraron un pico asociado a la oxidacidn de glucosa a pesar de
obtener una unidon mas estable de FAD en los electrodos, lo que sugiere que la apo-glucosa oxidasa no se
reconstituyd correctamente sobre los electrodos (Figura 34). Esto puede deberse a que el tratamiento con
NaBH;CN afecta la estructura de FAD provocando una incompatibilidad con el sitio de unidn de la glucosa
oxidasa. Ademas, la distancia a la que FAD se encuentra de la superficie del electrodo de oro al ser unido
con glutaraldehido y posteriormente perder las bases de Schiff es pequefia, lo que podria causar un
impedimento estérico en el proceso de reconstitucién de la apo-glucosa oxidasa en los electrodos

funcionalizados.
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Figura 34. Ciclovoltagramas de electrodos con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra) y
presencia (roja) de glucosa. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

Se utilizaron otras moléculas que sirvieran como conectores conductores entre FAD y el electrodo de oro
teniendo como obijetivo la estabilizacién de la unién de FAD y el aumento de la distancia a la que este se
encuentra de la superficie para asi evitar el impedimento estérico durante la reconstitucion. El
bifenil-4’,4’ cido carboxilico y el 4,4’-diaminobifenil fueron las moléculas seleccionadas para llevar a cabo
los siguientes experimentos, las cuales comparten la caracteristica de poseer dos anillos aromaticos y dos
grupos carboxilo y amino, respectivamente, en posicidon para. Su caracteristica aromatica resulta de
interés ya que los electrones resonantes en estos grupos los hacen moléculas conductoras, por tanto
pueden ser usados como cables moleculares. Ademas, poseen dos grupos reactivos muy comunes y faciles
de unir en presencia de EDC y NHS que pueden utilizarse para unirse entre ellas, con FAD o con las
moléculas tioladas mencionadas previamente. Sin embargo, la solubilidad de estas moléculas en
soluciones acuosas es casi nula por presentar dos anillos aromaticos, por lo que el protocolo convencional
de unién por quimica de EDCy NHS no puede ser utilizado ya que la formaciéon del enlace amida se favorece

en buffer MES 0.1 M pH 4.5 (Fischer, 2010).

Ante esto, se evaluo el protocolo de unién por quimica de EDC y NHS en solventes organicos en los que si
fuera soluble el bifenil-4’,4’ 4cido carboxilico y el 4,4’-diaminobifenil, tal como el DMSO. Se funcionalizaron
electrodos de oro con 4ATP y se sumergieron en una solucidon de EDC, NHS 10 mM vy bifenil-4’,4" 4cido
carboxilico 5 mM disueltos en DMSO puro. La reaccion se dejé en reposo a temperatura ambiente por 4

h. Posteriormente, los electrodos fueron lavados con DMSO y buffer MES para eliminar las moléculas que
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no se unieron. Por Ultimo, se utilizé el protocolo convencional de unién por enlace amida para unir FAD a
los electrodos funcionalizados. Para esto los electrodos fueron sumergidos en una solucidon de FAD 5 mM,
EDC y NHS 10 mM disueltos en buffer MES 0.1 M pH 4.5 y se dejaron reaccionar por 1 h a temperatura
ambiente con el objetivo de unir el grupo amino del FAD con los grupos carboxilo superficiales del

electrodo de oro después de ser funcionalizado.

El protocolo empleado resultd exitoso, se lograron sintetizar cadenas de moléculas aromaticas de = 17.8
A de longitud y unir a FAD de forma estable. Los electrodos fueron funcionalizados con 4.29 pmoles de

FAD que cubren el 70% del drea del electrodo (Figura 35).

5Oy + "9+ FAD

Cadena sintetizada

1.5 -

Teap=4.29 pmoles
Meap/A= 2.8 x 10 moles/cm?
-1 %Arap= 70%

——Inmediato

—12 h después

-2.5 T
-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 35. Ciclovoltagramas de electrodos funcionalizados con FAD evaluados inmediatamente después de la
funcionalizacién y después de 12 h a 4°C. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.

La cantidad de FAD unida en los electrodos se encuentra muy cercana a lo reportado en trabajos donde
flavoproteinas fueron reconstituidas sobre electrodos usados como sensores amperométricos

(Vidal et al., 2004; Zayats et al., 2002; 2005).
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No obstante, los electrodos no mostraron un aumento de corriente en alguno de los potenciales evaluados
por ciclovoltametria al agregar glucosa al electrolito después de utilizar el protocolo de reconstitucion de

la apo-glucosa oxidasa (Figura 36).
0.4 -
0.3 4

0.2 H

——Glucosa 0 mM

——Glucosa 40 mM

-0.3 . . . . . . . .
-0.2 -01 O 0.1 02 03 04 05 0.6

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 36. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

Sin embargo, se puede observar que FAD sigue unido al electrodo después del proceso de reconstituciéon

de la glucosa oxidasa y la experimentacién en presencia de glucosa (Figura 37).

-4 T \ T T T T 1
-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 37. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD después de la reconstitucion de la glucosa oxidasa.
Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.
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Se realizaron modificaciones in silico de FAD en la estructura tridimensional de la glucosa oxidasa
utilizando el software PyMOL®. La Figura 38 muestra que la cadena sintetizada y unida a FAD permite que
el grupo tiol del 4ATP quede expuesto en la superficie de la glucosa oxidasa después del proceso de
reconstitucion, sin embargo, el problema del impedimento estérico posiblemente no fue resuelto ya que
la distancia a la que FAD se encuentra en el interior de la glucosa oxidasa es muy cercana a la longitud de

la cadena sintetizada.

Bifenil-4’,4’ 4cido
carboxilico

Glucosa
oxidasa

Figura 38. Estructura tridimensional del monémero de la glucosa oxidasa asociado a FAD modificado con bifenil-4’,4’
acido carboxilico y 4ATP. Imagenes obtenidas con el software PyMOL v1.74 a partir del registro con cédigo 1CF3 del
Protein Data Bank.

Para descartar esta posibilidad se sintetizaron cadenas de mayor longitud utilizando el acido
4-aminobenzoico, que puede unirse al bifenil-4’,4” acido carboxilico y luego a FAD, pero la longitud de la
cadena sintetizada no puede ser controlada por la autopolimerizacidn del acido 4-aminobenzoico. Aun asi,
la unién de FAD fue posible, pero los electrodos no mostraron aumento de corriente en presencia de

glucosa después de someterse al proceso de reconstitucién de la glucosa oxidasa (Figura 39).

Al no obtener resultados favorables utilizando el 4cido 4-aminobenzoico, se sintetizaron dos cadenas de
mayor longitud utilizando las moléculas 4,4’-diaminobifenil y bifenil-4’,4" acido carboxilico en conjunto, de
esta forma puede ser controlada la longitud de la cadena ya que las moléculas utilizadas no se

autopolimerizan y las uniones se realizan en un proceso secuencial pero en pasos separados.

La primera cadena sintetizada constd de una molécula de 4,4’-diaminobifenil funcionalizada sobre 4AMB,
posteriormente a ella se le unid el bifenil-4’,4’ acido carboxilico y por ultimo fue unido FAD. Este método

de unién de FAD resulté exitoso logrando unir 1.4 pmoles, obteniendo una cadena de = 24.6 A (Figura 40).
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HS—@NH;: + Hng + HzN—©—<§H + H:Nn-FAD
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0.15 -
0.1 ~
0,05 -
0 -
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Figura 39. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

HS@—(;)H + N )N + Hgg” + H:n-FAD

Cadena sintetizada

0.2 - E%o
i
0 .
-0.2 +
<E-0,4 . Trap= 1.4 pmoles
3 Trap/A=9.23 x 10''? moles/cm?
_-0.6 T %AFAD= 23%
-0.8 A
_1 _
|
|
-1.2 . : . . . . .
-0.6 -0.5 ' -04 -0.3 -0.2 -0.1 0

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 40. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD después de la reconstitucidn de la glucosa oxidasa.
Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.
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Los electrodos funcionalizados con FAD fueron incubados una noche a 4°C en una solucién de apo-glucosa
oxidasa esperando que fuera reconstituida y unida a los electrodos orientadamente. Los ciclovoltagramas
obtenidos de estos electrodos no muestran respuesta al agregar glucosa al buffer, por tanto la
reconstitucion de la glucosa oxidasa no fue exitosa (Figura 41). Al igual que en experimentos anteriores,
FAD sigue unido al electrodos después del proceso de reconstitucién y andlisis en presencia de glucosa

oxidasa, lo que corrobora la unién estable de FAD (Anexo 1).

