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RESUMEN

Las celdas de combustible enzimdticade etanol muestran un rendimiento bajo debido
principalmente al disefio dela celda de combustible y al método de inmovilizacién enzimatico
utilizado. Se realiz6 la construccidon de un biodnodo donde la enzima alcohol deshidrogenasa
se inmovilizé mediante la unién covalente a través de una matriz compuesta por papel carbon
Toray como soporte con una capa de poli-(azul de metileno), Nafion, glutaraldehido,
bromuro de tetrabutilamonio y nicotinamida adenina dinucle6tido(NADY) para la posterior
evaluacién en diversas celdas de combustible, probado con diferentes catodo (Pt yPd sobre
comercial nanoesponja para celdas de combustible hibridas y enzima lacasa en nanoesponja
para biocelda de combustible) donde el disefio de la inmovilizacién de células de combustible
y fueron criticas para esta actuacion. Por medio de caracterizacion electroquimica,
bioquimica y fisicoquimicas se pudo comprobar la presencia de la enzima en el electrodo asi
como la retencion de su actividad catalitica y obteniendo celdas de combustibles
microfluidicias mds potentes y estables comparadas con las reportadas hoy en dia.

(Palabras clave: Alcohol deshidrogenasa, biocelda de combustible, celda de combustible
microfluidica, inmovilizacién enzimatica)



SUMMARY

Ethanol enzymatic fuel cells have shown low cell performance mainly due to the design of
fuel cell and enzyme immobilization method used. Herein, we report and discuss using the
evaluation of two membraneless fuel cell type air-breathing: hybrid and enzymatic. Using
both a bioanode where Alcohol dehydrogenase enzyme was immobilized by covalent binding
through a bioanode array composed by carbon Toray paper as support with a layer of
poly(methylene blue), Nafion, glutaraldehyde, tetrabutylammonium bromide and
nicotinamide adenine dinucleotide(NAD*); and was tested with two different
cathodes(commercial Pt and Pd on nanofoam for hybrid fuel cell and laccase enzyme on
nanofoam for biofuel cell) where the design of the fuel cell immobilization and were critical
to this performance. By electrochemical, biochemical and physicochemical characterization
we noted the presence of the enzyme on the electrode and the retention of its catalytic activity
and obtaining cells more potent and stable compared to microfluidics fuel cells reported

today.

(Key words: Alcohol dehydrogenase, biofuel cell, microfluidic fuel cell, enzyme

immobilization)
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1. INTRODUCCION

La conexion entre la bioquimica y la electricidad se conoce desde hace mucho tiempo,
ejemplo de ello son las bioceldas de combustible, las cuales son dispositivos electroquimicos
que consumen hidrégeno y oxigeno para generar energia eléctrica, a través de una oxidaciéon
en el 4nodo y una reaccién de reduccion en el cidtodo. Se emplean catalizadores de origen
biolégico, que pueden ser microorganismos, mitocondrias o enzimas. Los electrones
liberados en la oxidacion se desplazan hacia el citodo a través de un circuito externo,siendo
este flujo electrénico utilizado para suplir los requerimientos energéticos de dispositivos

electrénicos pequefios en el futuro.

El uso de biocatalizadores enziméaticos puede ofrecer ventajas sobre catalizadores metdlicos,
debido a su alta selectividad, dando una gran variedad de futuras aplicaciones, aunque su
eficiencia catalitica depende de las condiciones del entorno, de la concentracidon de sustrato

y del método de inmovilizacién enzimatico utilizado.

El uso de enzimas de diferente naturaleza permite el funcionamiento de las bioceldas a través
de diferentes moléculas organicas utilizadas como combustibles, como glucosa, fructuosa,
alcoholes, dcido lactico, aminodcidos, cetonas, glicerol, aldehidos, hasta moléculas organicas
mas complejas como es el caso de almidones solubles. Entre los alcoholes, uno de los més
importantes y de mayor interés es el etanol, también conocido como alcohol etilico, el cual
es un compuesto quimico liquido, incoloro e inflamable usado como combustible en distintas
industrias. El etanol se puede producir de materia orgdnica que contenga glucosa, como el

almidon y la celulosa, mediante procesos fermentativos.

El etanol es uno de los compuestos que se presenta como una de las mejores alternativas para
trabajar con celdas de combustible, pues es facil de producir, es renovable, no es toxico, facil
de transportar y tiene una alta densidad de energia. Las principales limitantes del etanol para
su uso como combustible son: una cinética de reaccion lenta y una baja selectividad de la
reaccion hacia la formacion de CO: como producto principal, ya que multiples
electrocatalizadores metdlicos siguen una ruta indirecta o de deshidratacion, formando CO

como subproducto no deseado. Hasta el dia de hoy, no se ha encontrado un método eficiente
2



que utilice un biocatalizador capaz de romper los lazos entre los dtomos de carbono del

etanol.

Un biocatalizador que podria lograr este rompimiento eficazmente es la enzima Alcohol
deshidrogenasa, la cual realiza la oxidacion del etanol a aldehidos con ayuda del cofactor
nicotinamida adenida dinucleotido. En estudios previos se ha mostrado su uso en bioceldas
de combustible, sin embargo, su desempefio ha sido bajo debido a una deficiencia en la
transferencia electronica atribuida al tipo de inmovilizacién enzimética. De esta manera,
nuevos métodos de inmovilizacion deben ser propuestos para incrementar la eficiencia en
términos de potencia, densidad de corriente y el potencial de circuito abierto generados por

la celda de combustible de etanol.

