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Resumen 

 
En el presente proyecto se modificaron nanoestructuras de carbón (Carbón Vulcan y Nanofibras 

de Carbono) con niacina y ácido antraceno-9-carboxílico, para la inmovilización dirigida de la 
enzima lacasa y su implementación en biocátodos de papel toray. Para lo anterior, se hidroxilaron 

las nanoestructuras de carbón por la reacción de fenton, para posteriormente ser funcionalizadas 

por una reacción de esterificación con 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 o 𝐹𝑒𝐶𝑙3 · 6𝐻2𝑂 como catalizador. 

Específicamente en el caso de las nanofibras, se realizó una síntesis adicional diferente a las 
anteriores, usando cloruro de oxalilo (buscando hacer más reactiva a la niacina y al ácido 

antraceno-9-carboxílico). De los métodos anteriores, se encontró que el 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 tuvo 

mejores resultados que el 𝐹𝑒𝐶𝑙3 · 6𝐻2𝑂 y hablando de las nanofibras en las que se utilizó el 

cloruro de oxalilo como reactivo, no se encontró una mejora en comparación con los otros 

métodos. 
 

Una vez se eligió el método de síntesis más conveniente, 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 como catalizador y ácido 

antraceno-9-carboxílico como modificador, se procedió a implementar este método de 

inmovilización para un nuevo diseño de biocelda de combustible. Este diseño de celda al que 
llamaremos “Celda de Gravedad”, funciona manteniendo el flujo de alimentación aprovechando 

la fuerza de la gravedad, con el fin de no utilizar una fuente de energía externa que movilice el 

combustible.  
 

En la celda de gravedad, se utilizó el método previamente establecido para la fabricación del 
biocátodo, mientras que el bioánodo fue proporcionado por el Laboratorio Nacional de Micro y 

Nanofluídica (LabMyN). Para el bioánodo se inmoviliza a la enzima glucosa oxidasa por 
entrecruzamiento y se usa ferroceno como intermediario electroquímico. Esta celda mostró 

funcionar correctamente, obteniendo un potencial de circuito abierto de 0.37V y una densidad de 

potencia de 2.4 µW/cm². 
 

Palabras clave: Biocelda de combustible, carbón vulcan, nanofibras de carbono, niacina, ácido 
antraceno-9-carboxílico, lacasa, celda de gravedad. 
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Summary 
 
In this project, carbon nanostructures (Vulcan Carbon and Carbon Nanofibers) were modified 

with niacin and anthracene-9-carboxylic acid, for the oriented immobilization of the laccase 

enzyme and its implementation in toray paper biocathodes. In order to achieve this, the carbon 
nanostructures were hydroxylated by the fenton reaction, to later be functionalized by an 

esterification reaction with 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 or 𝐹𝑒𝐶𝑙3 · 6𝐻2𝑂 as catalyst. Specifically in the case of 

nanofibers, an additional synthesis different from the previous ones was carried out, using oxalyl 

chloride (seeking to make niacin and anthracene-9-carboxylic acid more reactive). Of the above 

methods, 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 was found to have better results than 𝐹𝑒𝐶𝑙3 · 6𝐻2𝑂 and speaking of the 
nanofibers in which oxalyl chloride was used as reagent, no improvement was found compared to 

the other methods. 
 

Once the most convenient synthesis method was chosen, 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 as catalyst and 

anthracene-9-carboxylic acid as modifier, this immobilization method was implemented for a 

new biofuel cell design. This cell design, which will be called “Gravity Cell”, works by 
maintaining the flow of combustible by taking advantage of the force of gravity, in order not to 

use an external energy source to move the fuel. 

 
In the gravity cell, the previously established method for manufacturing the biocathode was used, 

while the bioanode was provided by the National Laboratory of Micro and Nanofluidics 
(LabMyN). For the bioanode, the glucose oxidase enzyme is immobilized by crosslinking and 

ferrocene is used as an electrochemical intermediate. This cell was shown to function correctly, 

obtaining an open circuit potential of 0.37V and a power density of 2.4 µW/cm². 
 

Keywords: Biofuel cell, vulcan carbon, carbon nanofibers, niacin, anthracene-9-carboxylic acid, 
laccase, gravity cell. 
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1. Antecedentes. 

El uso de enzimas ha estado presente en la humanidad prácticamente desde sus inicios; 

cuando las tribus dejaron de ser nómadas y comenzaron a crear asentamientos, surgió la 

necesidad de generar métodos para preservar sus alimentos por más tiempo, para así tener 

productos en las épocas más frías cuando existe una menor capacidad de encontrar y generar 

recursos, para ello, entre algunos otros mecanismos, emplearon la acción enzimática de algunos 

microorganismos para mantener la viabilidad de sus alimentos, aún sin entender del todo que 

estaban haciendo (Vogel & May, 2019). 

 

Con el tiempo se sofisticaron los métodos utilizados, hasta llegar a la forma actual de 

fermentar lácteos y semillas o de ablandar carne (por mencionar algunos ejemplos), pero la 

aplicación de las enzimas no se quedó solo en el área de los alimentos, con el avance de la 

humanidad, avanzó también la comprehensión de las enzimas y con ello, las aplicaciones de estas 

mismas para diversas áreas como son: generación de pigmentos, eliminación/degradación de 

moléculas, sensores de moléculas orgánicas e inorgánicas, producción de fármacos, entre otras. 

 

A pesar de la gran utilidad que presentan las enzimas, existe un problema intrínseco a su 

naturaleza, cuando las enzimas son extraídas de su organismo de origen, es necesario 

estabilizarlas o debido a su procedencia proteica corren el riesgo de desnaturalizarse, lo que 

resulta en la perdida parcial o total de su actividad catalítica y con ello su aplicación se vuelve 

compleja. Afortunadamente, existen métodos para sobrellevar la situación anterior, y es posible 

mantener en cierta medida las características de las enzimas. 

 

Entre la gran cantidad de enzimas que existen en la naturaleza, la lacasa presenta 

propiedades muy interesantes que motivaron el presente trabajo; así mismo, el empleo de 

materiales nanoestructurados para inmovilizar enzimas como técnica de estabilización, es de gran 

utilidad debido a los prometedores resultados que han mostrado en diversas áreas (Cosnier et al., 

2013).  
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1.1. Lacasa. 

La lacasa (EC 1.10.3.2) pertenece al grupo de las oxidorreductasas que actúan oxidando 

los p-difenoles o sustancias relacionadas y sobre la molécula de oxígeno reduciéndola a agua. 

Esta enzima, fue aislada por primera vez de la savia del árbol de laca japones Rhus vernicifera y 

es la responsable, entre otras cosas, del endurecimiento en contacto con el aire de la laca 

(Yoshida, 1883).  

 

Con el tiempo se ha encontrado la lacasa en diferentes especies de plantas, hongos, 

insectos y arqueas, donde actúa con diferentes fines como se muestra en la Figura 1,  pero 

manteniendo la generalidad de su estructura y mecanismo de reacción (Janusz et al., 2020). 

 

Figura 1Función de la lacasa, adaptado de Janusz et al (Janusz et al., 2020) 

1.1.1. Estructura y mecanismo de reacción. 

La lacasa es una holoenzima cuyo cofactor es el cobre, puede encontrarse en 

monómeros, dímeros o tetrámeros y se encarga de la reducción por cuatro electrones del oxígeno 

molecular a agua, por la oxidación consecutiva de un electrón, de uno o varios sustratos 

(Messerschmidt et al., 1989).  
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La estructura de la lacasa  consiste en tres dominios que dan soporte a la enzima, 

contiene 4 cobres catalíticos de los cuales uno se localiza en el sitio T1 (denominado como Cu 

T1) y los tres restantes forman el centro trinuclear en el sitio T2/T3 (se denominan para su 

diferenciación como Cu T2, Cu T3α y Cu T3β), el sitio T1 se encuentra en el tercer dominio 

cercano a la superficie de la proteína, mientras que el sitio T2/T3  se encuentra en la interfase 

entre el primer y el tercer dominio (Mehra et al., 2018), en la Figura 2 se puede observar 

esquemáticamente la estructura de la enzima resaltando los dominios y los sitios catalíticos. 

 

Figura 2 Dominios y centros activos de la Lacasa. Adaptado de Mehra et al (2018). 