0.06 -
0.04 -~
0.02 -~

-0.02 ~

SHA

—-0.04 -

-0.06 —— Glucosa 0 mM

——Glucosa 40 mM

-0.08
-0.1

'0.12 T T T T T T T T T 1
-04 -03 02 -01 0O 01 02 03 04 05

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 41. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

La segunda cadena sintetizada, la cual fue la de mayor longitud en este trabajo (= 35.1 A), se conformaba
por dos moléculas de 4,4’-diaminobifenil y una molécula bifenil-4’,4" acido carboxilico dispuestas de forma
alternada previas a FAD (Figura 42). Se logré unir a los electrodos 2.24 pmoles de FAD obteniendo una
sefial estable a pesar de estar unido a una cadena de gran longitud (Figura 43). No obstante, los electrodos
de nuevo no mostraron respuesta en presencia de glucosa después del proceso de reconstitucion de la
glucosa oxidasa (Figura 44) e igual que en experimentos anteriores FAD se mantuvo unido al electrodo

después de los analisis (Anexo 2).

La serie de experimentos anteriores demuestran que la unién de FAD sobre los electrodos no es un
problema, ademds, el método de sintesis de cadenas de moléculas aromaticas hidrofdbicas resulta
efectivo en DMSO utilizando la quimica de EDC y NHS para la formacién de enlaces amida. La

reconstitucion de la glucosa oxidasa en cambio no resultd exitosa, ninguno de los electrodos obtuvo
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respuesta en presencia de glucosa a pesar de comprobar que en solucién la glucosa oxidasa se reconstituye
de forma eficiente perdiendo menos del 20% de su actividad. Por tanto se decidié modificar el protocolo

de reconstitucion de la glucosa oxidasa.

=35.1A h' Bifenil-4’,4’
acido

carboxilico

4,4’- ‘
diaminobifenil = "__¢
y ]

(}\'.-;..-“-.

S RFAT

Glucosa
oxidasa

Figura 42. Estructura tridimensional del monémero de la glucosa oxidasa asociado a FAD modificado con bifenil-4’,4’
acido carboxilico, 4,4’ -diaminobifenil y 4AMB. Imagenes obtenidas con el software PyMOL v1.74 a partir del registro
con codigo 1CF3 del Protein Data Bank.

HS—@—NHz + HggH + HzNNHz + HggH + w:N-FAD

Cadena sintetizada

1 - ‘EOIFAD

Trap= 2.24 pmoles
[ran/A= 1.47 x 10'** moles/cm?
%AFAD= 30%

-2 T
-0.6 -0.5 -04 -0.3 -0.2 -0.1 0
E, V (vs Ag/AgCl)
Figura 43. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2
V/s, ciclo 5.
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01 4// ——Glucosa 0 mM
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_0.2 T T T T T T T T T 1
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E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 44. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

En primer lugar, los electrodos funcionalizados con FAD por medio del proceso descrito para la Figura 35,
fueron sumergidos en una soluciéon de apo-glucosa oxidasa por 1 h a temperatura ambiente, esto
aumentaria la cinética de las moléculas promoviendo que la interaccién de la apo-enzima con FAD
aumentara. En segundo lugar, los electrodos fueron sumergidos en una solucién de apo-glucosa oxidasa
en buffer de fosfatos con un pH inicial de 3 que fue modificado hasta 6.5 agregando equivalentes de una
solucién concentrada de Na;HPO, cada 10 min hasta cumplir 1 h y posteriormente dejando los electrodos
en interaccidn por una noche, todo a 4°C. De esta forma se flexibilizaria la estructura de la apo-glucosa
oxidasa permitiendo una mejor interaccidn de sitio activo con el FAD para promover la reconstitucion. No

obstante ninguno de los métodos empleados resultd satisfactorio (Anexo 3).

Como previamente fue discutido, el impedimentos estérico debido a la longitud de las cadenas con que
estd unido FAD puede ser la razén por la que la apo-glucosa oxidasa no se reconstituye sobre los
electrodos, sin embargo, la misma unién eficiente de FAD sobre el electrodo puede causar este mismo
problema ya que, como fue mencionando previamente, FAD puede cubrir hasta un 70% del area del
electrodo formando una superficie saturada que impida que la apo-glucosa oxidasa interactue
adecuadamente con la apo-glucosa oxidasa. Atendiendo esto, se unid FAD sobre cadenas sintetizadas por
medio del proceso de la Figura 35 utilizando una concentracidn menor de FAD, pasando de 10 mM a 0.1

mM. Con esto se busco que las moléculas de FAD unidas se encuentren mas alejadas unas de otras.
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De esta forma se unieron 0.81 pmoles de FAD, siendo este valor un orden menor en comparacion con

resultados previos, que indica un porcentaje de cobertura del 13% (Figura 45). A pesar de someter al

electrodo al proceso de reconstitucién de la apo-enzima, estos no mostraron respuesta (Figura 46).

5 + P9 C" + o FAD

Cadena sintetizada

0.5

Trap=0.81 pmoles
Teap/A= 5.36 x 102 moles/cm?
%AFAD= 13%

-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 45. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2
V/s, ciclo 5.
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Figura 46. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v="5 mV/s, ciclo 5.
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Al no obtener electrodos con una clara reconstitucion de la glucosa oxidasa, se abordd el problema
partiendo del protocolo de reconstitucién de la apo-enzima en solucidn. Si el FAD modificado puede ser
utilizado para reconstitucidon de la apo-glucosa oxidasa en solucién, la holo-glucosa oxidasa resultante
puede ser unida a los electrodos ya que el grupo tiol estaria expuesto en la superficie. La unidn de grupos
tiol en oro en condiciones acuosas ya ha sido reportada en sistemas que incluyen enzimas por lo que

resulta una opcidn viable (Bonanni et al., 2003; Heering et al., 2004).

FAD fue modificado por medio de una reaccién que contenia FAD 1 mM, bifenil-4’,4’ acido carboxilico
5 mM, 4ATP 5 mM, EDCy NHS 20 mM. La reaccién se incubd por 4 hy se agregé una fraccién de la solucion
resultante a una solucién de apo-glucosa oxidasa para una relacion molar 1:10 (GOx:FAD) que se dejé
incubar por una noche a 4°C. Se cuantificd la actividad enzimatica de la holo-glucosa oxidasa con FAD
modificado en comparacién con el FAD nativo. La Tabla 8 muestra que la glucosa oxidasa reconstituida
con FAD modificado pierde el 31% de la actividad. La holo-enzima resultante fue incubada con electrodos
de oro limpios por 1 h a temperatura ambiente. Después del proceso de reconstitucién, los electrodos

fueron evaluados en presencia de glucosa pero se observd respuesta al agregar glucosa.

Tabla 8. Actividad de la glucosa oxidasa tras reconstitucion con FAD nativo y FAD modificado.

Enzima Actividad enzimatica (U/ml) Actividad especifica (U/mg)
Holo-Glucosa oxidasa )
- +
(FAD nativo) 1.01x 10 15.51 £1.25
Holo-Glucosa oxidasa 6.99 x 10° 10.66 +0.84

(FAD modificado)

Los multiples trabajos de reconstitucion de glucosa oxidasa sobre electrodos funcionalizados con FAD
reportados por el grupo del Dr. Willner refieren que el proceso de transferencia de electrones resulta
favorecido cuando los electrodos emulan las caracteristicas naturales al proceso redox que se da en las
enzimas (Zayats et al., 2002; Willner et al., 2009). En el caso de la glucosa oxidasa, la catalisis redox de FAD
requiere de 2 e”, por lo que el uso de moléculas conectoras con la misma caracteristica podria resultar en
el favorecimiento de la transferencia de electrones superando una barrera de incompatibilidad con las

moléculas que previamente fueron utilizadas en este trabajo.

Al igual que lo reportado por Zayats y colaboradores en 2002, se utilizé al PQQ como intermediario de
conexién de FAD. Este cofactor de oxidoreductasas como la glucosa y alcohol deshidrogenasa contiene

tres grupos carboxilo que pueden ser unidos facilmente a grupos amino.
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Se sintetizaron dos cadenas de longitudes diferentes utilizando 4ATP como molécula inicial. La primera
cadena se sintetizd uniendo PQQ al 4ATP y posteriormente FAD. Con este arreglo de moléculas se obtuvo
un ciclovoltagrama con picos dobles correspondientes a los E* de los dos cofactores. Se unieron
2.99 pmoles de PQQ y 0.93 pmoles de FAD obteniendo una relacién molar de 1:0.3 (PQQ:FAD), la cual es
muy cercana a lo reportado por Zayats y colaboradores (Figura 47A). La segunda cadena sintetizada fue
de mayor longitud ya que utilizé al acido 4-aminobenzoico como molécula intermedia entre el PQQ y FAD.
De esta forma se unieron 5.06 pmoles de PQQ y 1.25 pmoles de FAD lo que significa una relacién molar de

1:0.24 (PQQ:FAD) (Figura 47B), que es similar a lo obtenido previamente.