El presente trabajo se enfoca en la construccion de un biodnodo basado en la enzima Alcohol
deshidrogenasa para celdas de combustibles, proponiendo un método de inmovilizacién por
unién covalente, por medio del uso del colorante azul de metileno y de materiales que
favorecen la formacion de este tipo de uniones que e incrementan la estabilidad del electrodo,
como es el caso del bromuro de tetrabutilamonio, el nafion y el glutaraldehido, utilizando
como soporte papel carbon Toray. Realizando las caracterizaciones a este electrodo, se puede
evaluar el papel que juega cada uno de los materiales que lo componen, asi como su
funcionamiento cuando se utiliza etanol como combustible. También se evalud
bioquimicamente el método de inmovilizacién para ver el comportamiento de la actividad

catalitica de la enzima durante el proceso.

1.1 Justificacion

La creacion de un biodnodo basado en la actividad enzimaética de la Alcohol deshidrogenasa
y la Nicotinamida adenina dinucleétido, es una buena alternativa para la construccion de
bioceldas que utilicen etanol como combustible. Las bioceldas en general, tienen como

inconveniente una baja densidad de potencia, bajas estabilidades y bajas eficiencias de



almacenamiento. Al garantizar la inmovilizacién de la enzima al soporte se logra una mayor
densidad de potencia, incrementando el rendimiento, asi como el aumento de la estabilidad
de la biocelda. Por otro lado, el uso de alcoholes como fuentes de energias renovables trae
numerosos beneficios econdmicos, sociales y ambientales. La construccién de un biodnodo
con materiales adecuados que incrementen su estabilidad y la catdlisis del combustible
generaran mayores densidades de potencia por tiempos mds prolongados a los que se

obtienen actualmente.

Con el estudio del efecto de la inmovilizacién covalente se podrdn crear bioceldas que
trabajen con combustibles mds complejos, ya que se generaria informacidn necesaria para el
desarrollo de bioceldas que utilicen a la Alcohol deshidrogenasa y otras enzimas
seleccionadas, dependiendo la naturaleza quimica del combustible, produciéndose mayor
energia eléctrica que podria ser utilizada para suplir los requerimientos energéticos de

dispositivos electronicos pequefios.
1.2 Hipotesis

La inmovilizacién de la enzima Alcohol deshidrogenasa por el método de unién covalente
favorecerd la retencidn de la actividad catalitica por tiempos prolongados, debido a las
interacciones formadas entre los materiales utilizados en la construccién del biodnodo y el
material de soporte, produciendo el incremento de la estabilidad y la eficiencia de una celda

microfluidica que utilice etanol como combustible.



1.3 Objetivo General:

Desarrollar un biodnodo basado en la enzima Alcohol deshidrogenasa inmovilizada por unién

covalente para el incremento de la eficiencia y de la estabilidad de celdas de combustibles

que utilicen etanol.

1.3.1

Objetivos Particulares:

Desarrollar un método de inmovilizacién enzimatico que disminuya la pérdida de la
actividad de la enzima Alcohol deshidrogenasa.

Realizar la evaluacion bioquimica del método de inmovilizacién por unién covalente
de la enzima Alcohol deshidrogenasa propuesto.

Realizar la caracterizacion electroquimica y fisicoquimica del biodnodo desarrollado
para evaluar el comportamiento de cada uno de los materiales que lo componen.
Evaluar el biodnodo desarrollado en celdas de combustibles microfluidicas tipo
hibridas y bioceldas completa utilizando etanol.

Evaluar la eficiencia de la densidad de corriente, potencial de circuito abierto y
potencia generada por las celdas de combustibles microfluidicas que utilicen el

bioanodo desarrollado.



2. ANTECEDENTES
2.1 Celdas de combustible.

Una celda de combustible es un dispositivo electroquimico que convierte la energia quimica
proveniente de un combustible en electricidad y calor. En una celda tipica, el combustible se
alimenta de forma continua al compartimiento del dnodo (electrodo negativo) y un oxidante,
es decir, el oxigeno del aire es alimentado continuamente al compartimiento del catodo
(electrodo positivo)(Sharafer al., 2014). La oxidacién electroquimica del combustible en el
anodo genera electrones que fluyen a través de una carga externa al citodo, estos electrones
causan la reduccion electroquimica del oxidante en el cdtodo, como se puede observar en la

figura 2.1.1.

Figura 2.1.1 Diagrama de una celda de combustible.



Se pueden utilizar diferentes liquidos como combustible y ser sometidos a la oxidacion en el
anodo de la celda de combustible mientras el fluido se suministre continuamente y que su
oxidacién quimica sea posible. Del mismo modo, el oxidante puede ser cualquier fluido que
puede ser reducido a una velocidad suficiente. El combustible puede ser Hz puro y también
cualquier combustible como gas natural, metanol, gasolina o incluso biomasa si es acoplado

a la celda de combustible (Hoogerset al., 2003).

La celdas de combustible se componen por electrodos (dnodo y cédtodo, conductores
eléctricos) y un electrolito (figura 2.1.2), donde: los conductores electrénicos permite la
conduccion por medio de electrones, mientras que el electrolito lo hace por medio de iones
y de esta forma se cierra el circuito eléctrico(Larminieer al., 2000).Convencionalmente, las
celdas de combustible funcionan con compuestos simples, como compuestos inorgénicos,
produciendo energia, agua, di6xido de carbono. También se utilizan combustibles como
alcoholes de orden inferior y alcanos, que se utilizan para la produccién de hidrégeno

(Larminieet al., 2000).