El Cu T1 se encuentra con un estado de oxidación 2+ y es el responsable del color azul 

característico de la enzima, en virtud de su absorbancia a 600 nm (ε = 5000𝑀−1𝑐𝑚−1); así 

mismo, está coordinado con dos histidinas, una cisteína y una metionina como ligandos. El sitio 

T2 se constituye de un catión 𝐶𝑢2+ que no confiere color, pero es detectable por resonancia 

paramagnética electrónica (EPR) y está ligado a dos histidinas y agua. Sin embargo, los dos 

cationes 𝐶𝑢2+ del sitio T3 son indetectables por EPR, debido al fuerte acoplamiento 

antiferromagnético mantenido por un puente hidroxilo y las 3 histidinas que coordinan los átomos 

(Dwivedi et al., 2011).  

 

Debido a la estructura y propiedades de los centros de cobre, las lacasas se pueden 

dividir en lacasas de potencial redox bajo, medio y alto. Las lacasas de basidiomicetos 

(especialmente las del hongo blanco) suelen ser lacasas de alto potencial redox, mientras que las 

lacasas procedentes de bacterias y plantas son ejemplos de lacasas con menor potencial redox. 
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Las lacasas de potencial bajo, son aquellas que presentan un potencial redox menor a 460 mV, las 

lacasas de potencial medio tienen un potencial en el rango de 460-710 mV y las lacasa de 

potencial alto presentan un potencial redox mayor  a 710 mV (Mot & Silaghi-Dumitrescu, 2012). 

 

La distribución de cargas sobre la superficie de la lacasa de T. versicolor, manifiesta una 

carga predominante negativa, confirmada con su punto isoélectrico (pI) ácido en torno a pH 3.5. 

Gracias a la estructura cristalina del complejo enzima sustrato, es conocido que el sustrato se une 

por una pequeña cavidad cargada negativamente cercana al cobre T1. Las cargas negativas 

localizadas en este sitio podrían tener una significativa funcionalidad, debido a que pueden ser las 

responsables de estabilizar los productos catiónicos resultantes del ciclo catalítico (Martínez 

Ruiz, 2015). 

 

La forma más simple de describir el mecanismo de reacción de la lacasa, podría ser 

denotando la ecuación de la reacción que cataliza: 

4𝑆𝐻 + 𝑂2 
 Lacasa  
→    4𝑆 + 2𝐻2𝑂                                                           Ec. 1  

  

En la ecuación anterior (Ec. 1), se resume la acción catalítica de la enzima, pero no 

resulta muy útil para la descripción detallada del mecanismo de reacción, por lo que es posible 

escalar un poco describiendo los cambios en estado de oxidación y generación de productos 

como se muestra en la Figura 3. 

Figura 3 Representación esquemática del ciclo catalítico de lacasa (Riva, 2006). 

Ahora, es más fácil observar la manera en que actua la enzima lacasa, se puede decir que 

de manera general, cada uno de los cuatro cobres acepta un electrón  oxídando a un sustrato cada 

uno (es posible que cada sustrato pueda oxidarse en más de una ocasión), posterior a la reducción 
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total del grupo de cobres, se produce la oxídación de la lacasa por la molécula de oxígeno 

produciendo dos moléculas de agua y regresando al estado original de la lacasa. 

 

En la Figura 4a se puede observar una representación simplificada en 2D, donde se 

marca la oxídación del sustrato en T1, para posteriormente reducir a Cu T2 y a los Cu T3. Este 

esquema permite distinguir, que los sitios de oxidación y reducción se encuentran paralelos el 

uno del otro. Ahora bien, en la Figura 4b se observa una mejor descripción de los pasos del 

proceso catalítico. Iniciando del intermedio nativo, se encuentran dos rutas; en la primero, se pasa 

a la forma reducida de la lacasa tras la oxídación de 4 moléculas de sustrato y formación de una 

molécula de agua que se localizará en el medio de los Cu T3. 

 

Figura 4 a) Reacción catalítica de la lacasa. b) Ciclo catalítico de la lacasa. “S” representa una molécula 

de sustrato en su forma reducida. Extraído de Vaz Domínguez. (2009). 

 

La segunda vía, sucede cuando no hay una gran cantidad de sustrato (aúnque tambien 

ocurre en presencia alta de sustrato, pero en una proporción muy baja), ocacionando la 

desaparición del grupo hidroxílo coordinado al Cu T1, lo que lleva a la enzima a la forma 

“resting” la cual en presencia de sustrato y tras un tiempo de semivida relativamente alto (cerca 

de 13 s (Messerschmidt, 1997) ) pasa a la forma reducida. Ambas vías convergen en la forma 

reducida de la lacasa, pasan al intermedio peroxido, denóminado así por la coordinación de la 

molecula de oxígeno a los Cu T3 y T2, posteriormente y con la incoorporación de 3 protones, se 

genera la segunda molécula de agua regresando al intermedio nativo de la enzima. 
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Solomon et al. (1996) proponen dos métodos diferentes para la transferencia de 

electrones del Cu T1 al centro trinuclear T2/T3; en el primero, los electrones captados en el Cu 

T1 son transferidos uno a uno directamente a los Cu T3 y Cu T2, mientras que en el segundo, el 

Cu T1 pasa los electrones al Cu T2 que secuencialmente  lleva los electrones a los Cu T3. Esta 

descripción más profunda puede observarse en la Figura 5, donde se muestran ambas alternativas 

junto con una expansión del mecanismo de reacción presentado anteriormente en la Figura 4b. 

Figura 5 Mecanismo de reducción de 𝑂2  a 𝐻2𝑂 por las Lacasa. Adaptado de Mot & Silaghi-Dumitrescu (2012) 

 
Finalmente, para poder aprovechar al máximo posible la acción de la lacasa, resulta 

importante conocer los dos tipos de procesos por los que puede oxidar a un sustrato; en principio, 

la lacasa a pesar de ser una enzima, no presenta una alta especificidad, pudiendo actuar sobre 

varios sustratos siempre que sean p-difenoles o sustancias relacionadas, pero además la lista de 

sustratos se ve ampliada si introducimos algún intermediario a la ecuación. 
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La forma de oxidación de p-difenoles y sustancias relacionadas, a la que se denomina 

forma directa, ya fue presentada con anterioridad, los cuatro cobres oxidan directamente al 

sustrato y generan dos moléculas de agua. Mientras que, en una segunda forma, la lacasa oxida 

un sustrato que le es afín, al que se denomina mediador y produce 2 moléculas de agua, 

posteriormente el mediador oxidado se encargará de la oxidación del sustrato diana siempre que 

el potencial de oxidación del mediador sea lo suficientemente alto (ver figura 6). 

Figura 6 Modelo de mediador (Martínez Ruiz, 2015). 

1.1.2. Inmovilización y aplicaciones de la lacasa. 

Como se mencionó al inicio de la sección, la estabilización de la enzima es importante 

para mantener su función una vez es extraída y aislada; uno de los métodos más usados para, 

además de estabilizar enzimas, poder reutilizarlas por más tiempo, es la inmovilización. 

 

Cuando se habla de inmovilización, no se trata de un solo método infalible, más bien, se 

refiere a diversos procesos físicos o químicos, que tienen como fin, el mantener fija a una 

superficie a cierta enzima, de manera que no pierda su capacidad catalítica y que cumpla con 

algunas características, si es que la aplicación lo requiere (como pueden ser conducir electrones 

en cierto plano, degradar algún sustrato con una velocidad específica, entre otras). Es muy 

importante elegir el método de inmovilización adecuado a la aplicación que se tiene contemplada 

para la enzima, pues de este método podría depender el éxito o fracaso de un proyecto. 

 

Es posible diferenciar cuatro tipos principales de inmovilización (Figura 7):  
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I. Adsorción Física: Este método se basa en las interacciones de Van der 

Waals, interacciones hidrofóbicas o interacciones electrostáticas de la superficie 

funcionalizada o “desnuda”. Presenta una baja perdida de actividad enzimática, pero 

sufre la desventaja de mantener una unión débil que se puede perder con el cambio de 

pH, la aparición de iones o por simple difusión en el medio. 

 

II. Atrapamiento Físico: Técnica que se fundamenta en la retención de la 

enzima por medio de una barrera física, es posible realizarlo por medio de membranas 

semipermeables, matrices porosas o encapsulamiento, de tal forma que la enzima 

queda rodeada de una barrera que impide se escape, por esta razón, se soluciona el 

problema de perdida enzimática de la adsorción física, pero aparece un nuevo 

problema, es posible que el sustrato no pueda llegar a la enzima disminuyendo la 

actividad catalítica. 