A pesar de comprobar que los electrodos funcionalizados presentaban cofactores electroquimicamente
activos y estables ya que se mantuvieron unidos después del proceso de reconstitucién de glucosa oxidasa
y andlisis (Anexo 4), no se observd aumento en la corriente durante las ciclovoltametrias después de

agregar glucosa al electrolito (Figura 48).

A s O+ PQQE + HFAD B s (e + Q0L+ o C+ wFAD
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-0.6-0.5-0.4-0.3-0.2-0.1 0 0.1 0.2 -0.6-0.5-0.4-0.3-0.2-0.1 0 0.1 0.2
E, V (vs Ag/AgCl) E, V (vs Ag/AgCl)
PQQ PQQ
Traa= 2.99 pmoles lraa= 5.06 pmoles
Mraa/A= 1.96 x 10"** moles/cm? Mraa/A=3.32 x 10'** moles/cm?
%APQQ= 7.5% %APQQ= 12%
FAD FAD
Teap=0.93 pmoles Teap=1.25 pmoles
Tran/A= 6.16 x 101> moles/cm? Tean/A= 8.2 x 102 moles/cm?
%AFAL): 15% %AFAD: 20%
PQQ:FAD=1:0.39 PQQ:FAD=1:0.24

Figura 47. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con PQQ y FAD. A) Cadena sintetizada de menor
longitud. B) Cadena sintetizada de mayor longitud. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.
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Figura 48. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con PQQ y FAD con glucosa oxidasa orientada
molecularmente en ausencia (negra) y presencia (roja) de glucosa 40 mM. A) Cadena sintetizada de menor longitud.
B) Cadena sintetizada de mayor longitud. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.

Como ultima prueba de unidn de FAD atacando su grupo amino, se funcionalizaron electrodos de oro con
C-MWCNTs y posteriormente se unié FAD covalentemente. Estos nanomateriales poseen una alta
conductividad y una longitud promedio de 50 nm, por lo que sirven como cables para conectar la glucosa
oxidasa y el electrodo. El uso de CNTs en la reconstitucién apo-enzimas con fines electroquimicos ya ha
sido abordado por el grupo del Dr. Willner obteniendo resultados favorables (Patolsky et al., 2004;

Yan et al., 2007).

Los MWCNTs fueron oxidados al sumergirse en una solucion de acido sulfurico-acido nitrico en una
relacidn 1:3 a 80°C con reflujo. Con este procedimiento se producen grupos carboxilo en la superficie de
los CNTs. Se unieron los C-MWCNTs a electrodos de oro funcionalizados previamente con 4ATP dejandolos
en interaccién con EDC y NHS 20 mM por 1 h a temperatura ambiente. Los electrodos resultantes fueron
lavados y sumergidos en una solucién de FAD, EDC y NHS para ser funcionalizados con el cofactor por

medio de un enlace amida entre el grupo amino de FAD y los grupos carboxilo libres de los C-MWCNTs.

La unién de FAD sobre los electrodos funcionalizados con C-MWCNTSs funciond, se logré unir 1.45 pmoles
de FAD (Figura 49), sin embargo, los electrodos no mostraron actividad al momento de evaluarlos en
presencia de glucosa (Figura 50). También se comprobd que FAD siguid unido a los electrodos después del

proceso de reconstitucion y analisis (Anexo 5).
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Figura 49. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con C-MWCNTs y FAD. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH
7.3,v=0.2 V/s, ciclo 5.
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Figura 50. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 5 mV/s, ciclo 5.

Los experimentos anteriores tuvieron como objetivo utilizar el grupo amino del FAD para unir el cofactor.

Este grupo reactivo fue elegido en primer término porque es facil de unir, su union resultante por enlace
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amida es covalente, por tanto es muy estable y por ultimo porque los modelos cristalograficos de la glucosa

oxidasa muestra que es el grupo mas expuesto a la superficie de la enzima (Figura 51).

Figura 51. Estructura tridimensional del mondmero de la glucosa oxidasa asociado a FAD. Las flechas muestran el
FAD embebido en la enzima y su grupo amino, el cual se muestra expuesto por una cavidad en la superficie de la
estructura. Imagenes obtenidas con el software PyMOL v1.74 a partir del registro con cédigo 1CF3 del Protein Data
Bank.

No obstante todos los trabajos que reportan la unidon de FAD por medio del grupo amino no utilizaron el
FAD nativo, en su lugar utilizaron versiones de FAD modificadas con un amino que se prolonga dos o seis
carbonos a partir del N6 (amino nativo) de FAD (Xiao et al., 2003; Katz et al., 2004; Yehezkeli et al., 2010).
Esto le provee mayor flexibilidad a FAD al momento de estar unido a los electrodos lo que permite que la
apo-glucosa oxidasa se pliegue con mayor eficiencia en estos electrodos en comparacion con las cadenas

construidas en este trabajo.

FAD también puede ser unido por medio de la molécula de ribosa que contiene, ya que cuenta con dos
grupos hidroxilo que se ha demostrado su unién a acido bordnico. Con este método se han fabricado
electrodos enzimaticos por reconstitucion de la apo-glucosa oxidasa (Zayats et al., 2002; Senel et al., 2013),
lo que indica que la unién de FAD por la ribosa no inhibe la reconstituciéon a pesar de que los modelos
cristalograficos de la glucosa oxidasa muestren que los grupos hidroxilo estdn menos expuestos en

comparacion con el grupo amino.

Atacando ahora a la ribosa de FAD, se sintetizaron dos cadenas de diferente longitud utilizando el
4-carboxifenil acido borénico como molécula. La primera cadena sintetizada requirié de la funcionalizacidn
de electrodos de oro con 4ATP, posteriormente se unié el 4-carboxifenil acido bordnico utilizando EDC y

NHS. La segunda cadena que fue sintetizada utiliz6 como molécula inicial a 4AMB, al cual se le unié una
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molécula de 4,4’-diaminobifenil y por ultimo se unid el 4-carboxifenil dcido bordnico. Los electrodos

resultantes se dejaron en interaccion con FAD 10 mM por una noche a temperatura ambiente.

Se logrd unir 0.12 pmoles y 0.22 pmoles de FAD en las cadenas de menor y mayor longitud sintetizadas,
respectivamente (Figura 52). Estos electrodos fueron sumergidos en una solucion de apo-glucosa oxidasa
gue se dejé incubar por una noche a temperatura a 4°C. A pesar de haber unido FAD con un método nuevo,
los electrodos no presentaron aumento de corriente en presencia de glucosa al ser evaluado por medio

de ciclovoltametrias (Figura 53).
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Figura 52. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con FAD. A) Cadena sintetizada de menor longitud.
B) Cadena sintetizada de mayor longitud. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.

La serie de experimentos anteriores tuvieron como objetivo unir la glucosa oxidasa racionalmente a
electrodos de oro por medio de su reconstitucidon para obtener una conexion directa con su sitio redox,
con esto se obtendrian electrodos enzimaticos con un potencial de respuesta tedéricamente cercano al
potencial de oxidacién del cofactor FAD en presencia de glucosa. La unién racional de la glucosa oxidasa
tendria grandes ventajas con respecto a otros métodos al momento de construir una celda de combustible
completa, esto porque la diferencia de potencial de los electrodos con glucosa oxidasa en comparacion
con electrodos catddicos de lacasa seria mayor y la celda generaria mayor potencia. Ademas, la union

orientada de las enzimas promueve que todas las enzimas que estén unidas al electrodo sean
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Figura 53. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con FAD con glucosa oxidasa orientada
molecularmente en ausencia (negra) y presencia (roja) de glucosa 40 mM. A) Cadena sintetizada de menor longitud.
B) Cadena sintetizada de mayor longitud. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.

electroquimicamente activas y la trasferencia de electrones no requiera de intermediarios que proveen

resistencia eléctrica al sistema y por tanto disminuyan la eficiencia de la celda.

Es claro que la unién de FAD electroquimicamente activo sobre la superficie de los electrodos no fue un
reto que fue superado satisfactoriamente. A diferencia de esto, la reconstitucion de la apo-glucosa oxidasa
no tuvo éxito en ninguno de los experimentos llevados a cabo. Hasta el momento el grupo de Dr. Willner,
quien propuso y demostrd que es posible la unién orientada de la glucosa oxidasa por reconstitucion, ha
sido el Unico en utilizar este método, el cual tuvo su auge entre los afios 1999 y 2005 donde fueron
fabricados un numero considerable de electrodos anddicos con aplicaciones como sensores
amperomeétricos principalmente (Zayats et al., 2008). Sin embargo, las celdas de combustible construidas

con los electrodos fabricados no han superado los 100 pW/cm? (Tabla 4).