Catodo Anod
g—dl]'l'
- +
= +
é - 2 a__*‘;, + B
8|7 e— e '-'_'..g
e
JEn T e

Figura 2.1.2. Esquema del funcionamiento de una celda de combustible

Las celdas de combustible ofrecen una opcidn limpia y eficiente para la generacion de energia
eléctrica. El rendimiento de la celda depende no sélo de la naturaleza quimica y fisica de los
materiales del electrodo y electrolito, sino también en la compatibilidad fisica en las

interfaces y de las condiciones durante el montaje de la celda de combustible (Weiet. al.,
7



2005). Se han hecho esfuerzos significativos dirigidos a la optimizacion de la utilizaciéon del
catalizador del electrodo, basados en su actividad, en materiales de apoyo, dispersion,
técnicas de carga y el desarrollo de materiales del electrolito, la cual es dependiente de
muchos factores, especialmente de su conductividad idnica, estabilidad fisica y quimica a las
temperaturas de operacion. Todos los electrolitos a la fecha operan dentro de un conjunto
limitado de pardmetros, y muchos tienen una vida util limitada, con inconvenientes

econémicos (Weiet. al., 2005).

Las celdas de combustible son dispositivos para la conversion de energia eléctrica a partir de
fuentes renovables por medio de reacciones electroquimicas (Bozbager. al., 2012). Son
inherentemente mas eficiente que la mayoria de los otros métodos de extracciéon de energia
a partir de combustibles y ha habido mucho interés reciente en el desarrollo de celdas de
combustible como la tecnologia de conversidn de energia mas ecolégica (Gorteet. al., 2009).
Actualmente estas celdas son objeto de estudio en la mayoria de los campos de desarrollo de
energia como futuras fuentes de energia verde, ya que son una tecnologia importante que
podria ser utilizadas para una variedad de aplicaciones como la electronica portétil y micro

escala (Kamaruddiner al., 2013).

Futuras
aplicaciones de
la celdas de
combustible

Figura 2.2.1. Futuras aplicaciones de las celdas de combustible.

8



Su uso es atractivo para aplicaciones estacionarias debido a su eficiencia eléctrica, e incluso
a su carga parcial, a la produccién de bajas emisiones, presenta un funcionamiento silencioso
y una amplia flexibilidad respecto a los combustibles que pueden ser utilizados(Elmerez al.,
2015). Debido a que se produce calor al generar electricidad, que es de interés especifico para
sistemas de cogeneracidn Yy tri-generacion, sobre todo en el entorno doméstico. Debido a la
variedad de tipos de celdas y su modularidad, tienen la capacidad de cubrir una amplia gama

de aplicaciones, como se muestra en la figura 2.2.1 (Elmeret al., 2015).

Muchos tipos de celdas estdn actualmente en desarrollo, con una variedad de aplicaciones
como fuentes de alimentacién en miniatura. La mayoria ain no ha ido més alld de la fase de
campo de prueba. Las celdas para equipos electronicos portétiles se consideran como las
proximas al mercado por algunas razones: pequefias celdas de combustible
microestructuradas permiten mayor densidad total de energia que las baterias; y el mercado
de la electrénica tiene una tolerancia de coste inherentemente superior. (Dyer, 2002) Todavia
hay algunos desafios técnicos; celdas de hidrégeno exigen el almacenamiento de unidades
de hidrégeno que son actualmente demasiado voluminosos para aplicaciones portatiles, y
celdas a base de alcohol, sufren una reduccidon de voltaje debido a que se presenta en

ocasiones una reduccion en la cinética electroquimica entre el dnodo y el cdtodo (Larminie

et al., 2003).
2.3 Celdas de etanol

Los alcoholes son compuestos orgédnicos que contienen un grupo hidroxilo (-OH), que se
encuentra unido a una cadena hidrocarbonada a través de un enlace covalente a un atomo de
carbono con hibridacién sp3; ademas este carbono debe estar saturado, es decir, debe tener
solo enlaces simples a sendos dtomos; esto diferencia a los alcoholes de los fenoles. Los
alcoholes también presentan mayor punto de ebullicion que las aminas de igual peso
molecular. La explicacién a este hecho reside en la mayor electronegatividad del dtomo de
oxigeno en comparacion con el dtomo de nitrégeno, que hace que los puentes de hidrégeno

O-H sean més fuertes que los puentes de hidrégeno N-H (Abdullaher al., 2014).



Entre los alcoholes existentes el etanol es uno de los mds seguros de manejar, menos toxico
y tiene una densidad energética de 8.03kWhkg-1 mayor que el metanol de 6.07kWhkg'!
(Carrera-Cerritos et al., 2014), como se muestra en la tabla 2.3.1. Ademds, puede ser
producido ficilmente en grandes cantidades a través de la fermentacion de azucares por
medio de procesos bioldgicos, por lo que lo hace atractivo para su utilizacién y parece
cumplir la mayor parte de los requisitos que tiene que tener un combustible de baja
temperatura para ser utilizado en celdas de combustible, especialmente para las celdas de

etanol directas (Rousseauet al., 2006).