 

III. Entrecruzamiento: Se aplican agentes entrecruzantes, que ocasionan la 

unión covalente enzima-enzima y enzima-soporte, la perdida enzimática por este 

método es muy baja, pero debido a que es difícil de controlar, es posible que se pierda 

o reduzca la actividad catalítica. 

 

IV. Enlace covalente directo: Para esta técnica, se funcionalizan los soportes 

Figura 7 Tipos de inmovilización 
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con alguna molécula, buscando que algún grupo funcional se una de manera covalente 

a la enzima. Por lo anterior, la perdida de enzima es muy baja y es posible orientarla de 

manera preferente sobre el soporte, pero debido al enlace, la estructura pude verse 

modificada y con ello perder de manera parcial o total la actividad enzimática. 

 

Hablando específicamente de la enzima lacasa, se presentan en la literatura diversos 

métodos de inmovilización; en la Tabla 1  se muestran algunos ejemplos donde se realizó un 

enlace covalente directo entre el soporte y la enzima. 

 

Tabla 1 Inmovilización por unión covalente directa . 

Soporte Funcionalización Resultado Referencia 

Nanotubos de Magnetita 

(Fe3O4) 

3-aminopropilsilano 
Mayor inmovilización que 3-CPTMS pero con pérdida de 

acción catalítica (su constante catalítica es más baja).  

(López, 2016) 3-glicidoxipropilsilano 
No funciona como agente de acoplamiento, ya que la enzima 

pierde su actividad. 

3-

cloropropiltrimetoxisila

no 

Mantiene una actividad enzimática más alta que el 3-

APTMS, pero acopla una menor cantidad de enzima. 

Electrodo de disco de oro SAMs de grupos tioles Presenta una corriente catalítica baja 

(Vaz 

Domínguez, 

2009) 

Electrodo de oro 3D SAMs de grupos tioles No presentó corriente catalítica directa.  

Au Np’s SAMs de grupos tioles 
A pesar de la baja corriente catalítica, debido al potencial se 

cree que existe orientación a T1. 

Carbón vitrificado 

Aminofenilos/ 

Hidroxilaminofenilos 
Se obtuvo corriente catalítica directa en todos los casos y 

parece existir una orientación preferente a el centro T1, pero 

las corrientes eran muy bajas. Parece ser que sus 

microporosidades, no permiten una buena inmovilización de 

la enzima. 

Aminofenoles 

Grafito pirolítico 

Aminofenilos/ 

Hidroxilaminofenilos 

Aminofenoles 

Grafito de LD Aminofenilos/ 

Hidroxilaminofenilos 
Se obtuvo corriente catalítica directa en todos los casos y 

parece existir una orientación preferente a el centro T1, las 

corrientes fueron buenas, pareciendo que su la presencia de 

macroporos favorece la inmovilización y actividad de la 

enzima.. 

/Teflón 

  Aminofenoles 

Grafito 

espectroscópico/Teflón 

Aminofenilos/ 

Hidroxilaminofenilos 

Aminofenoles 

Esferas de SiO2 
Activadas con 

glutaraldehído 
Retención de actividad enzimática entre 46 y 60%. 

(Alvarado 

Ramírez, 2015) 
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En la Tabla 2  se observa algunos ejemplos de inmovilización por atrapamiento físico, en 

este tipo de método, normalmente se busca que la enzima quede “aprisionada” entre poros o 

cavidades de los materiales . 

 

Tabla 2 Inmovilización por atrapamiento físico. 

Soporte Resultado Referencia 

Tubos de carbono porosos 
Se encontró una buena densidad de corriente, pero se 

estudió utilizando un mediador. 

(Servat et al., 

2007) 

Lámina de 

tetrametoxisilano sobre 

partículas de grafito 

Se obtuvo un resultado de catálisis similar a la de la 

enzima libre. 

(Nogala et al., 

2006) 

Membranas microporosas 

de fibras de polipropileno 

Mantiene una buena actividad catalítica eliminando 

diversos contaminantes entre un 50–100%  en 48 h. 

(Moeder et al., 

2004) 

 

Ahora bien, algunos ejemplos de inmovilización por adsorción física se encuentran 

descritos en la Tabla 3, para este enfoque, se busca que las fuerzas electrostáticas (fuerzas de Van 

der Waals, puentes de hidrógeno…) de las superficies, sean capaces de mantener a la enzima 

unida a la superficie.. 

 

Tabla 3 Inmovilización por adsorción física. 

Soporte Resultado Referencia 

Electrodos de grafito 
Se obtuvo una respuesta buena como biosensor, pero 

resulta mejor opción una inmovilización covalente. 

(Portaccio et al., 

2006) 

Fibras de algodón 
Presenta un grado alto de retención tanto de la enzima 

como de la actividad enzimática. 

(Ibrahim et al., 

2007) 

Cristales de Mg/Al en 

capas dispuestas sobre 

oro nanoporoso 

Se mantuvo hasta un 97% de la actividad enzimática en 

la enzima inmovilizada en comparación con la enzima 

libre. 

 

(Camacho 

Córdova et al., 

2009) 
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Finalmente, en la Tabla 4 se presentan algunos ejemplos de inmovilización por 

entrecruzamiento. 

 

Tabla 4 Inmovilización por entrecruzamiento. 

Soporte Resultado Referencia 

Agregados enzimáticos (CLEAs) con 

polietilenglicol y glutaraldehído 

Mantiene una termorresistencia más alta 

que la enzima libre, pero con pérdida de 

actividad enzimática. 

(Cabana et al., 

2007) 

Superficie de silicona con monocapa 

de hidrofobinas 

La superficie de silicona parece ayudar a 

mantener la actividad enzimática. 

(De Stefano et 

al., 2009) 

Spherezymes. Agentes de 

entrecruzamiento: glutaraldehído y 

etilendiamina. 

La actividad enzimática se mantiene y su 

estabilidad en almacenaje es buena. 

(Matijošytė et 

al., 2010) 

 

 

Como fue mostrado, la enzima lacasa puede ser inmovilizada por los cuatro métodos de 

inmovilización, por lo que, para definir la mejor estrategia, se requiere conocer la aplicación final 

en la que se desea aplicar la acción de la lacasa; esto se debe, a que cada aplicación final tiene 

ciertas características específicas, que pueden verse mermadas a causa del tipo de inmovilización, 

tipo de soporte, estabilidad de la inmovilización, entre otras. 

 

Algunas de las aplicaciones más comunes para la lacasa son: 

 

▪ Industria alimentaria: Uno de los usos habituales de la lacasa dentro de la 

industria alimentaria, lo encontramos en la clarificación de los jugos, cervezas y vinos, 

debido a su capacidad para degradar compuestos fenólicos y con ello, eliminar la turbidez 

y tonalidad café de estas bebidas (Dana et al., 2017).  

 

▪ Papel y pulpa: Además del conocido mecanismo para despolimerización de 

la lignina. Es posible utilizar a la lacasa para blanquear papel y pulpa (Vogel & May, 

2019). 



 
16 

 
 

 

 

▪ Industria textil: Es posible utilizar la acción catalítica de la lacasa con el fin 

de degradar ciertos colorantes, ya sea para que se eliminen completamente o para 

modificar sus tonalidades (Dana et al., 2017). 

 

▪  Biorremediación: Gracias a su capacidad para degradar xenobióticos, 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), compuestos fenólicos y fenólicos clorados, 

es posible utilizar a la lacasa para remediar el suelo contaminado a causa de la explotación 

de depósitos de hidrocarbonos o de desechos de combustibles (Dana et al., 2017).  

 

▪ Biosensor: La lacasa ha sido utilizada como componente para biosensores 

de compuestos fenólicos (Rodríguez-Delgado et al., 2015), presentando algunas ventajas 

por encima de biosensores basados en peroxidasas o tirosinasas. 

  

▪ Biocelda de combustible (BFC): Finalmente, la aplicación que motiva este 

trabajo, es la posibilidad de utilizar a la enzima lacasa como componente en una biocelda 

de combustible, algunas ventajas que presenta sobre otro tipo de enzimas, es que no 

genera o requiere peróxido de hidrogeno en su proceso catalítico, por lo que se elimina el 

peligro de expulsar compuestos peligrosos al ambiente. 

1.2. Bioceldas de combustible. 

Si se desea implementar a la enzima lacasa en una biocelda de combustible, primero se 

debe definir de manera clara y precisa, qué es una biocelda de combustible, cómo funciona y 

cuáles son sus ventajes y desventajas. 