3.4.2 Adsorcion electrostatica de glucosa oxidasa

La adsorcién de enzimas oxidoreductasas en electrodos es un método comun para el analisis de los sitios
redox de las enzimas o de su comportamiento electroquimico en presencia de sus sustratos. Este método
es de gran utilidad cuando se exploran por primera vez las caracteristicas de una enzima en un sistema
electroquimico, ademas es muy sencillo de implementar. Dentro del conjunto de oxidorreductasas que
han sido estudiadas por medio de técnicas electroquimicas, se ha descubierto que no todas las enzimas

presentan DET entre los sitios cataliticos y los electrodos utilizados.
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En el caso de la glucosa oxidasa no se sabe con certeza si esta puede llevar a cabo DET ya que su sitio
redox, dependiente del cofactor FAD, se encuentra embebido a = 18 A de distancia de la superficie de la
enzima tomando en cuenta los modelos cristalograficos disponibles, ademas la proteina esta glicosilada,
lo que le provee una cubierta aislante. Se ha comprobado por medio de calculos tedricos y modelos
cristalograficos de proteinas que la distancia minima a la cual se pueden transferir electrones por medio
de efecto tinel es menor a 15 A (Page et al., 1999; Munro et al., 2002; Luong et al., 2016; Milton y Minteer,
2017), ademas la transferencia de electrones decae exponencialmente al acercarse a este valor limite

(Luong et al., 2016).

Se decidié explorar la adsorcion de la glucosa oxidasa para analizar su capacidad de establecer DET con
electrodos de oro con una mayor porosidad. Se utilizaron electrodos oro con un pulido mecanico
intermedio (solo alimina de 1 um) y reduccidn electroquimica hasta llevarlos a un Fr de 2. La adsorcion de
la glucosa oxidasa se realizd por medio de unidn electrostatica. Los electrodos de oro fueron polarizados
sometiéndolos a una serie de voltametrias lineales oxidativas con el fin de polarizar positivamente el
electrodo. El proceso de polarizacidon se llevé a cabo en una solucidon de glucosa oxidasa a una
concentracién 5 mg/ml en buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3. La glucosa oxidasa tiene una carga
global negativa a pH 7.3 ya que su punto isoeléctrico es de = 4.5, por lo que en estas condiciones se
adsorberia en los electrodos de oro. Como esta unién no es permanente, los electrodos de oro fueron
funcionalizados con 4AMB y BSA previo a su polarizacién en presencia de glucosa oxidasa. Esto se realizé
utilizando una solucién 0.1 mM de 4AMB para propiciar una funcionalizacidn parcial de los electrodos,

posteriormente se unié BSA utilizando EDC y NHS. Después del proceso de polarizacién ya descrito se

/H
|
oéo

entrecruzd el complejo formado utilizando nuevamente EDC y NHS (Figura 54).

4AMB
O _OH Oy _~OH Oy OH

|
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-

Adsorcién
electrostatica

Figura 54. Proceso de fabricacion del electrodo anddico con glucosa oxidasa unida por adsorcién electrostatica.
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Los electrodos fabricados utilizando este método presentaron respuesta en presencia de glucosa a un

potencial inicial de = -0.35 V (vs Ag/AgCl) lo cual es favorable ya que se encuentra cercano al potencial

redox de FAD (Figura 55).
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Figura 55. A) Ciclovoltagramas correspondientes a la oxidacion de la glucosa por el electrodo con glucosa oxidasa
adsorbida. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.4, v= 5 mV s™. B) Curva de calibracién para diferentes
concentraciones de glucosa. E= 0.2 V. C) Respuesta del electrodo en concentraciones fisiolégicas humanas de
glucosa. E=0.2 V.

Con el fin de saber si la respuesta del electrodo en presencia de glucosa correspondia a la transferencia de
electrones de la enzima y no a un efecto del mismo electrodo o la oxidacién de algin componente residual

de la reaccion enzimatica, como el H,0,, se realizaron los controles descritos en la Tabla 9.

Desafortunadamente, la oxidacidon de glucosa en los electrodos es independiente de la presencia de
glucosa oxidasa ya que los electrodos que fueron sometidos a una serie de voltametrias lineales tuvieron
respuesta similar a los electrodos fabricados previamente (Figura 56). El oro es un metal poco reactivo
cuando se encuentra en su forma metalica, sin embargo, existen reportes de la oxidacidon de azlcares
utilizando electrodos de oro con una capa de Au,03 y AuO, la cual si es reactiva en presencia de una gran
cantidad de moléculas organicas (Pasta et al., 2010). No obstante, la oxidacion de glucosa se establece a

potenciales lejanos a lo obtenido en estos electrodos.
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Tabla 9. Controles implementados para el electrodo anddico con glucosa oxidasa adsorbida en electrodos de oro.

Caracteristicas del electrodo Evaluacién Respuesta
Con GOx adsorbida electrostaticamente*  Buffer con glucosa 20 mM saturado con Si
N>.

Con GOx adsorbida electrostaticamente*  Buffer con H,0, 0.1 mM. No
GOx adsorbida sin el proceso de Buffer con glucosa 20 mM. No
polarizacidn de los electrodos*

Electrodo de oro limpios sin el proceso Buffer con glucosa 20 mM. No

de polarizacion

Electrodo de oro con el proceso de Buffer con glucosa 20 mM. Si

polarizacidn sin presencia de GOx

*Estos electrodos fueron funcionalizados previamente con 4AMB y BSA como fue descrito previamente.

= Glucosa 0 mM
— Glucosa 20 mM

3 -
<
3
—_ 2 n
1 -
O -
-1 T T T T T T T 1
-05 -04 -03 -0.2 -01 0 0.1 0.2
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 56. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa adsorbida en ausencia (negra) y presencia (roja)
de glucosa 20 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

La eleccion del intervalo de potenciales a los que fueron sometidos los electrodos durante las voltametrias
lineales en presencia de glucosa oxidasa fue definida en funcion de los intervalos establecidos en el
diagrama de Pourbaix para un sistema Au-H,0 y evitar la formacion de 6xidos de oro que interfirieran con
la oxidaciéon de la glucosa (Anexo 6). A pesar de tomar estas medidas, el electrodo de oro fue el responsable
de la oxidacion de la glucosa a un potencial jamas reportado, ademas la constante de
Michaelis-Menten (Km) resulté un orden mayor a la Km de la glucosa oxidasa, lo que significa que el
proceso de adsorcion afecta la estructura de la enzima disminuyendo su afinidad por la glucosa o que

simplemente la enzima no esta involucrada en la respuesta observada en las voltametrias ciclicas. A pesar
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de los resultados obtenidos, se construyd una celda combustible hibrida anodo-oro catodo-lacasa
obteniendo un OCV de 0.78 V y una densidad de potencia méxima de 54.26 uW/cm?. Los detalles de esta

celda se describen en el anexo 7.

La adsorcidén de glucosa oxidasa en electrodos porosos ha sido una técnica poco utilizada por resultar
complicada la obtencién de DET con esta enzima. Du Toit y colaboradores reportaron en 2014 la
fabricacion de un electrodo anddico compuesto por oro altamente poroso el cual fue polarizado en
presencia de glucosa oxidasa, un método similar al utilizado en este trabajo. Los electrodos que fabricaron
presentaron una respuesta en presencia de glucosa a potenciales mayores 0.4 V (vs SCE), el cual es un
potencial muy lejano al E* de FAD, no obstante la Km que obtuvieron fue 6.3 mM pero no mantuvieron
una respuesta estable ya que a las 24 h de su fabricacién perdieron = 80% de su actividad. Este trabajo
reporta los controles adecuados para corroborar que efectivamente la GOx es la responsable de la

oxidacion de la glucosa.