Cuando el etanol se necesita para uso industrial, se suele sintetizar a través de hidratacion
catalitica de etileno junto con dcido sulfirico, que participa como catalizador. El etileno es
un compuesto derivado del etano o también de nafta (que es un derivado del petréleo). Una
vez sintetizado, se obtiene una mezcla compuesta por etanol y agua que debera ser purificada
posteriormente mediante diferentes procesos. Se suele decir que este tipo de proceso es
menos costoso que la fermentacion tradicional, aunque en la actualidad solo represente a un
total del 5% de la produccién mundial de etanol. La fermentacién del etanol se realiza
partiendo de la fermentacién anaerdbica de azicares junto a levadura, cuando se encuentran
estos en una disolucién acuosa, a través siempre de destilacion. Siempre su principal uso ha

sido la fabricacién de bebidas alcohdlicas (Crutzen et al., 2007)

Tabla 1.3.1. Namero deelectrones,potencial estandar, la energia especificatedrica ydensidad de energia,

capacidad decompuesto puro, y la eficienciade conversion de energiatedricapara la oxidacion.

Metanol 6 1.21 6.07 4.82 5019 97
Etanol 12 1.15 8.03 6.28 6981 97
1-Propanol 18 1.13 9.07 7.28 8027 97
2-Propanol 18 1.12 8.99 7.07 8027 97
Etilenglicol 10 1.22 5.27 5.87 4318 99
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Glicerol 14 1.25 5.09 6.42 4.074

#H, almacenado a 70 bar y 25°C
2.4 Electro-oxidacion del etanol.

Envarios informes, (Lamyeral., 2009)han desarrolladoen detallelas diferentes
relacionesquenos permiten calcularvariospardmetros termodindmicosimportantes depara
celdas directas de etanol. Elcambio de energiade Gibbs deetanol (en condiciones estdndar)

es-1,326.7kJ/ mol,por lo tanto,la fuerza electromotriz de la celda es:
E°=1.145V

La eficiencia termodinamica de la celda, considerando un valor de AH°=-1,367.9 kJ/mol

para el etanol es de 0.97.

La oxidacion anddica completa del etanol, la reduccion del oxigeno y la reaccién global de

estas ultimas celdas se puede describir como sigue:
Reaccion en el dnodo:
CH3CH20OH+3H20—2CO2+12H+12¢"

(E.=0.084V &electrodo estandar de hidr6geno)

Reaccién en el catodo:
302+12H*+12¢—3H,0

(Ec=1.229V &electrodo estandar de hidrégeno)

Reaccion global:
CH3;CH20H+30,—2C02+3H-0

(Ecelda=1.145V &electrodo estandar de hidrégeno)
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La electro-oxidaciéon completa del etanol implica la liberacion de 12 electrones por molécula
y la escision de enlace de C-C. Este dltimo se cree que juega un papel clave en la electo-
oxidacién y tiene un efecto determinante en la eficiencia de la celda de combustible y el

rendimiento de energia eléctrica (Chettyet al., 2007).

Es crucialque el potencial deelectrodo en el quese evaldala corrientesea lo
suficientementebajo de modo que, cuando se combina conla reaccidon catddicael
potencialresultante essignificativo parafuncionamiento de la celdade combustible.Otra
consideracién importantees la formacion de productos enla reaccién de oxidaciénen
particular parala oxidacion de alcoholesque contiene dos omds dtomos de carbono. La
oxidaciénde etanol esun buen ejemplo deeste problema.ldealmente,]la oxidacidndebe
proceder adiéxido de carbono comoproducto finalcon la producciéon del2electrones.Sin
embargo, varioscatalizadores parala oxidacion del etanoldan dcidoacético comoel producto
final,con la produccion desélo4electrones.Aunqueestos catalizadoresse consideran buenos,
ya que producen alta densidades de corriente,permaneceel problemade ladificil
implementaciénde una celda de combusitble que produzca dcido acético como producto
final.E]l problemase vuelve atinmds complejo cuandose considerala oxidacién dealcoholes

superiores como es el caso del glicerol (Murrayet al., 1963).
2.5 Desafios de las celdas de etanol.

Para la oxidacién del etanol, el catalizador y su 6ptima relacién atémica sigue siendo crucial.
La preparacion del catalizador afecta la naturaleza y estructura, desempefando un papel
fundamental en la absorcion de etanol como lo es también el soporte; por lo que es necesario
realizar investigaciones sobre la creacion de electrodos (ya sea dnodo o cdtodo) donde se le

proporcione al catalizador las mejores condiciones de trabajo (Jianget al., 2005).

Otro aspectoque ha surgido enlos ultimos afiosenlaelectrocatélisisde oxidacion de
alcoholeses el uso de nanoparticulasde catalizador. El soporte puedeinfluir en

laelectrocatélisisde lareaccidon a través demds de un efecto, como enla dispersionde las
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nanoparticulasde catalizador,que por lo generalunaumento de la dispersion incrementardla

densidad de corriente (Friedlet al., 2013).

Elsoporte también puedetener un efecto sobrela densidadelectronica delcatalizador,
afectando a la fuerzade adsorcibnde envenenamiento porproductos intermediosdela
reaccion.Sielsoporte es un o6xidopuedeparticipardirectamente en el
procesoelectrocataliticoproporcionandoespeciesoxigenadasque  actuardna  través  del

mecanismobifuncional (Sharmaet al., 2012).

Las propiedades ideales de soporte incluyen la resistencia fisica a la compresion,
hidroficidad, biocompatibilidad, resistencia al ataque microbiano, disponibilidad y bajo
costo. Los soportes se pueden clasificar en orgénicos o indrganicos de acuerdo con su
composicion quimica. Los soportes orgdnicos pueden ser subdivididos en naturales y
polimeros sintéticos. Las caracteristicas fisicas de las matrices que (tales como el didmetro
de la particula, resistencia mecdnica y el comportamiento a la compresion) seran de gran

importancia para el rendimiento de los sistemas inmovilizados. (Brenaet al., 2006).