 

Una celda de combustible (FC) puede entenderse como un dispositivo capas de extraer 

la energía química de un compuesto, que luego es convertida a energía eléctrica, la entrada de 

combustible al dispositivo debe ser constante y la salida de poder de la celda está limitada por la 

cantidad de reacciones electroquímicas que ocurren en los dos electrodos (normalmente 
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favorecida por agentes metálicos o por óxidos metálicos que funcionan como catalizador). En el 

ánodo, ocurre la oxidación del combustible y en el cátodo se lleva a cabo la reducción del agente 

oxidante. 

Ahora bien, una biocelda de combustible es un tipo de FC donde los electrodos, para 

poder catalizar la reacción, son enriquecidos con componente biológicos, como pueden ser 

microorganismos, organelos celulares o enzimas. Para fines de este trabajo, el enfoque girará 

directamente en las BFC enzimáticas.  

 

Las BFC a diferencia de otras FC, no requieren de manera forzosa la incorporación de 

una membrana en el dispositivo, esto debido a que a menos que el agente oxidante y el 

combustible reaccionen entre sí, el componente biológico, es capaz de cumplir la función de la 

membrana. En la Figura 8a podemos observar el diagrama general de una FC, mientras que en la 

Figura 8b se puede observar el diagrama de una BFC. 

Figura 8 Esquema representativo de a) Celda típica de combustible b) Biocelda de combustible enzimática. Adaptada 

de Luz et al. ( 2014) 

A pesar de que las FBC presentan un desempeño inferior, en comparación de las FC más 

usuales en términos de densidad de poder, tiempo de vida y estabilidad operacional, la aplicación 

en ciertos dispositivos específicos ha levantado gran interés, como son: dispositivos implantables, 

liberación de fármacos, microchips y fuentes de alimentación portátiles (Luz et al., 2014). 
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1.2.1. Nanomateriales en bioceldas de combustible. 

Hablando de bioceldas de combustible, nanomateriales como: arcillas redox, 

nanopartículas metálicas o nano-objetos como nanotubos de carbono (CNTs), juegan un papel 

sumamente importante en la interconexión de enzimas con circuitos electrónicos. En particular, 

estos nanomateriales constituyen una nueva herramienta versátil para el desarrollo de 

biomateriales tridimensionales dedicados a mejorar el rendimiento de los bioelectrodos. Además, 

los nanomateriales constituyen una nueva generación de matrices anfitrión para macromoléculas 

biológicas. Esto puede conferir nuevas funcionalidades múltiples a los biorrecubrimientos, a 

través de sus propias propiedades específicas (conductividad eléctrica, magnetismo, propiedades 

redox, interacciones de afinidad) a nivel de nanoescala. En particular, estos nanomateriales 

pueden establecer una comunicación eléctrica con enzimas a través de su conductividad 

intrínseca (como los nanotubos de carbono) o a través del transporte de electrones a enzimas, 

garantizados por el salto de electrones entre centros redox inmovilizados. Como consecuencia, 

los electrodos modificados por nanomateriales han despertado una atención generalizada en el 

diseño de bioceldas de combustible (Cosnier et al., 2013). 

 

Bioceldas de combustible enzimáticas basas en CNTs. 

Debido a la morfología de nanocable, biocompatibilidad y buena conducción eléctrica, 

los CNTs son considerados como una de las propuestas más prometedoras para dispositivos 

biosensores y bioceldas de combustible. Es posible funcionalizar CNTs con moléculas afines a 

las enzimas, con el fin de fijarlas sobre un electrodo e incluso es posible que las enzimas sean 

adsorbidas directamente sobre los CNTs “desnudos”. 

 Bioceldas de combustible enzimáticas basas en otros nanomateriales de carbono. 

Grafeno: Nanoplaquetas de grafeno han sido utilizadas en electrodos de bioceldas de 

combustible, obteniendo buenos resultados. 

 

Carbón mesoporoso: Electrodos basados en carbón mesoporoso han sido estudiados y se 

ha encontrado una buena respuesta por parte de estos en bioceldas de combustible. 
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Bioceldas de combustible enzimáticas basas en nanopartículas de arcillas. 

Las nanopartículas de arcillas pueden funcionar como un buen soporte, debido a que 

suelen formar estructuras altamente porosas. Para la inmovilización de la enzima sobre el 

electrodo, se puede disolver en un medio acuoso que contenga nanopartículas de arcillas, 

posteriormente esta solución se pone en contacto con el electrodo y la arcilla con la enzima se 

une al electrodo, las estructuras formadas por las arcillas permiten el acceso al sitio activo gracias 

a su porosidad, pero es posible que la actividad enzimática se vea disminuida.  

Bioceldas de combustible enzimáticas basas en nanopartículas de metálicas. 

Diversas nanopartículas metálicas de óxidos de metales lucen prometedoras para su 

aplicación en electrodos de bioceldas de combustible, no existe mucha información, pero podría 

existir una buena interacción de los electrodos con las nanopartículas de oro (AuNPs) y las 

enzimas, debido a que las AuNPs son fácilmente funcionalizadas con diversos grupos 

funcionales. También es posible utilizar algunos óxidos de metales e intentar combinar la 

electrocatálisis con la capacidad de algunos óxidos de generar cierta respuesta ante un haz de luz, 

pudiendo generar bioceldas de combustible fotoelectroquímicas (Cosnier et al., 2013). 

1.2.2. Bioceldas de combustible basadas en la enzima lacasa. 

Cuando se estudian las bioceldas de combustible enzimáticas, es común encontrar la 

oxidación de glucosa como reacción anódica y la reducción de oxígeno o peróxido de hidrógeno 

como reacción catódica; la lacasa es una enzima que se ha estudiado ampliamente como elemento 

en los electrodos de bioceldas de combustible, debido a su capacidad para reducir el oxígeno 

molecular a agua, es por ello que a continuación se presentarán algunos electrodos de  bioceldas 

de combustible que contienen a la enzima lacasa.  Además, los electrodos presentadas contendrán 

elementos nanoestructurados debido a la nobleza que presentan para inmovilizar enzimas y a la 

basta cantidad de estudios que reúnen ambos elementos. 
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Cátodo plano de oro modificado con AuNPs con lacasa inmovilizada. 

 

La modificación de un cátodo de oro modificado con AuNPs y la enzima lacasa es 

presentado en la Figura 9, el oxígeno es reducido por la lacasa y los electrones necesarios para 

este proceso son extraídos de las AuNPs, éstas a la vez, extraen los electrones del electrodo plano 

de oro. Como puede también observarse en la Figura 9, se obtiene una densidad corriente 

bastante buena que puede explicarse porque las AuNPs facilitan que el centro activo T1 

intercambie electrones con el electrodo (Krikstolaityte et al., 2014). 

Figura 9 Representación esquemática de cátodo de oro modificado con AuNPs y lacasa, se presentan también el potencial 

alcanzado. Extraído de Krikstolaityte et al. ( 2014) 

BFC con puntos cuánticos de carbono (CNDs) como soporte en los electrodos. 

 

Wu et al. (2017) presentan una BFC sin membrana, donde en el ánodo se  co-

inmovilizaron alcohol deshidrogenasa (ADH), aldehído deshidrogenasa (ALDH) y formato 

deshidrogenasa (FDH) y el cátodo mantenía inmovilizada lacasa. Ambos electrodos (como se 

muestra en la Figura 10 ) tienen cubierta su superficie con CNDs. El trabajo muestra que los 

CNDs actúan como una nueva arquitectura para generar electrodos enzimáticos.    
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Figura 10 BFC con CNDs como electrodos, múltiples enzimas inmovilizadas en el ánodo y lacasa inmovilizada 

del cátodo. Adaptado de Wu et al. (2017). 

Cátodo de lacasa entramada a una pared simple de nanotubos de carbono carboxilados.  

 

Existe un cátodo basado en entramar lacasa y nanotubos de carbono carboxilados con un 
polímero REDOX sobre un electrodo de carbón vítreo cubierto con tela de carbón ( 

Figura 11). La incorporación de grupos carboxílicos en nanotubos de carbono muestra 

una mejoría en la densidad de corriente en comparación de los nanotubos “desnudos”. 

 

 

Figura 11 Esquema de cátodo de lacasa entramada a una pared simple de nanotubos de carbono carboxilados. 