Inspirado por la unidn electrostdtica, el grupo del Dr. Cai en 2009 fabricd un electrodo anddico
funcionalizando platino con polianilina utilizando 6xido de aluminio con nanoconductos como plantilla. El
resultado del proceso de polimerizacién derivé en la formacidn de nanotubos de anilina altamente
ordenados en la superficie del electrodo de platino. La glucosa oxidasa fue adsorbida eficientemente en
los nanotubos al proveer una carga positiva la anilina en condiciones de pH 5.5. Los ciclovoltagramas
reportados en este trabajo muestran picos de redox correspondientes a FAD y un aumento de corriente
en el pico de oxidacién al agregar glucosa obteniendo una Km de 2.3 mM (Figura 57). Este trabajo ha sido
el Unico que ha comprobado contundentemente la DET entre la glucosa oxidasa nativa y un electrodo a

un potencial correspondiente a FAD sin su unidn orientada.
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Figura 57. Ciclovoltagramas de un dnodo de platino sin (a) y con glucosa oxida (b) adsorbida en presencia de glucosa
2 mM. Buffer de fosfatos 0.1 M pH 5.5, v= 10 mV/s. Modificado de Wang et al., 2009.
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3.4.3 Adsorcion de glucosa oxidasa en CNTs

En la literatura existen multiples reportes del uso de nanomateriales conductores a base de carbono, tales
como los MWCNTs, SWCNTs y el grafeno, en conjunto con enzimas utilizados como biosensores. La glucosa
oxidasa es la enzima mas utilizada en este tipo de electrodos, la gran mayoria de los electrodos anddicos
fabricados no requirieron de la unién de la enzima, sino que esta solo es adsorbida en la red tridimensional
formada por los nanomateriales, por lo que su construccidn es relativamente facil (Cai y Chen, 2004; Yang

et al., 2008; Kang et al., 2009; Le Goff et al., 2011; Holzinger et al., 2012; Zebda et al., 2013).

Se decidid construir electrodos anddicos utilizando SWCNTs para evaluar la actividad de la glucosa oxidasa.
Para esto se depositaron en electrodos de oro limpios 20 pl de una solucién de SWCNTs 5 mg/ml en H,Od,
posteriormente dejo consolidar el depdsito calentando el electrodo en un horno a 60°C por 30 min.
Posteriormente los electrodos fueron sumergidos en una solucion 10 mg/ml de glucosa oxidasa por
30 min para adsorber la enzima en la red de SWCNTs. Por ultimo, se agregd quitosano 0.2% vy

glutaraldehido 10 mM para formar una cubierta que impidiera la pérdida de la enzima por difusién.

Los electrodos fabricados mostraron picos redox correspondientes a FAD (Figura 58). Sin embargo, al
realizar pruebas de respuesta de los electrodos en presencia de glucosa no se observé aumento de

corriente en los potenciales evaluados (Figura 59).
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Figura 58. Ciclovoltagrama de electrodos de oro con un depdsito de SWCNTSs y glucosa oxidasa adsorbida. Buffer de
fosfato 0.1 M pH 7.3, v=10.2 V/s, ciclo 5.
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Figura 59. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con un depdsito de SWCNTs y glucosa oxidasa adsorbida en
ausencia (negra) y presencia (roja) de glucosa 20 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

Estos resultados son contradictorios ya que, si los electrodos muestran una respuesta correspondiente a
FAD, los SWCNTSs estan en contacto o lo suficientemente cerca del sitio redox de la glucosa oxidasa para
que exista DET y por tanto aumento del pico oxidativo en presencia de glucosa. Estos resultados han sido
reportados previamente por otros autores donde muestran que se requiere de un mediador para obtener

una sefal en presencia de glucosa a pesar de obtener una sefial correspondiente a FAD (Cai y Chen, 2004).

Un estudio reciente realizado por Bartlett y colaboradores ha abordado este problema comunmente
reportado en electrodos en donde se emplea glucosa oxidasa absorbida en CNTs y grafeno. Estos autores
realizaron una evaluacidon de la glucosa oxidasa purificada y vendida por las principales empresas
reportadas en los estudios realizados, demostrando que los picos redox observados correspondientes a
FAD no demuestran una conexién directa entre las enzimas y los electrodos, en cambio estos picos
corresponden a FAD procedente de enzimas que se desnaturalizaron o del mismo proceso de purificacion.
Este estudio refuta las conclusiones de una gran cantidad de publicaciones en donde se emplean
nanomateriales para facilitar la conduccién de electrones entre la glucosa oxidasa y los electrodos sin el

uso de un mediador (Bartlett y Al-Lolage, 2017; Milton y Minteer, 2017).

Claramente se puede concluir que es sumamente complicado establecer DET en la glucosa oxidasa. El

método mas eficiente que se ha descrito hasta hoy es la unidn orientada de la enzima por medio de su



65

cofactor FAD, sin embargo, este proceso de unidn requiere una serie de pasos que afectan la actividad de
la enzima, tal como la generacion de apo-enzimas, ademas los electrodos fabricados no muestran los
resultados esperados para electrodos de estas caracteristicas en términos de densidad de corriente en
comparacion con electrodos que utilizan mediadores. A pesar del antecedente del Dr. Cai, donde es clara
la DET de la glucosa oxidasa con nanotubos de polianilina, la gran mayoria de trabajos donde la enzima es

adsorbida demuestran lo contrario.

Muchas oxidorectasas dependientes de cobre como la lacasa y la bilirrubina oxidasa, poseen su sitio de
unidn a sustrato cerca de la superficie, lo que permite utilizar nanomateriales como los CNTs para facilitar
la conduccién de electrones desde el electrodo hacia estas enzimas, en cambio la glucosa oxidasa no posee
esta caracteristica por lo que la DET por efecto tunel no sucede (Figura 60). Solo realizando un proceso de
deglicocilacion de la glucosa oxidasa se ha obtenido una respuesta clara al ser absorbida en electrodos,

pero la eficiencia es sumamente baja (Courjean et al., 2009; Prévoteau et al., 2010).

LACASA

Figura 60. Esquema del rango de transferencia de electrones por efecto tunel en la lacasa y la glucosa oxidasa.

3.4.4 Transferencia mediada de electrones

Como no fue posible fabricar un electrodo anodo-glucosa oxidasa con DET se decidié cambiar de enfoque
y experimentar con la transferencia mediada de electrones (MET). Los electrodos de estas caracteristicas
requieren de una molécula redox que sirva como agente mediador de electrones entre la enzima y el

electrodo utilizado.

La fabricacidon de estos electrodos consistio en el depdsito SWCNTs sobre electrodos de oro utilizando el
método descrito anteriormente, posteriormente se les agregd una mezcla de 10 ul de glucosa oxidasa

40 mg/ml y 4 pl del mediador a una concentracidn 0.1 M. Después de secarse con un aire presurizado, se
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agregd 10 pl de quitosano 0.2%, se secé de igual manera y por ultimo se agregd 10 pl de glutaraldehido

10% que fue lavado 10 min después.

Las moléculas redox que fueron evaluadas como potenciales mediadores para la glucosa oxidasa fueron

el 3,7-bis (dimetilamino) (azul de metileno), el naftil etilendiamina, la naftoquinona y la hidroquinona. La

Figura 61 muestra los ciclovoltagramas realizados de los electrodos fabricados en presencia y ausencia de

glucosa y la Tabla 10 los pardmetros electroquimicos obtenidos.
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Figura 61. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con un depdsito de SWCNTSs, glucosa oxidasa y mediador en
ausencia (negra) y presencia (roja) de glucosa 20 mM. A) Naftoquinona. B) Naftil etilendiamina. C) 3,7-bis
(dimetilamino). D) Hidroquinona. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.
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Tabla 10. Controles implementados para el electrodo anddico con glucosa oxidasa adsorbida en electrodos de oro.

Densidad de corriente

Mediador E®” del mediador (V) (mA/cm?)
Naftoquinona -0.206 Sin respuesta
Naftil etilendiamina -0.218 y -0.057 Sin respuesta
3,7-bis (dimetilamino) -0.219 Sin respuesta
Hidroquinona 0.038 2.52

Como podemos ver en la Figura 62, solo el electrodo que contenia hidroquinona como mediador presenté
actividad al agregar glucosa. Al evaluar diferentes concentraciones de glucosa el electrodo llego a su
saturacidn entre 25 y 30 mM (Figura 62A), obteniendo una Km= 11.12+1.02 mM que es cercana a la Km

de la enzima en solucién (Figura 62B).
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Figura 62. A) Voltagramas de barrido lineal correspondientes a la oxidacién de glucosa por el electrodo con SWCNTs,
glucosa oxidasa e hidroquinona. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.4, v=5 mV s™. B) Curva de calibracién para
diferentes concentraciones de glucosa. E=0.2 V.