Tradicionalmente,el carbonha sidoel soporte preferidoutilizado casiuniversalmente. Tiene un
tamafio de particula suficientemente pequefioy esrelativamentebarato.Sin embargo,
tienealgunos problemas, el mds importante de los cuales es quizds el hecho deque sufrela

oxidaciény la degradacion, en particular bajo el altopotencial delcidtodo (Kimet al., 2004).

En las celdas de combustible directas de etanol se puede desarrollar un sistema
electroquimico eficiente, para ello los catalizadores deben desarrollarse segun las

condiciones de funcionamiento de la celda para el fomento de la oxidacion completa del

etanol (Zhouet al., 2005).

Varios estudios sobre la electro-oxidacion de etanol se han enfocado principalmente a la
identificacion de los productos intermediarios adsorbidos en el electrodo y emular el
mecanismo de reaccidon por medio de diversas técnicas, como diferencial electroquimico de
espectroscopia de masas, trasformada de Fourier in situ de espectroscopia infrarroja y

espectroscopia de masas de desorcion térmica (Willsau et al., 1985, Iwasita et al., 1994).
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Tambiénse ha llevado a cabo la oxidacion de etanol en medios alcalinos, debido a un posible
uso del alcohol como combustible para celdas alcalinas. Se ha visto el efecto de la presencia
de 6xido en la actividad de catalizadores en medios alcalinos, especificamente de Pt para la
oxidacién de etanol en soluciones 0.IM de KOH por voltamperometria ciclica,

cronopotenciometria y espectroscopia de impedancia electroquimica (Verma et al., 2005).

Celdas de combustible de oxidaciéon directa alcalinas que utilizan varios combustibles
liquidos, han atraido recientemente la atencién debido a que presentan ventajas, por ejemplo
el uso del etanol, ya sea por sus propiedades fisicoquimicas unicas, incluyendo la facilidad
de transporte, almacenamiento, asi como manipulacion pero este tipo de celdas presentan
inconvenientes como la dificultad de ser comercializadas, problemas de carbonataciéon
asociada a la presencia de CO> en el catodo cuando el aires es utilizado como oxidante. Por
un lado, el carbonato que es producido por la reaccién quimica entre el CO» en el aire y los
iones OH- en el ciatodo, puede conducir una disminucién de las conductividades i6nicas,

aumentando asi la resistencia (Anet al., 2011).

El dlcali permeado desde el 4nodo provoca la precipitacion carbonato en el catodo, que solo
cubre sitios activos e incluso bloquea los poros del electrodo, sino que provoca la
disminucidn de la cinética de la reaccion y el aumento de la resistencia del transporte de masa
de oxigeno, también reduce la hidrofobicidad del electrodo, la reduccién de la capacidad de
eliminacién de agua. Por lo tanto es importante evitar la acumulacién de CO; en la citodo,
una forma es consiste en incluir un filtro de aire fuera del cdtodo que separa el CO: del aire,
con el aire libre de CO>, sin embargo se aumenta la complejidad del disefio de la celda de

combustible, ya que tienden a volverse mds voluminiosas (McLean et al., 2002).

La comprension del mecanismo de reaccion de oxidacion de etanol basado en el Pt a bajas
temperaturas es de relevante importancia en las celdas directas de etanol. Varios estudios
indican que la electrocatalizadores con mayor actividad son aleaciones Pt-Sn, aunque
recientemente se ha encontrado que Pt modificado con tierras raras de 6xidos parecen mejorar
la actividad catalitica para esta reaccion (Zhou et al., 2003; Vigier et al., 2004). El 6xido de

Cerio es un material interesante para este tipo de aplicaciones, ya que se ha informado que
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pueden ser utilizados como co-catalizador o como co-soporte (Antolini et al., 2011). Las
densidades de potenciaobtenidos de celdas directas de etanolse han incrementadomediante el
uso dealeacionesde Pt en dnodos. Xiny colaboradores mostraronpruebas dealeacionesbi-
metdlicos ytri-metdlicos, donde se encontré que la actividad cataliticadisminuye en el

ordenPt-Sn/C>Pt-Ru/C>Pt-W/C>Pt-Pd/C>Pt/C (Xinet al., 2006).
2.6 Bioceldas de combustible.

Las celdas de combustibles que utilizan catalizadores biol6gicos se denominan bioceldas de
combustible, las cuales no se deben de interpretar como celdas que utilizan combustibles de
origen biolégico, ya que muchos de ellos pueden obtenerse tanto de una fuente bioldgica o
no biolégica (Katzet al., 2003). Una biocelda emula procesos electroquimicos que ocurren
en la naturaleza, sin hacer uso de electrocatalizadores metalicos como el platino, por ejemplo,
el proceso oxidativo del etanol en el higado humano, catalizada por las enzimas alcohol y
aldehido deshidrogenasa ejemplifica el proceso biodnodico (Parket al., 2000). Las bioceldas
sin membrana pueden ser miniaturizadas y su construcciéon permite la utilizacién de
oxidantes y combustibles que pueden ser obtenidos desde un ambiente circundante, tal es el

caso de la sangre (Heller, 2004).

La conexion entre la biologia y la electricidad se conoce desde los experimentos sobre
electricidad animal de Luigi Galvani en la década de 1780, quien observd que cuando una
rana desollada se sitia cerca de una maquina electrostatica, basta sacar o producir chispas en
ésta y tocar los nervios crurales del batracio con un bisturi, para que sus patas se contraigan
(Piccolino, 2006). Posteriormente, Grove invierte con éxito la accién de la electrolisis del
agua, recombinacion del hidrégeno y oxigeno para producir agua y corriente eléctrica, que

es el fundamento de las celdas de combustible (Grove, 1839).