Adaptado de Kim et al.( 2020) 
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BFC de enzima única (Lacasa).  

 

Una propuesta muy interesante para una BFC es presentada por Ji et al. ( 2017), donde 

se utiliza a la enzima lacasa tanto en el ánodo como en el cátodo como se muestra en la Figura 

12, es importante señalar que debe existir una membrana de intercambio protónico (para evitar 

que ocurra la reacción opuesta en el electrodo contrario) y que su combustible fue bisfenol A 

(BPA). Esta biocelda de combustible mostró buenos resultados, manteniendo ambas reacciones 

con una densidad de potencial importante, pero además, ayuda a observar la importancia de la 

orientación de la enzima sobre su suporte.  

 

Como se puede notar de manera directa en la Figura 12, si los electrones son donados al 

nanotubo de carbono tendremos un ánodo y si los extraemos desde el nanotubo de carbono 

estaremos hablando de un cátodo. Por otro lado, si el centro T1 está más cercano al nanotubo, 

podríamos tener una mejor respuesta catódica, debido a que mejora la extracción de electronos de 

nuestro soporte.  

 

Figura 12 Diagrama de una BFC de enzima única. Adaptado de Ji et al. (2017) 

____________________________ 
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2. Planteamiento del Problema. 

Se ha encontrado que la inmovilización de la enzima lacasa con el cobre tipo I cercano a 

la superficie de sostén, genera mejores resultados en la reducción de la molécula de oxígeno que 

la inmovilización al azar; debido a que en esta última puede presentar perdida de actividad por 

bloqueo de canales de entrada y salida, o la inmovilización dirigida a otra zona, donde se puede 

ver reducido el potencial redox por una menor interacción con los electrones de la superficie de 

sostén; por lo anterior, resulta de gran interés encontrar nuevas alternativas más eficaces y 

eficientes para inmovilizar a la lacasa. 

 

En el presente trabajo, se busca orientar de manera preferente a la enzima lacasa sobre 

nanoestructuras de carbón modificadas con compuestos aromáticos, buscando que las zonas 

hidrofóbicas que rodean al cobre tipo I, también conocidas como “Bolsillos de unión 

hidrofóbica” (Figura 13), se fijen a los anillos resonantes; y de esta manera, conseguir que se 

mantenga una alta actividad enzimática, un buen potencial redox y que sea posible su aplicación 

en bioceldas de combustible.  

 

Figura 13 Esquema del "Bolsillo" hidrofóbico de  la lacasa .Adaptado de Elouarzaki et al. ( 2018).  
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3. Justificación. 

En el desarrollo cada vez más amplio de nuevas tecnologías, existe un lugar muy 

relevante para las bioceldas de combustible debido a su potencial aplicación para el desarrollo de 

dispositivos autónomos. Entre los distintos tipos de BFC, las BFC enzimáticas son las más 

prometedoras, debido a su capacidad para generar una respuesta a combustibles específicos. 

 

Hablando propiamente de las BFC basadas en la enzima lacasa, podemos encontrar 

grandes ventajas, como pueden ser que no interviene el peróxido de hidrogeno en ningún paso de 

la catálisis de la enzima; también, es posible trabajar con la enzima lacasa en un rango amplio de 

pH ácido-neutro e incluso existen variedades de lacasa capaces de trabajar en pH básico. Todo lo 

anterior permite evaluar distintos tipos de BFC para aplicaciones diversas, por lo que este trabajo 

busca encontrar un método útil para la inmovilización dirigida de la lacasa, con el fin de generar 

bioceldas de combustible funcionales capaces de aplicarse en el futuro en diversos dispositivos.  
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4. Objetivos e Hipótesis. 

4.1. Hipótesis. 

La modificación estratégica de nanoestructuras de carbono con moléculas aromáticas 

seleccionadas permitirá una inmovilización dirigida de la enzima lacasa, permitiéndole 

incrementar su actividad catalítica, tiempo de vida útil y estabilidad, para aumentar el 

rendimiento de una biocelda de combustible. 

4.2. Objetivo General. 

Modificar químicamente nanoestructuras de carbono con derivados aromáticos para 

favorecer la inmovilización dirigida de la enzima lacasa de Trametes versicolor y poder utilizarla 

como biocátodo en una bioceldas de combustible. 

4.3. Objetivos Específicos. 

I. Funcionalizar nanoestructuras de carbón elegidas con derivados aromáticos de 

haluros de ácido y de ácidos carboxílicos. 

II. Caracterizar por técnicas fisicoquímicas las nanoestructuras de carbón 

funcionalizadas. 

III. Evaluar la inmovilización de la enzima lacasa de sobre las nanoestructuras de carbón 

funcionalizadas. 

IV. Optimizar y caracterizar la inmovilización de la enzima lacasa sobre las estructuras 

de carbón funcionalizadas, por técnicas electroquímicas. 

V. Incorporar el electrodo de la enzima lacasa en una biocelda de combustible y evaluar 

su rendimiento. 

 

____________________________ 
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5. Metodología. 

5.1. Materiales. 

Para el desarrollo del presente proyecto se requirió lacasa (EC 1.10.3.2) de Trametes 

versicolor (≥ 10 U/mg) como enzima para el electrodo, como soporte se usaron CV (Carbón 

Vulcan) y CNFs (Nanofibras de Carbono) proporcionados por el Laboratorio Nacional de Micro 

y Nanofluídica (LabMyN). Para la modificación de las nanoestructuras se usó 𝐻2𝑂2, 

𝐹𝑒𝑆𝑂4 ·  7H2O, tetrahidrofurano (THF), 𝐶𝑜𝐶𝑙2 ·  6H2O , 𝐹𝑒𝐶𝑙3 ·  6H2O, cloruro de oxalilo, 

dicloro metano, N,N- dimetilformamida (DMF), trietilamina, tolueno y acetonitrilo. Además de 

niacina (B3) y ácido antraceno-9-carboxílico, que fueron los compuestos aromáticos encargados 

de dirigir la inmovilización de la enzima, usando Nafion® modificada con TBAB (bromuro de 

tetrabutil amonio) como agente de inmovilización.  

 

ácido antraceno-9-carboxílico Como base de los electrodos, se utilizó papel de carbón 

Toray de Fuel Cell Earth (EE. UU., TGP-H-060). En la prueba del biocátodo de lacasa, se utilizó un 

bioelectrodo a base de glucosa oxidasa y ferroceno proporcionado por el LabMyN, así como 

soluciones tampón con y sin glucosa. La solución de tampón fosfato (PBS) pH 5.6 [0.1 M] se 

preparó usando K2HPO4 y KH2PO4 de J. T. Baker. Todos aquellos reactivos cuyo origen no fue 

especificado, fueron obtenidos de Sigma Aldrich. 

5.2. Métodos 

5.2.1. Funcionalización de las nanoestructuras de carbón. 

Hidroxilación por reacción de Fenton. 

Para la hidroxilación de las nanoestructuras de carbón (CV o CNFs), 400 mg de la 

estructura de soporte de carbón se dispersan en 35 ml de THF por sonicación durante 40 min. 

Posteriormente se filtran con papel filtro y se deja secar a temperatura ambiente. 
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A continuación, 300 mg de 𝐹𝑒𝑆𝑂4 se disuelven en 100 ml de agua desionizada. Se añade 

la nanoestructura de carbón en agitación constante. Adiciones de 𝐻2𝑂2 se realizan en un lapso de 

4 h, hasta acumular 60 ml de peróxido de hidrogeno y se deja reaccionar por 24 h en agitación. 

 

Una vez a transcurrido el tiempo marcado, se filtran al vacío las nanoestructuras 

hidroxiladas y se almacenan a temperatura ambiente. 

 

 

Figura 14 Esquema de nanoestructuras hidroxiladas. 

Esterificación con 𝑪𝒐𝑪𝒍𝟐 · 𝟔𝑯𝟐𝑶 como catalizador. 

Se adaptó un método de esterificación (Figura 15), del proceso de síntesis reportado por 

Velusamy et al. (2005) ; se disolvieron 0.07g de 𝐶𝑜𝐶𝑙2 · 6𝐻2𝑂 en 20mL de acetonitrilo, después, 

se añadieron 5 mmol de la molécula aromática (niacina o ácido antraceno-9-carboxílico) y se 

mezcló  15 min. 

  

Figura 15 Modificación con moléculas aromáticas con 𝐶𝑜𝐶𝑙2 (simplificación). 