Con estos electrodos se logrd generar una densidad de corriente maxima de 2.52 mA/cm? a un potencial
de = 0.15 V. Este resultado se encuentra dentro de los mejores resultados reportados hasta el momento
para electrodo con MET (Milton et al., 2015; Hou et al., 2016; Gross et al., 2017), ademas no disminuyo su
eficiencia al evaluarlo en presencia de buffer de succinatos 50 mM pH 4.5 (Anexo 8), en el cual la lacasa
tiene su mayor eficiencia. Este electrodo fabricado que presenta MET por medio de hidroquinona, glucosa

oxidasa y SWCNTs fue utilizado para la fabricacidn de la celda de combustible completa.
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3.5 Electrodo anddico de glucosa deshidrogenasa

3.5.1 Unién de PQQ y reconstitucion de glucosa oxidasa

Al igual que la unién de FAD sobre los electrodos de oro, PQQ fue unida utilizando cadenas de moléculas
aromaticas. La primera unién de PQQ que se realizé requirié de la funcionalizacién del electrodo de oro
con 4ATP, el cual cuenta con un grupo amino libre con el cual se pudo formar un enlace amida con alguno

de los tres grupos carboxilo que PQQ presenta en su estructura.

Con este método se logré unir 6.21 pmoles de PQQ cubriendo el 15% de la superficie del electrodo (radio
hidrodindmicopqe= 0.9 nm) (Figura 63), lo que es muy cercano a lo reportado previamente
(zayats et al, 2005; 2008). Aunque se obtuvo una sefal estable de PQQ, la distancia a la que se encuentra
de la superficie del electrodo es corta utilizando solo el 4ATP como conector, por lo que la reconstitucion

de la apo-glucosa deshidrogenasa se veria afectada por presentarse un impedimento estérico.

HO
HS—@-NHz + o>_ PQQ

Cadena sintetizada

lraa= 6.21 pmoles
Mpqa/A=4.08 x 101! moles/cm?
%Apaq= 15%

_3 T T T
-0.5 -04 -03 -0.2 -01 0 0.1 0.2
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 63. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con PQQ. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2
V/s, ciclo 5.

Para establecer una distancia favorable entre el PQQ v el electrodo se funcionalizaron electrodos de oro
con 4AMB, posteriormente se unid 4,4’-diaminobifenil y por ultimo se unié el PQQ. Con esta serie de

uniones se logré unir a los electrodos 1.54 pmoles de PQQ (Figura 64).
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HS—@—(;)H + HzNNHz + HZ}—PQQ

Cadena sintetizada

14 E®paq
0.5 ~ i
0 -
< -0.5 4
- i lpag= 1.54 pmoles
| MpaafA=1.01 x 10'** moles/cm?
-1.5 4 i %Araa= 3.8%

-0.5 -04 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 64. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con PQQ. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2
V/s, ciclo 5.

Después de incubar los electrodos en una solucién con apo-glucosa deshidrogenasa en buffer HEPES
20 mM con CaCl, 30 mM por 40 min a temperatura ambiente, se evalud su actividad en presencia y
ausencia de glucosa. Los electrodos fabricados mostraron un pequefio aumento de corriente al agregar

glucosa, que inicia a =-0.12 V (vs Ag/AgCl), el cual es el E~ de PQQ (Figura 65).

0.1 -
0.05 - 01 )
-0.02 -
0 -0.04 -
< -0.05 A « -0.06 +
= = .0.08 -
-0.1 - >
i 0.1 A
-0.15 4 -0.12 -
02 4 -0.14 -
——Glucosa 0 mM 0.16 !
-0.25 - ——Glucosa 40 Mm 0.2 0.1 0 0.1
E, V (vs Ag/AgCl)
'0.3 T T T T T T 1

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 02 03 04
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 65. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa deshidrogenasa molecularmente orientada. Buffer de
fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v="5 mV/s, ciclo 5.
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La densidad de corriente generada por estos electrodos no alcanzd 1 pA/cm?, ademads de presentarse a
4V (vs Ag/AgCl), que es un valor muy cercano al £* del sitio T1 de la lacasa, por lo que su uso en una celda
de combustible no seria viable. No obstante el PQQ se mantuvo unido estable al electrodo después del

proceso de reconstitucién y analisis (Anexo 9).

Como la respuesta de los electrodos construidos fue muy baja, se decidié construir una cadena de mayor
longitud a la que se unié PQQ, ya que la baja ineficiencia de los electrodos puede deberse a la ineficiente
reconstitucion de la apo-glucosa deshidrogenasa por la distancia a la que se encuentra PQQ de la superficie

del electrodo.

Se sintetizé una cadena formada por 4ATP como molécula inicial, posteriormente se unié el bifenil-4’,4’
acido carboxilico, luego el 4,4’-diaminobifenil y por ultimo se unié PQQ. Fue posible unir 2.03 pmoles de

PQQ en la superficie del electrodo lo que cubrid el 5.1% del electrodo (Figura 66).

HS—(_)-NH: + Hgg“ + HN—C ) )N+ HCC)))—PQQ

Cadena sintetizada

1.5 - E®paq
1 1

ff 1 lpaa= 2.03 pmoles
MpaafA= 1.33 x 10'** moles/cm?
%Apraa= 5.1%

-2.5 H
-3 T T T T T T )
-05 -04 -03 -0.2 -01 0O 0.1 0.2

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 66. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con PQQ. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=10.2
V/s, ciclo 5.

Después de incubar los electrodos en una solucidn con apo-glucosa deshidrogenasa en buffer HEPES
20 mM con CaCl; 30 mM por 40 min a temperatura ambiente, se evalué su actividad obteniendo de nuevo
un pequeno aumento de corriente al agregar glucosa. De igual forma la respuesta de los electrodos inicio

a=-0.12V (vs Ag/AgCl) (Figura 67).
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I, MA

-0.2 A ——Glucosa 0 mM
——Glucosa 40 mM

-0.2 -0.1 0 0.1
'04 T T T T T T T T 1 E: V (VS Ag/AgCI)
-0.3-0.2-0.1 0 0.10.20.30.40.50.6

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 67. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa deshidrogenasa molecularmente orientada. Buffer de
fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.

La densidad de corriente alcanzada por estos electrodos fue de 3.9 uA/cm? a 0.6 V. Este valor, ademds de
ser muy pequefio en comparacion con los resultados reportados en otros trabajos (Zayats et al., 2005), se

aprecia a potenciales positivos (vs Ag/AgCl) por lo que estos electrodos no se podrian utilizar en celdas.

PQQ, a diferencia de FAD, es un cofactor que se encuentra mas expuesto en la superficie de la enzima
(= 12 A al interior de la enzima), ademas cuenta con tres grupos carboxilo que pueden ser usados para
unirlo a superficies como los electrodos (Figura 68). Aunque se sintetizaron dos cadenas de longitudes
variables para favorecer la interaccion del cofactor con la apo-glucosa oxidasa, no se obtuvieron resultados

relevantes, por lo que se decidié no continuar con otros ensayos.

Carboxilo

\\

\_,J

Glucosa
deshidrogenasa

Figura 68. Estructura tridimensional del dimero de la glucosa deshidrogenasa asociada a PQQ. Imagenes obtenidas
con el software PyMOL v1.74 a partir del registro con cédigo 1C9U del Protein Data Bank.
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3.6 Electrodo catddico de lacasa

3.6.1 Interaccion de la lacasa con el 4AMB

La unién orientada de la lacasa en los electrodos de oro se basa en la unién de moléculas con afinidad por
el sitio T1 de la lacasa. Martinez-Ortiz y colaboradores en 2011 mostraron que el acido benzoico se une
favorablemente a la lacasa en su sitio activo sin oxidar y no sufre oxidacién. Esto dio lugar a utilizar
moléculas que contengan residuos de acido benzoico como el 4AMB, el bifenil-4’,4’ acido carboxilico y el
4-[2-aminoetil] benzoico para la orientacidn de la lacasa y su posterior unidn utilizando EDC y NHS. De esta
forma la unién covalente de la lacasa se realizaria con lisinas cercanas al sitio activo promoviendo la DET

en todas las enzimas unidas.

La primera molécula utilizada fue el 4AMB, el cual tiene una estructura similar al 4cido benzoico. Se evalud
la afinidad del 4AMB con el sitio T1 de la lacasa evaluando la absorbancia de la enzima a 609 nm de longitud

de onda, esperando una modificacion en el espectro de absorbancia en presencia del 4AMB.

En la Figura 69 se puede observar que el espectro de absorbancia de la lacasa en presencia de 4AMB
20 mM. Este cambio es mas notorio al evaluar la saturacién de la enzima con diferentes concentraciones

del conector (Figura 70).

0.7 1 — Lacasa

——AMB 20 mM

0.6 -

0.5 -

0.4 ~

0.3 -

Absorbancia, Unidades arbitrarias

0.2 T T T T 1
500 550 600 650 700 750

A, nm

Figura 69. Perfil de absorbancia de la lacasa en ausencia (linea negra) y presencia de 4AMB 20 mM (linea roja).
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0.67 T
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Figura 70. Perfil de absorbancia de la lacasa en presencia de concentraciones ascendentes de 4AMB. La flecha indica
la direccion de incremento de la concentracidon de 4AMB.