La expansion del interés en las bioceldas de combustible fue provocada por el programa
espacial de Estados Unidos de América a finales de 1950 y comienzos de 1960, dirigido al
desarrollo de celdas de combustible microbianas como una posible tecnologia en un sistema

de eliminacion de residuos y generacidn de energia para los vuelos espaciales. También, a
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finales de la década de 1960, utilizando sistemas enzimaticos libres de las células,
comenzaron a ser utilizados, con el objetivo inicial de contar con una fuente de alimentacidon

permanente para un corazon artificial (Bullen et al., 2006).

La biocelda estd formada por dos electrodos separados por una membrana (un material
especialmente tratado que permite el paso de iones). En el electrodo negativo (dnodo) tiene
lugar la oxidacién del y en el positivo (citodo), la reduccién del oxigeno del aire (Ayato

Yusuke et a., 2014).

Enzima 1l
Combustible

Mediador 1

Anodo Citodo Enzima2

Figura 2.6.1. Diagrama del funcionamiento de una biocelda de combustible.

Las bioceldas de combustible tienen un gran potencial para la directa conversion de la energia
bioquimica almacenada en electricidad (Bullener al., 2006). Por lo general, los catalizadores
enzimdticos o las vias bioquimicas de microorganismos se emplean para catalizar las
reacciones en las bioceldas de combustible. De esta forma el uso de catalizadores metélicos
costosos se elude y se utiliza el carbon como soporte (Sané, 2014). Sin embargo, una de las

formas para que las bioceldas a escala laboratorio tengan una aplicacién préctica, el
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rendimiento del &nodo debe ser mejorado y se debe facilitar la trasferencia de electrones hacia

el catodo que depende del intercambio electroquimico (Harnisch ez al., 2010).

Las bioceldas de combustible se pueden clasificar de acuerdo al biocatalizador utilizado,
como se puede apreciar en la figura 21.6.2. Los sistemas que hacen uso de enzimas aisladas
son conocidos como bioceldas de combustible enzimadticas, la utilizacion de organismos que
contienen las vias enzimaticas completas se les conoce como bioceldas microbianas y existe

un tercer grupo que ha surgido recientemente basado en organulos mitocondriales (Davis, et

al., 2007).

Microbianos Mitocondriales Enzimaticos

Tipos de biocatalizadores:

Figura 2.6.2. Tipos de biocatalizadores.

Varias diferencias operacionales existen entre estos tipos de bioceldas de combustible que
pueden ser identificadas de inmediato. Las enzimas aisladas son muy selectivas a sustratos
especificos, mientras que las enzimas contenida en los organismos pueden ser utilizados para
una amplia gama de combustibles. Por otra parte, un desglose completo del combustible
orgdnico a didxido de carbono y agua es por lo general posible en varias etapas de reaccion.
Esto es mas fécil de lograr en las bioceldas mitocondriales aunque también se puede lograr

con la combinacién de una serie de enzimas especificas (Arechederra et al., 2009).
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1.6.1Bioceldas microbiana

Las celdas de combustible microbianas son sistemas bioelectroquimicos capaces de digerir
un amplio rango de sustancias orgdnicas, incluyendo distintos tipos de aguas residuales, y
generar energia eléctrica en ese proceso de digestion. Este tipo de bioceldas emplean
bacterias para oxidar el combustible, materia orgdnica, y transferir los electrones a un
electrodo (4nodo), que estd conectado a un cdtodo a través de un material conductor que

contiene una resistencia (Santoroet al., 2014).

Las cdmaras que albergan estos electrodos, la anddica (que suele ser anaerdbica, ya que el
proceso de transferencia de electrones lo suelen hacer bacterias que respiran sustancias
diferentes al oxigeno) y la catddica, estdn comunicadas por una membrana de intercambio
catidonico que permite el paso de protones. De esta forma, los protones generados en la
oxidacién de la materia orgédnica se combinan con el oxigeno y con los electrones que llegan

al catodo para formar agua (Rinaldi ez al., 2009).

Los andlisis de las comunidades microbianas asociadas a los dnodos de las bioceldas
microbianas muestran una gran diversidad de géneros bacterianos dependiendo de la
naturaleza del in6culo, del combustible y del tipo de celda utilizada. Uno del grupo de
microorganismos que se ha mostrado como muy eficaz en la transferencia de electrones a

una biocelda microbiana es el de la delta-proteobacterias (Santoroer al., 2013).

La gran revolucion en el campo de las celdas microbianas se ha producido en el tltimo lustro,
con el descubrimiento de microorganismos electrogénicos que son capaces de transferir los

electrones al anodo en ausencia de mediadores redox artificiales (Karraer al., 2013).

Se puede distinguir dos tipos de bacterias electrogénicas, aquellas que producen sus propios
mediadores redox, que son secretados al medio y reaccionan con el electrodo, y aquellas que
interaccionan de forma directa con el electrodo sin mediador soluble alguno. Asi por ejemplo
se han descrito que Shewanella secreta riboflavinas que actiian como mediadores redox entre
la bacteria y el electrodo(Santoro ef al., 2013) En el segundo grupo, el de la transferencia

directa por contacto bacteria-electrodo se encuentran las bacterias del género Geobacter.
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Otros microorganismos como Rhodoferax ferrireducens, Aeromonas hydrophila,
Clostridium butyricum y Enterococcus gallinarum también tienen la capacidad de ceder

electrones, pero por mecanismos aun no conocidos” (Bourgeois et al., 2001).