Se añadió 0.1g de la nanoestructura de carbono hidroxilada (CV o CNFs) y se 

mantuvieron en agitación constante y reflujo por 14 h a 95°C (  

Figura 15 Modificación con moléculas aromáticas con 𝐶𝑜𝐶𝑙2 (simplificación).). 

Finalmente se filtró al vacío y se almacenó a temperatura ambiente. 
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Esterificación con 𝑭𝒆𝑪𝒍𝟑 · 𝟔𝑯𝟐𝑶 como catalizador. 

Para realizar la esterificación con 𝐹𝑒𝐶𝑙3 · 6𝐻2O (Figura 16), se modificó el método de 

síntesis reportado en 2008  por Komura et al. En 40mL de tolueno se disolvieron 0.15mmol de 

𝐹𝑒𝐶𝑙3 · 6𝐻2𝑂 en 40mL de tolueno, después, se añadieron 1.5 mmol de la molécula aromática 

(niacina o ácido antraceno-9-carboxílico) y se dejó mezclar por 15 min. 

 

Se añadió 0.1g de la nanoestructura de carbono hidroxilada (CV o CNFs) y se 

mantuvieron en agitación constante por 12 h a 110°C con extracción de agua por el aparato de 

Dean-Stark. Finalmente se filtró al vacío y se almacenó a temperatura ambiente. 

 
Figura 16 Modificación con moléculas aromáticas con 𝐹𝑒𝐶𝑙3 (simplificación). 

Esterificación usando Cloruro de Oxalilo. 

Una adaptación del método de modificación de nanotubos de carbono propuesto por 

Giroud y Minteer (2013) fue empleada para funcionalizar CNFs (Figura 17). A una suspensión de 

niacina o ácido antraceno-9-carboxílico (1mmol) en dicloro metano, se añadió cloruro de oxalilo 

(2 mmol) por goteo y posteriormente se adicionó una gota de DMF como catalizador. Se mantuvo 

la reacción en agitación por un día. 

 

A 0.1g de CNFs hidroxiladas dispersadas en dicloro metano, se agregaron 5 mmol de 

trietilamina. Por goteo, se adicionó el producto de la primera reacción y se dejó en agitación 

durante un día, para finalmente filtrar al vacío y reservar en temperatura ambiente. 
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Figura 17 Modificación con cloruro de oxalilo (simplificación). 

5.2.2. Inmovilización de la enzima lacasa. 

Se mezclan las nanoestructuras modificadas con una solución de lacasa (1.5 mg) en 

tampón de fosfáto (PBS) de pH 5.6 (75 µL ), mediante pasos de sonicación y vórtice (1 min de 

vórtice y 15 s de sonicación, repetido 4 veces). Se utiliza una suspensión de Nafion® modificada 

con TBAB como agente inmovilizador agregándolo (25 µL)  a la solución. La mezcla resultante 

se agita brevemente con vórtex y se sónica, para generar una tinta negra.  

 

Para el CV se usó una relación 5:1 con la enzima, mientras que para las CNFs se utilizó 

una relación 1:1. 

5.2.3 Preparación de los bioelectrodos. 

Para los bioelectrodos destinados a la evaluación en media celda, se tomó un rectángulo 

de papel toray de 3cm x 0.5cm (figura 18 a la izquierda), mientras que para la evaluación de la 

celda de combustible, se utilizaron cuadrados de papel toray de 0.5 cm. 

 

El rectángulo de 3 cm x 0.5 cm se sumergió en parafina líquida, dejando un área libre de 

0.5 cm x 0.5 cm para realizar el depósito de la enzima inmovilizada. Al evaluar, un área de        

0.5 cm x 0.5 cm de parafina del extremo contrario al depósito, fue expuesta, retirando la parafina 

con ayuda de una navaja fina.  
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Figura 18 Dimensiones de los electrodos de prueba. 

Para la evaluación de concepto de la celda de combustible, se utilizaron barras de grafito 

de 1 cm de largo y 0.3 cm de diámetro (figura 18 a la derecha). Sobre ellas se colocó un cuadro 

de papel conductor doble cara de 0.5 cm por lado (figura 18 en el centro) y sobre él, se adhirió el 

electrodo cuadrado de papel toray (con el depósito de la enzima inmovilizada sobre una cara). 

Para ambos tipos de electrodo, se depositaron las tintas sobre el papel toray con ayuda 

de un pincel. Una vez depositada la tinta, el pincel es limpiado con alcohol, acetona y agua, con 

el fin de retirar restos de los depósitos previos. 

5.2.4 Preparación de la celda de combustible. 

Como celda de combustible (figura 19), se propuso un sistema que utiliza la fuerza de 

gravedad como método para mantener en movimiento el combustible la celda. Para ello, un 

contenedor de aproximadamente 10 mL de capacidad y con las dimensiones expuestas en la 

figura 19, es utilizado, seleccionando un par de orificios en la misma posición, pero en la cara 

opuesta, por ellos se introducen 0.5 cm de una barra de grafito de 1 cm de largo por 3 cm de 

diámetro. Posteriormente, el electrodo se prepara como fue presentado en la sección 5.2.3 . 

 

Figura 19 Dimensiones de la celda de gravedad. 
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A esta celda se le denominó “celda de gravedad”, debido a que el goteo responsable que 

el combustible se mantenga fluyendo, hace uso de la fuerza gravitatoria con el fin de no 

introducir energía externa para movilizar la fuente de alimentación.  

5.2.2. Evaluación electroquímica de los electrodos. 

Sistema de evaluación electroquímica 

Para la evaluación en media celda, se utilizó la configuración de tres electrodos: 

electrodo de trabajo (electrodo de papel Toray junto con el depósito que es evaluado), 

contraelectrodo (barra de grafito) y electrodo de referencia (electrodo de Ag/AgCl) como se 

muestra en la figura 20. 

 

Figura 20 Sistema de configuración de tres electrodos. 

Se colocan en un vaso de precipitado con tapa con 4 cavidades, de izquierda a derecha, 

electrodo de trabajo, referencia y contra-electrodo. 

 

Dentro del vaso se colocaron 5000 μL de PBS (0.1 M) con pH 5.6 y cantidades de 

glucosa o NaCl si lo requería cada experimento. Los tres electrodos se conectaron a un 

potenciostato/galvanostato (Biologic) para poder realizar las pruebas electroquímicas. Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado y a temperatura ambiente (25°C). 
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En la configuración para la celda de combustible (figura 21), se evaluó con dos 

electrodos: electrodo de trabajo (electrodo de papel Toray junto con el depósito que es evaluado) 

y contra-electrodo/electrodo de referencia (bioelectrodo a base de glucosa oxidasa y ferroceno). 

 

 

Figura 21 Configuración de la celda de gravedad. 

Métodos de evaluación electroquímica 

Las evaluaciones electroquímicas se llevaron a cabo por triplicado con ayuda de un 

potenciostato/galvanostato (Biologic). Se realizó voltamperometría cíclica para la selección del 

mejor método en relación con la resistividad del material, potencial de circuito abierto (OCP) y 

corriente eléctrica generada. Con cronoamperometrías en presencia y ausencia de NaCl 

(inhibidor), se determinó estabilidad enzimática y resistencia a inhibidores.  

 

Para la celda de combustible, se hicieron pruebas de descarga para determinar la 

corriente de trabajo, así como caracterizar el funcionamiento de la celda.  

 

 

 

 

____________________________ 
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6. Resultados  

6.1. Funcionalización de las nanoestructuras de carbón 

Tanto para la síntesis usando 𝐶𝑜𝐶𝑙2 como 𝐹𝑒𝐶𝑙3, se sabe que su forma de promoción de 

la reacción, es a través de la formación de complejos. Al formar esta clase de arreglos 

coordinados, con los ácidos carboxílicos aromáticos y las nanoestructuras hidroxiladas, se reduce 

el espacio entre los mismos y esto facilita que reacciones entre sí. 

 

La formación del complejo por parte del 𝐶𝑜𝐶𝑙2 puede observarse fácilmente en la figura 

22, donde son claros los cambios de color correspondientes a la coordinación de los ácidos 

carboxílicos de los compuestos aromáticos. Una vez se añaden las nanoestructuras de carbón, los 

cambios visuales dejan de ser notorios, debido a que el color negro del carbón los oculta. 

 

Para la niacina, se obtiene primero un color azul rey, el cual cambia a un azul-morado 

claro y termina en un morado tenue. Mientras que para el Ácido antraceno-9-carboxílico, un 

color amarillo claro es obtenido en un inicio, que vira a verde claro después de 15 min.  