Con los resultados obtenidos se calculd la diferencia de absorbancia de las mediciones en presencia de
4AMB vy el espectro de la lacasa, estos resultados se resumen en la Figura 71. Se puede observar que el
4AMB (20 mM) no presenta per se una absorbancia significativa que afecte las mediciones de la lacasa
(Figura 71, linea segmentada), ademas se puede observar claramente un cambio en el espectro de
absorbancia de la lacasa en presencia del 4AMB y este cambio es mas notorio en el pico de absorbancia
del sitio T1, lo que indica que si hay interaccidon de la molécula conectora 4AMB con la lacasa,

especificamente con el sitio T1.

Al graficar la diferencia presente en el pico de absorbancia del sitio T1 (609 nm de longitud de onda) se
puede observar que los puntos muestran un comportamiento sigmoidal, que responde a la ecuacion de
Hill, la cual es empleada para analizar cinéticas enzimaticas (Figura 72). Con estos datos se obtuvo una
constante de asociacion (K4) de la lacasa con el 4AMB de 7.48 +0.53 uM, que es muy cercano a lo reportado
por Martinez-Ortiz y colaboradores (6.6 +0.11 pM). Cabe mencionar que en los estudios realizados por
Martinez-Ortiz y colaboradores no utilizaron el conector 4-[2-aminoetil] benzoico para el analisis de la

interaccion de la lacasa, en lugar de este usaron acido benzoico.
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Figura 71. Diferencia entre el espectro de absorbancia de la lacasa en interaccion con concentraciones ascendentes
de 4AMB. La flecha indica la direccién de incremento de la concentracién de 4AMB.
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Figura 72. Cinética de interaccién del 4AMB con la lacasa.

3.6.2 Union orientada de lacasa

Después de conocer que el 4AMB interacciona directamente con el sitio activo T1, se funcionalizaron

electrodos de oro con esta molécula. Posteriormente se dejaron los electrodos en una solucién de lacasa

2 mg/ml por 20 min a temperatura ambiente para que la enzima se orientara por su sitio T1, por ultimo se
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agrego a la solucion EDC y NHS para unir covalentemente la enzima al conector 4AMB a través los aminos
de lisinas cercanas al sitio T1. Después 30 min de reaccidn se lavaron con buffer succinatos 50 mM pH 4.5
y se evaluaron en este mismo buffer saturado con N, como control y con O; para analizar la reaccién de
reduccidon a = 0.57 V (vs Ag/AgCl). Desafortunadamente, los ciclovoltagramas de estos electrodos no
muestran una respuesta en el potencial de reduccidn del O, lo que indica que no hay DET con el electrodo

(Figura 73).

HzN—©—<§H + 11-LACASA

Cadena sintetizada

0.2 -

0.15

0.1

I, HA

0.05

'0.05 T T T T T
0 01 02 03 04 05 06 0.7

E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 73. Ciclovoltagramas de electrodos con lacasa orientada molecularmente en condiciones de saturacién de
N2 (negro) y Oz (azul). Buffer de succionatos 50 mM pH 4.5, v="5 mV/s, ciclo 5.

Al no obtener resultados favorables, se intentd orientar la lacasa utilizando una cadena de mayor longitud.
Se unié el bifenil-4’,4’ acido carboxilico el cual cuenta con dos residuos de acido benzoico en su estructura.
Tras la union del bifenil-4’,4’ acido carboxilico utilizando 4ATP como molécula inicial, se unié la lacasa
utilizando el método descrito previamente. Sin embargo, los electrodos fabricados no presentaron

actividad al saturar con O; el buffer de succinatos en donde estaban sumergidos (Figura 74).
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s - + ")) + 1-LACASA

Cadena sintetizada

2.5 1

0 01 02 03 04 05 06 0.7
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 74. Ciclovoltagramas de electrodos con lacasa orientada molecularmente en condiciones de saturacién de N2
(negro) y Oz (azul). Buffer de succionatos 50 mM pH 4.5, v='5 mV/s, ciclo 5.

Al no obtener resultados favorables, se decidid utilizar el método desarrollado por Martinez-Ortiz y
colaboradores, en la cual se funcionaliza una tela de fibras de grafito 4-[2-aminoetil] benzoico y luego la
lacasa se orienta y une covalentemente utilizando EDC y NHS. No obstante, no se obtuvieron resultados

positivos con este método a pesar de seguir estrictamente el protocolo como fue descrito (Figura 75).

)"+ T-LACASA

Cadena sintetizada

0O 01 02 03 04 05 06 0.7
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 75. Ciclovoltagramas de electrodos funcionalizados con lacasa orientada molecularmente en condiciones de
saturacion de N2 (negro) y Oz (azul). Buffer de succionatos 50 mM pH 4.5, v='5 mV/s, ciclo 5.
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3.6.2 Adsorcion de lacasa en CNTs

Se decidid explorar la adsorcién de la lacasa en CNTs para obtener un electrodo catodo con actividad en
presencia de O, que pudiera ser usado para complementar el electrodo dnodo-glucosa oxidasa con MET

en una celda completa.

El procedimiento de adsorcion de lacasa consistio en el depdsito de SWCNTs sobre electrodos de oro
utilizando el procedimiento descrito anteriormente. Después del secado de los electrodos se agregé 10 pl
de lacasa 10 mg/ml y se dejé en reposo por 20 min. Posteriormente, los electrodos fueron lavados con
buffer de succinatos y se les agregd 10 ul de glutaraldehido 10 mM para entrecruzar las enzimas y que

estas no fueran difundidas al medio.

Los electrodos fabricados obtuvieron resultados satisfactorios. Al realizar evaluacidén en saturacion de N,
solo se puede observar la corriente basal asociada a la capacitancia de los SWCNTs (14 pF/cm?), en cambio
en saturacion de O, los electrodos presentaron un notorio aumento de corriente correspondiente al £*
del sitio T1 de la lacasa alcanzando una densidad de corriente maxima de = 2 mA/cm? (Figura 76, linea
azul). Ademas, al evaluar la actividad del electrodo sin saturar la solucidn con O, (O, disuelto) se obtuvieron

0.48 mA/cm? de densidad de corriente a 0.54 V (vs Ag/AgCl) (Figura 76, linea roja).

3 -50 - —N,
— 0,
——Sin burbujear O,

0 01 02 03 04 05 06 07 08
E, V (vs Ag/AgCl)

Figura 76. Ciclovoltagramas de electrodos con depdsito de SWCNTs y lacasa adsorbida en ambiente saturado con N2
(negro) y saturado con O2 (azul). Buffer de succinatos 50 mM pH 4.5, v= 10 mV/s, ciclo 5.
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El uso de SWCNTSs en la fabricacidn del electrodo catodo-lacasa permite el establecimiento de DET gracias
a la red tridimensional que forma este nanomaterial. El sitio T1 de la lacasa, encargado de la oxidacién de
componentes fendlicos, posee la caracteristica de encontrarse cerca de la superficie de la enzima, por lo
gue al adsorberse en la red de SWCNTs el transporte de electrones por efecto tunel se ve favorecido. Esta
técnica de fabricacidn de electrodos catddicos enzimdticos ha sido utilizada por otros autores para
completar celdas de combustible enzimaticas ya que estos electrodos suelen ser estables y duraderos por
lo que no tienden a ser el electrodo limitante en el sistema electroquimico (Yehezkeli et al., 2011; Holzinger

et al., 2012). Estos electrodos fabricados se utilizaran en la fabricacion de la celda de combustible.

3.7 Celda de combustible enzimatica

La celda de combustible enzimatica fue construida utilizando los electrodos danodo-glucosa oxidasa y
catodo-lacasa. El dnodo-glucosa oxidasa contiene hidroquinona y SWCNTs, ademas fue cubierto con
quitosano. El electrodo catodo-lacasa contiene SWCNTs y glutaraldehido como agente entrecruzante
(Figura 77). Estos dos electrodos difieren en el mecanismo con que son transferidos los electrones en el
sistema electroquimico. El anodo-glucosa oxidasa lo hace por medio de MET utilizando hidroquinona como
agente mediador, en cambio el cdtodo-lacasa presenta DET favorecida por la red de SWCNTs en la que

esta adsorbida.