Figura 2.6.1.1. Biocelda microbiana

Las bacterias del género Geobacter son habitantes de forma natural del subsuelo y durante
millones de afios han utilizado los 6xidos de hierro insolubles como aceptores de electrones
para oxidar la materia orgdnica. Los mecanismos responsables de establecer una
comunicacion redox entre la bacteria y la superficie de los 6xidos de hierro han contribuido
a “dar forma” a la corteza terrestre, y comprenderlos constituye uno de los retos de la
microbiologia medioambiental. Geobacter es capaz de producir magnetita en ambientes
sedimentarios, asi como de respirar uranio, biodegradar anaerébicamente compuestos
aromadticos contaminantes, respirar dcidos himicos en ambientes naturales o transferir

electrones a electrodos, con la consiguiente produccion de electricidad (Wu et al., 2013).

A estos grupos de microorganismos que efectian la degradacion de contaminantes orgénicos
por las vias aerdbica y anaerdbicas son de afiadirse otros grupos de microorganismos de
reciente descubrimiento, los cuales en vez de utilizar oxigeno como aceptor de electrones

utilizan fuentes alternativas de aceptores de electrones bajo condiciones anaerdbicas o
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anoxicas, cuya eficiencia energética es mucho menor que la del oxigeno(Santoro et al.,
2014). Esto significa que los microorganismos obtienen mds energia para su crecimiento y
reproduccién cuando utilizan oxigeno, que cuando utilizan otro aceptor de electrones.
Debido a que en muchos tipos de suelos las sustancias que pueden ser utilizados como los
aceptadores de electrones de menor eficiencia energética abundan, estos ayudan a reducir la
carga de contaminantes de manera significante, siempre y cuando estos y las bacterias

asociadas a ellos se encuentren presentes (Lee et al., 2012).
1.6.2 Bioceldas mitocondriales.

Aunque las mitocondrias han sido consideradas el motor de la célula viva, son sélo
recientemente empleadas para electrocatdlisis en dispositivos de conversion de energia
electroquimica. El concepto de usar entidades bioldgicas para la conversion de energia,
cominmente referido como una celda de biocombustible, se ha investigado durante casi un
siglo, pero hasta hace poco las entidades bioldgicas se limita a microbios o enzimas aisladas.
Sin embargo, desde la perspectiva de la conversion de energia eficiente y de alta actividad
catalitica volumétrica, las mitocondrias pueden ser un posible compromiso entre la eficiencia
de las células microbianas de biocombustibles y la alta actividad catalitica volumétrica de

células de combustible biologico enzimdticas (Arechederra et al., 2008).

Nafion |
modificado

Piruvato

"UggIed 3p 0PI

Figura 1.6.2.1. Biocelda mitocondrial.
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Esta perspectiva se centra en la comparacion de células de biocombustible mitocondriales a
otros tipos de células de biocombustible, asi como el estudio de la diversidad de combustible
que puede ser empleado con las células de biocombustibles mitocondriales. Acidos grasos
piruvato y previamente han sido estudiados como combustibles, pero esta perspectiva
muestra evidencia de que los aminodcidos se pueden emplear como combustibles también

(Davis, et al., 2007).

2.6.3 Bioceldas enzimaticas.

Bioceldas de combustible enziméticas son una fuente de energia potencial para alimentar
dispositivos electrénicos a micro escala, teniendo aplicaciones en el campo de las
telecomunicaciones, el espacio, investigaciones biomédicas y ambientales (Bartoner al.,

2001).

Las oxidorreductasas tiene muchas ventajas en relacion a los catalizadores convencionales:
pueden ser producidas a menores costos, utilizan temperaturas Optimas cercanas a las
ambientales, el sobrepotencial electroquimico inherente es generalmente bajo, utilizan una
gran variedad de combustibles y oxidantes. La especificidad de la catdlisis enzimadtica
introduce una amplia gama de beneficios adicionales: flujos de combustibles y oxidantes se
pueden combinar en un solo colector; son es necesaria una membrana de intercambio de

protones (Moore et al., 2005).

Convencionalmente, en una celda que utiliza enzimas, se trabaja con soluciones tamponadas
con el sustrato a una determinada concentracion en los compartimientos de la celda, los
cuales incluyen un par redox que actia como un mediador de electrones difusional (cofactor)
que es necesaria para la utilizacion del catalizador eficiente (Willner ef al., 2000). Palmore
et al., introdujeron NAD* como cofactor en bioanodos obteniendo un potencial de circuito
abierto de 0.8V frente a un catodo Pt convencional y una densidad de potencia maxima de
0.67mWcm?. La tasa de transferencia de electrones se limita generalmente por la velocidad
de difusion de estas especies redox y la permeabilidad a los iones de la membrana que separa

los compartimentos.
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Las bioceldas de combustible que hacen uso de enzimas purificadas han surgido a partir del
deseo de tener reacciones especificas y definidas en la biocelda (Ikedaer al.,2001). Aunque,
el desarrollo de dispositivos que empleen biocombustibles para su funcionamiento esti en
desarrollo, las investigaciones de electrodos biocataliticamente modificados, en particular
para aplicaciones de sensores, ha proporcionado informacién para el desarrollo de bioceldas
de combustible. (Bartoner al., 2004). También la variedad de reacciones capaces de ser
catalizadas por enzimas hace que el uso de una amplia gama de sustancias como glucosa y
otros combustibles orgédnicos como glicerol, alcoholes, aldehidos, cetonas, fructosa

hastamoléculas mas complejas como es el caso de almidones solubles. (Osmanet al., 2011).