 
 

 
Figura 22 Formación del complejo con 𝐶𝑜𝐶𝑙2 como catalizador. 
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Para el cloruro de oxalilo, no hay grandes cambios que sean notorios a simple vista, pero 

debe recalcarse que la liberación de gas se mantiene constante; por lo que es necesario, mantener 

una extracción regular de estos gases, así como utilizar protección tanto ocular como de las vías 

aéreas en todo momento. 

 
Figura 23 Reacción con cloruro de oxalilo 

En la reacción 1 de la figura 23, se puede observar un burbujeo, el cual, liberaba gases 

incoloros. En la reacción 2, con la adición por goteo, un gas blanquecino se desprendía de la 

mezcla. Los gases anteriores, deben presumirse como subproductos de la reacción o el resultado 

de la descomposición del cloruro de oxalilo, por lo que su composición estaría cargada de 𝐻𝐶l y 

𝐶𝑙2, gases sumamente irritantes, por lo que el uso de una campana de extracción es necesario. 

 

Las nuevas nanoestructuras de carbono funcionalizadas, mantenían ciertas características 

entre sí; en general, todas las estructuras de CV que se obtuvieron, tenían una apariencia 

quebradiza (figura 24b ). Por otro lado, las CNFs obtenidas, mantenían una apariencia similar al 

caucho (figura 24a).  

 

Además, las CNFs modificada presentaron  una mayor volumen que el CV, a pesar de 

que en peso el CV aumento en aproximadamente 5 veces después de las reacciones de 

esterificación (se presume que por adsorción de las moléculas aromáticas), su densidad fue menor 

que en las CNFs . 
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Figura 24 Apariencia general de las nanoestructuras obtenidas. 

De igual forma, las nanoestructuras de CV resultaron dispersarse mejor en el PBS que 

las CNFs, y su depósito también fue más sencillo, debido a que las tintas de CV se adherían de 

manera más homogénea al papel Toray, mientras que las tintas de CNFs tendían a formar 

aglomeraciones en secciones del depósito.  

 

Lo anterior, lo atribuimos a la naturaleza de las CNFs, ya que su estructura fibrosa 

facilita el hacinamiento, por su parte, la morfología del CV (pseudoesférica) facilita su dispersión 

en soluciones. 

6.2.  Cátodos obtenidos  

Los biocátodos de lacasa fueron obtenidos como fue descrito en las secciones 5.2.2 y 

5.2.3. En la figura 25, se ejemplifica el resultado final de los electrodos y como lucen (en su caso) 

los electrodos en la celda de gravedad. 

 

 
Figura 25 Electrodos de prueba 
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6.3. Inmovilización de la enzima Lacasa sobre Nanofibras de Carbono 

Los elelectros de CNFs fueron evaluados por medio de voltamperometrías ciclicas, las 

cuales se muestran en la figura 26. Para su facilitar su analisis, las voltamperometrías 26a, se 

distribuyeron en 3 imágenes más.  

 

 

 
En la figura 26b, se pueden comparar los resultados de los diferentes métodos de 

síntesis, de los cuales destaca el método por 𝐶𝑜𝐶𝑙2, debido a la menor resistividad del material 

(en comparación con el resto), que podemos visualizar en ancho de su voltamperograma. 

 

Derivado del resultado anterior, se decidió detener las síntesis por 𝐹𝑒𝐶𝑙3 y usar los 

métodos restantes para comprobar la diferencia entre ambos. 

 

En la figura 26b, comparamos nuevamente dos métodos de síntesis (oxalyl y 𝐶𝑜𝐶𝑙2) de 

donde nuevamente el 𝐶𝑜𝐶𝑙2, presenta una menor resistividad en comparación con el otro método. 

Con lo que la síntesis por cloruro de oxalilo queda descartada por completo, debido a que la 

peligrosidad del reactivo y su costo superior, en comparación con los otros métodos, no se 

justifica con los resultados obtenidos. 

Figura 26 Voltamperometría Cíclica de los electrodos de CNFs 
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 Finalmente, la figura 26c muestra la comparativa entre las CNFs hidroxiladas y las 

modificadas por el método del 𝐶𝑜𝐶𝑙2, gracias a ello se encontró que la inmovilización mejora al 

añadir los compuestos aromáticos y que el ácido antraceno-9-carboxílico es mejor agente para la 

inmovilización en comparación con la niacina. 

 

Los resultados de los triplicados se resumen en la tabla 5, donde se compara el OCP y la 

densidad de corriente de cada método. No existe realmente una diferencia significativa en el 

OCP, los cambios más grandes se notan en las densidades de corriente, de donde resaltan las 

CNFs modificadas con ácido antraceno-9-carboxílico, debido a que presentan una densidad de 

corriente mayor y un OCP bueno. 

 
Tabla 5 Resultados de inmovilización en CNFs 

 

6.4. Inmovilización de la enzima Lacasa sobre Carbón Vulcan  

Similar a las CNFs, se realizaron pruebas con el CV pero esta vez se redujeron los 

métodos de síntesis. Se utilizó la síntesis con 𝐹𝑒𝐶𝑙3 para corroborar que sus resultados eran 

inferiores al método del 𝐶𝑜𝐶𝑙2; nuevamente se utilizaron niacina y ácido antraceno-9-carboxílico 

como moléculas aromáticas. 

 

Como es mostrado en la figura 27a, la diferencia de las respuestas de cada material es 

más marcado que en las CNF. La figura 27c compara los dos métodos de síntesis, mostrando 

cierta superioridad del método del  𝐶𝑜𝐶𝑙2 hablando específicamente de la resistividad aparente 

que se observa en el voltamperograma.  
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Por otro lado la figura 27b, muestra una clara diferencia entra el CV hidroxilado y el que esta 

modificado con ácido antraceno-9-carboxílico, con lo que podemos inferir que este método de 

síntesis esta dirigiendo de manera adecuada a la enzima lacasa. 

 
Figura 27 Voltamperometría Cíclica de los electrodos de CV. 

 
El concentrado de los triplicados para el CV se muestra en la tabla 6, donde se observa 

con claridad como su densidad de corriente es bastante buena en comparación con el resto de los 

métodos. Además, su OCP es más alto en comparación con todos los demás materiales. 

 
Tabla 6 Resultados de inmovilización en CV 
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6.5. Selección del material para la celda de gravedad 

Para la celda de gravedad, se eligió el CV modificado con ácido antraceno-9-carboxílico 

y 𝐶𝑜𝐶𝑙2 como catalizador como el material de prueba, esto ya que a pesar de tener una reducción 

menos marcada en los voltamperogramas que los materiales de CNFs, su corriente es 

notablemente más alta y con ello, la generación de energía sería más alta. 

 

Previo a la implementación en la celda de gravedad, se realizaron pruebas de 

cronoamperometría y voltamperometría con el buffer sin modificar (aire), saturándolo con 𝑁2  y 

saturándolo con 𝑂2, esto con el fin de mostrar la respuesta enzimática a la presencia del sustrato 

sobre el que actúa. Además, en la cronoamperometría, se agregó al final una solución de NaF 1M, 

con el fin de mostrar la inactivación enzimática y con ello verificar, que efectivamente estamos 

hablando de una respuesta enzimática. 

 
Figura 28 Prueba s en solución tampón sin modificar, saturada con N2 y saturada con O2 

Como se esperaba, en las figuras 28a y 28b, se muestra como la respuesta enzimática 

mejora en presencia de oxígeno y se reduce en presencia de nitrógeno en comparación con el 

blanco (aire disuelto).  

 

Algo muy notorio, es que en la voltamperometría cíclica (28b) en presencia de aire no 

tiene diferencia significativa con la de oxígenos saturado en el rango de 0-0.4 V, pero a partir de 

ahí, la de aire inicia un crecimiento muy rápido, mientras que la del oxígeno muestra mesura. En 
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un sistema como la enzima lacasa, que es una oxidorreductasa, tener los valores del extremo de la 

oxidación más bajos, indican que tendrá una mejor respuesta que los que tienen unos valores más 

altos. Lo anterior se debe, a que un tamaño de “pico” más bajo, indica una menor acción 

oxidativa y por tanto predominará más la acción reductora. 