Glutaraldehido

Quitosano
Glutaraldehido

Hidroquinona
GO

X Lacasa
SWCNT SWCNT
Oro Oro
Anodo-Glucosa oxidasa Catodo-Lacasa

Figura 77. Esquema de la estructura en capas que conforman a los electrodos anodo y catodo utilizados en la celda
de combustible enzimatica.
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El mecanismo de la celda de combustible construida consiste en la oxidacién de la glucosa y la reduccién
de hidroquinona en presencia de glucosa oxidasa, posteriormente en la oxidacién de hidroquinona
cediendo los electrones obtenidos a la red de SWCNTSs y por ultimo en la reduccién del O, catalizada por
la lacasa. A continuacidn se muestran las reacciones redox llevadas a cabo en los electrodos enzimaticos

de la celda de combustible (Figura 78):

2 Glucosa —=+ 2 Acido gluconico + 4e- + 4H"
Reaccion anéddica: 2 Hidroquinonaox + 4e~ + 4H* — 2 Hidroquinonared

2 Hidroquinonarea — 2 Hidroquinonaox + 4e” + 4H*

., P _ 4+ Lacasa
Reaccion catodica: 202 + 4e” + 4H" —» 2H:0
Reaccidn global: 2 Glucosa + 20: — 2H:0 + 2 Acido glucénico

SN N 0.55V N ey <

HQox Glucosa 0. LAC-T1,eq
H*—» H*
GOx
H'—»H"
HQeq Add? . H.O LAC-T1,
glucénico
0.03V -0.45V 0.57V

Figura 78. Esquema de la celda de combustible enzimatica con las reacciones redox reacciones redox llevadas a cabo
en los electrodos.

El electrolito que se utilizd para evaluar la celda de combustible fue el buffer de succinatos 50 mM pH 4.5.
La razén de utilizar este buffer es porque el catodo-lacasa presenta su maxima actividad en estas
condiciones y el anodo-glucosa oxidasa no se ve afectado a pesar de estar en un pH menor al éptimo. Las

evaluaciones de la celda enzimatica se realizaron en condiciones de saturacién de O, y glucosa 20 mM.
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El cronopotenciograma obtenido de la celda mostro un OCV de 0.551 V que se mantuvo estable a lo largo

de 1 h de evaluacion (Figura 79).
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Figura 79. Cronopotenciograma de la celda de combustible enzimatica dnodo-glucosa oxidasa catodo-lacasa. Buffer
de succinatos 50 mM pH 4.5, anodo= Ry C, catodo=W.

La evaluacion de la potencia de la celda de combustible se realizé por medio de curvas de polarizacién de
electrodos por medio de voltametrias de barrido lineal a una velocidad de 1mV/s. Esta técnica permite
polarizar los electrodos desde el OCV hasta corto circuito. Como el producto de los valores de corriente
obtenidos y potencial evaluado corresponden a la potencia (Pw)= Eyv) x 11a)) se puede conocer la potencia

maxima que una celda de combustible puede generar en condiciones ideales.

La celda de combustible construida presenté una densidad de corriente maxima a corto circuito de
1.9 mA/cm?. La curva de potencia obtenida con la polarizacidon de los electrodos nos muestra que la celda
generé una densidad de potencia méxima de 0.328 mW/cm? a 0.26 V (Figura 80). Después de la primera
evaluacion los electrodos anodo y catodo utilizados fueron guardados en buffer de fosfatos y buffer de
succinatos a 4°C, respectivamente, para ser evaluados de nueva cuenta durante cuatro dias por medio de
cronoamperometria en las mismas condiciones descritas. Esta evaluacion muestra que los electrodos en
la celda de combustible sufrieron una pérdida del 58% de la corriente generada al pasar cuatro dias desde
su construccién (Figura 81). En comparacion con cualquier celda de combustible con enzimas
racionalmente unidas y que presentan DET, la celda construida produjo un orden mayor de potencia que

lo reportado hasta el momento (Tabla 4).
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Figura 80. Curva de polarizacion (linea solida) y curva de potencia (linea segmentada) de la celda de combustible
anodo-glucosa oxidasa catodo-lacasa. Buffer de succinatos 50 mM pH 4.5, v= 1 mV/s, anodo= R y C, catodo=W.
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Figura 81. Cronoamperometria de la celda de combustible dnodo-glucosa oxidasa catodo-lacasa durante 4 d. E=
0.26 V, anodo=R y C, catodo=W.

La gran mayoria de las celdas de combustible enzimaticas fabricadas son evaluadas en electrolitos con pH
cercano al fisiolégico humano por su principal aplicacion como abastecedores de energia subcutaneos o

implantables. No obstante, también se requieren celdas de combustible que puedan situarse en la
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superficie de la piel evitando un procedimiento de instalacién invasivo. En este caso el sudor es uno de los
fluidos corporales de interés ya que posee concentraciones satisfactorias de compuestos orgdnicos como
glucosa y lactato. El sudor por lo generar posee un pH de aproximadamente 4.5 por lo que muchas de las
celdas de combustible enzimaticas evaluadas a pH mayor se verian afectadas en su estabilidad y potencia
en estas condiciones. La celda de combustible enzimatica construida cumple con la caracteristica de
funcionar a un pH similar al del sudor. La principal perspectiva para la celda de combustible construida es

su evaluacién como dispositivo cutdneo.
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Capitulo 4. Conclusiones

Se disefid un protocolo eficiente de produccién de apo-glucosa oxidasa y reconstitucidn in vitro utilizado
para la unién orientada de la glucosa oxidasa en un electrodo anédico con DET. Este método tuvo como
objetivo la reconstitucion de glucosa oxidasa y glucosa deshidrogenasa sobre electrodos de oro
funcionalizados con los cofactores respectivos de las enzimas. La unién de los cofactores sobre los
electrodos fue exitosa, sin embargo, en ninguno de los electrodos fabricados se logré reconstituir al menos

en su forma activa y con esto unir orientadamente la glucosa oxidasa y la glucosa deshidrogenasa.

Ante estos resultados se fabricd un electrodo anodo-glucosa oxidasa con MET utilizando hidroquinona
como agente mediador y SWCNTs. El electrodo fabricado tuvo una densidad de corriente maxima de
2.52 mA/cm? manteniendo su actividad tanto en pH 7.3 como en pH 4.5, ademdas presenté una

Km=11.12 £1.02 mM.

El electrodo catddico consistié en la funcionalizacidn de electrodos de oro con moléculas con estructura
similar al acido benzoico, ya que se comprobd que este es afin al sitio T1 de la lacasa. De esta forma se
buscd orientar la lacasa y posteriormente unirla covalentemente. A pesar de fabricar tres electrodos con
moléculas que contenian un residuo de acido benzoico, no se logré obtener DET entre la lacasa y los
electrodos. Para superar esto se adsorbid lacasa en electrodos de oro con un depdsito de SWCNTs. Los

electrodos fabricados con este método obtuvieron una densidad de corriente maxima de 2 mA/cm?.

Con el dnodo-glucosa oxidasa con MET y el catodo-lacasa con DET se construyd una celda que obtuvo un
OCV de 0.55 V, generd una densidad de potencia maxima de 0.328 mW/cm? a 0.26 V y registré una pérdida

del 58% de su actividad después de cuatro dias de su primera evaluacion.
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Anexos
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Anexo 1. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD después de la reconstitucién de la glucosa oxidasa.
Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.
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Anexo 2. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD después de la reconstitucidn de la glucosa oxidasa.
Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.
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Anexo 3. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con glucosa oxidasa orientada molecularmente en ausencia (negra)
y presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=5 mV/s, ciclo 5.
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Anexo 4. Ciclovoltagramas de electrodos de oro funcionalizados con PQQ y FAD después del proceso de
recosntitucion de glucosa oxidasa. A) Cadena sintetizada de menor longitud. B) Cadena sintetizada de mayor longitud.
Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.
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Anexo 5. Ciclovoltagrama de electrodos funcionalizados con FAD después de la reconstitucion de la glucosa
oxidasa. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v=0.2 V/s, ciclo 5.
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Anexo 6. Diagrama de Pourbaix para un sistema Au—H20 a 25<C.
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Anexo 7. A) Esquema de la celda de combustible hibrida anodo-oro catodo-lacasa con SWCNTSs. B) Fotografia de la
celda de combustible construida. C) Cronopotenciometria de la celda combustible. D) (a) Curva de polarizacién. (b)
Curva de potencia. Cdmara anddica: glucosa 160 mM, buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.4. Cdmara catddica:
Buffer de succinatos 50 mM pH 4.6 saturado con 0. v=1 mV/s.
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Anexo 8. Ciclovoltagramas de electrodos de oro con SWCNTs, glucosa oxidasa e hidroquinona en ausencia (negra) y
presencia (roja) de glucosa 40 mM. Buffer de succinatos 50 mM pH 4.5, v=5 mV/s, ciclo 5.
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Anexo 9. Ciclovoltagramas de electrodos funcionalizados con PQQ después del proceso de reconstituciéon de la
glucosa deshidrogenasa. Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.3, v= 0.2 V/s, ciclo 5.