 

Por otro lado, y como se mencionó anteriormente, en la imagen 28a, es bastante clara la 

reacción enzimática a los diferentes cambios en su entorno y es muy clara la forma en que el NaF 

la inhibe prácticamente por completo, con lo que determinamos que los resultados obtenidos se 

derivan del trabajo de la enzima y no de los soportes de carbón. 

 

Adicional a las pruebas anteriores, se realizó una prueba de estabilidad en presencia de 

cloruros; para ello, mientras se realizaba una cronoamperometría, se realizaron adiciones de 

cloruros para lograr las siguientes concentraciones en solución: 5mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 

50 mM, 70 mM y 90 mM. Posterior a eso se agregó una solución de NaF 1M, con el fin de 

inactivar por completo la actividad enzimática. 

 
Figura 29 Prueba de respuesta a cloruros. 

El experimento ilustrado en la figura 29, permite asegurar que la respuesta de nuestro 

electrodo es debido a la actividad enzimática y no a otra cosa. Además de que las adiciones de 
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cloruros, no permiten saber que la resistencia de nuestro material a las concentraciones de 

cloruros en ciertos fluidos(Gonçalves et al., 2019)  como el sudor (< 30 𝑚𝑀) y la saliva (<20 

mM), están dentro del rango de tolerancia del material, por lo que su posible aplicación en un 

biosensor o una biocelda, con fluidos corporales como combustible es posible.   

6.6. Pruebas de la Celda de gravedad  

Para realizar las pruebas sobre la celda de gravedad, primero se evaluó el trabajo en 

conjunto del electrodo de CV modificado con ácido antraceno-9-carboxílico y 𝐶𝑜𝐶𝑙2 como 

catalizador, y el electrodo a base de glucosa oxidasa y ferroceno proporcionado por el LabMyN; 

por medio de pruebas de curvas de descarga.  

 

Esta evaluación se realizó en un vaso de precipitados con soluciones con diferentes 

concentraciones de glucosa, obteniendo los resultados de la figura 30. 

 

 
Figura 30 Curvas de descarga a diferentes concentraciones de glucosa 

 

Encontrando que, en una concentración de 10 mM de glucosa, existe la corriente 

máxima y al incrementar la concentración, la corriente disminuye en lugar de aumentar. 
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6.6.1. Validación de la celda 

Una vez montados los electrodos en la celda de gravedad, se cerró y se aseguró que no 

tuviera fugas cubriendo con parafina las áreas de unión. Se lleno con la solución tampón con la 

concentración de glucosa correspondiente y se mantuvo suspendida en el aire, sostenida por unas 

pinzas a un soporte universa. El combustible se añadió por goteo con ayuda de un gotero (con el 

fin de simular las condiciones previstas de trabajo) y el combustible que era expulsado por el 

orificio inferior, fue recolectado en un vaso de precipitados. 

 

El sistema se muestra en la figura 31, como se mencionó en la sección 5.2.2, la 

evaluación se llevó a cabo con 2 electrodos. Para ello, una vez conectada la celda al 

potenciostato, se dejó que el sistema estabilizara su OCP y se procedió a realizar las pruebas de 

descarga. 

 

 
Figura 31 Celda de gravedad en funcionamiento. 

 
Un parámetro importante en la propuesta de celda de gravedad, es el flujo de 

combustible que pasa a través de ella, mediciones en diferentes celdas con el mismo diseño 

fueron realizados y se obtuvo que el flujo es de 10 ±2 µL 𝑠−1. 
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Se realizaron pruebas de descarga con el fin de caracterizar a la celda, obteniendo los 

resultados de la figura 32. 

 
Figura 32 Curvas de descarga de la celda de gravedad a distintas concentraciones de glucosa. 

De la figura 32, resaltan tres características muy interesantes, la primera es que, a pesar 

de tener la misma área de trabajo, los electrodos en la celda de gravedad presentaron una mayo 

corriente en comparación con aquellos que se utilizaron en el vaso de precipitados. La segunda 

surge de la observación de las curvas de descarga, parece ser que al menos en la concentración de 

5 mM, la celda se vuelve muy sensible al goteo de combustible y reacciona en consecuencia con 

picos de corriente, esto puede deberse a el ingreso de glucosa, de oxígeno o ambos. 

 

Llama la atención que se mantiene la tendencia de la figura 30, al mantener su mejor 

respuesta en una concentración de 10 mM y en disminuir la corriente al aumentar la 

concentración por arriba de los 10 mM. 

 

En la figura 33, se ilustra la densidad de corriente y la densidad de poder de la celda a la 

concentración óptima de glucosa (10 mM). La densidad de poder máxima de 2.377 µW𝑠−1 se 

encontró a 0.365 V.  
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Figura 33 Densidad de potencia y carga a 10mM de glucosa. 

En la tabla 7, se presenta un resumen derivado de indagar en diferentes fuentes, donde se 
compara el funcionamiento de celdas que utilizan a la glucosa oxidasa y a la lacasa como 

biocatalizadores. Habiendo obtenido en esta tesis, resultados equiparables con investigaciones 

previas.  

 
Tabla 7 Resumen de celdas de combustible GOx-Lacasa 

Material del electrodo/Biocatalizador 
Ánolito/         
Cátolito 

OCP        
[V] 

Densidad 

de Poder en                                  

[µW/cm²] 
Referencia 

 

 

MWCNT,CV-Antra9/GOx, Lacasa 
Ferroceno/ 

NA 0.37 2.4 Este trabajo 
 

CNT-LIG/ GOx, Lacasa 
PBQ/          

ABTS 0.35 2.2 (U.S. et al., 2021)  
 

SWCNT/GOx,Laccase 
FEMOL/ 

ABTS 0.44 1.64  (Beneyton et al., 2013) 
 

HPG-Oro/GOx, Lacasa 
NA/           

NA 0.34 1.6 
 (du Toit y di Lorenzo, 

2015) 

 

MWCNT/GOx, Lacasa 
FMCA/    

Aire 0.45 3.2 (Yan et al., 2007)  
 

 

CNT/Gox, Laccase 
TCNQ-TTF/ 

Oxígeno 0.5 8.1 (Koo & Yoon, 2013) 
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7. Conclusiones 

Gracias a los resultados obtenidos en las secciones 6.3 y 6.4, podemos aseverar que tanto 
la niacina como el ácido antraceno-9-carboxílico, son capaces de dirigir de manera preferencial la 

inmovilización de la enzima lacasa, siendo el ácido antraceno-9-carboxílico el que mejor 
respuesta obtuvo. 

 

Tanto las nanofibras como el carbón vulcan, fueron superficies de sostén capaces de 
inmovilizar lacasa, esto es un resultado bastante interesante, ya que son materiales con un costo 

más bajo en comparación con nanotubos de carbono o nanopartículas de algunos metales, por lo 
que presentan un área de avance muy importante en la reducción de costos, en la inmovilización 

enzimática.  

 
La celda de gravedad funcionó de manera satisfactoria y los bioelectrodos fabricados, 

funcionaron de forma adecuada al ser implementados en esta celda.  
 

Este proyecto cumplió con los alcances esperados, debido a que el método de 

inmovilización resulto funcional y pudo ser aplicado en una celda de combustible. Además, se 
pudo proponer un nuevo tipo de celda que no requiere una fuente de energía externa para 

mantener el flujo de combustible, lo que representa una ventaja sobre otro tipo de celdas, que 
requieren bombas para mantener el combustible en movimiento. 
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8. Perspectivas a futuro 

Se plantea una revisión más extensa a la modificación con niacina, debido a que el OCP 

en media celda, así como la voltamperometría, indica que existe cierta orientación preferente de 

la enzima, por lo que un nuevo protocolo de modificación podría aprovechar esta cualidad, para 

generar una inmovilización de la enzima lacasa a menor costo. 

 

El experimento de concepto de la “celda de gravedad”, proporcionó datos que indican su 

posible aplicación en celdas de combustible, ya que mantuvo el funcionamiento de los electrodos. 

Se debe desarrollar más este concepto, para encontrar resultados concluyentes; pero sin duda, es 

una propuesta que hasta el momento presenta luce prometedora. 

 

La implementación de ánodos diferentes al utilizado en este trabajo (a base de glucosa 

oxidasa y ferroceno) debe ser revisada, a fin de caracterizar de manera más amplia los biocátodos 

presentados. 

 

Finalmente, los electrodos presentados en este trabajo, podrían modificarse para su 

aplicación es dispositivos de sensado del tipo self-powered, para lo cual, es necesario un mayor 

desarrollo. 
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