La seleccion de las enzimas para la fabricacion de bioelectrodo se basa en la eleccidon del
combustible utilizado para generar la densidad de potencia, por lo cual, los combustibles de
naturaleza alcohdlica, principalmente metanol y etanol han recibido cada vez mds atenciéon
para el desarrollo de celdas de combustible quimicas y biol6gicas. Las ventajas de los
alcoholes como combustible son: su solubilidad acuosa y amplia disponibilidad, ya que estos
compuestos pueden ser producidos ficilmente por medios fermentativos o quimicos de
combustibles renovables baratos (Rincon.et al., 2011). La enzima Alcohol deshidrogenasa
(ADH)es depende del NAD* para poder llevar acabo la oxidacién de alcoholes y se utiliza

en las bioceldas de combustible por su bajo potencial redox (Bartletter al,. 2007).

Los catalizadores primarios utilizados en las bioceldas para iniciar la reaccién redox para
generar energia son enzimas redox. El nimero de diferentes enzimas redox reportados hasta
ahora para el desarrollo de bioceldas es limitado y entre ellas se encuentran la glucosa
oxidasa, alcohol deshidrogenasa (ADH), glucosa deshidrogenasa, fructosa deshidrogenasa,
aldehido deshidrogenasa, lacasa, billirubinoxidasa, microperoxidasa, y peroxidasa del rdbano
picante (Ramanaviciuser al., 2008). Hoy en dia existen diversos estudios donde este tipo de

celdas son implantadas incluso en organismos vivos como se muestra en la figura 2.6.3.1.
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Figura 2.6.3.1. Pruebas de bioceldas de combustible implantadas en animales vivos.

Hay muy pocos informes sobre bioceldas de combustible para la producciéon de energia
eléctrica en vivo, como se puede observar en los diagramas presentados en la figura 2.6.3.2.
Obviamente hay una gran diferencia entre celdas potencialmente implantables y celdas de
combustible ya implantadas. Mientras que las primeras podrian operar bajo condiciones que
imitan el medio ambiente natural, este debe satisfacer numerosos factores existentes en el
organismo vivo en condiciones fisiolégicas, que es mucho mds dificil de lograr. Atin existen
diversos detalles en los que se trabaja, como la creacidon de electrodos con enzimas
modificadas, que depende mucho de la inmovilizacién enzimadtica, utilizado para el proceso

bioelectrocatalitico (Szczupaket al., 2012).
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Figura 2.6.3.2. Diagramas de bioceldas de combustible implantadas en animales.

Las bioceldas de combustible enziméticas tienen baja eficiencia, ya que en su mayoria se
emplea solo un tipo de enzima, por los cual se oxida parcialmente el combustible. Las
enzimas tienen periodos cortos de actividad (8 h hasta 2 dias) en solucién buffer, y puede
extenderse a 7-20 dias por medio de la inmovilizacién en electrodos a través de atrapamiento,
unién quimica y la reticulacién. Recientemente, se ha prolongado la actividad mds all de 1
aflo a través de la encapsulacion micelar en polimeros. Estos polimeros limitan fisicamente
la enzima y evitan que se desnaturalice al proporcionar un nido hidréfobo biocompatible

(Minteeret al., 2007).

El grupo de investigacion de Minteer et al., lograron crear un dnodo biocatalitico a través de
la encapsulacion de la enzimaalcohol deshidrogenasa en una matriz de Nafion modificado,
que demostrd ser cinéticamente limitado por la difusiéon del cofactor NADH dentro de la
estructura de la membrana, a pesar de esta limitacion, la mejora de las densidades de
potencias van desde 1.16 a 2.04mWcm™ utilizando una celda electroquimica con un c4todo

de Pt.
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Las bioceldas de combustible se beneficiaran desde el desarrollo de las tecnologias de las
celdas microfluidicas ya que se mejora la conveccion de transporte de masa, lo que permite
una tasa de rotacién enzimdtica para alcanzar su capacidad completa asociado con el
transporte por difusion; hay un mayor aprovechamiento de la relacion de superficie volumen
de la celda de combustible, inherente a los dispositivos microestructurados para promover

las reacciones electroquimicas catalizadas por enzimas inmovilizadas (Soukharev et al.,

2004).

3. METODOLOGIA

3.1 Diseiio del bioanodo y preparacion.

Uno de los primeros pasos para la construccion del biodnodo basado en la enzima Alcohol
deshidrogenasa es la selecciéon del método de inmovilizacién enzimdtico. Después de una
evaluaciéon de los métodos existentes, la unién covalente es una buena alternativa para el
incremento de la estabilidad del biodnodo y por consecuente de la celda de combustible
microfluidica, aunque su proceso es mads dificil, como lo es también lograr la orientacién
adecuada del sitio activo de la enzima con el sustrato, en este caso, etanol. Otro aspecto
importante es que la enzima debe quedar unida al electrodo por mucho mas tiempo cuando
se les esté aplicando una fuerza, que seria el caso del flujo laminar. También la seleccién del

material de soporte es vital, ya que es ahi donde la enzima quedara confinada.

Las técnicas de inmovilizacion, se presentan enlos ultimostiemposcomouna herramienta
muy poderosapara mejorarcasi todas las propiedades de las enzimas, si se
disefiancorrectamente:por ejemplo, la estabilidad, la actividad, especificidad, selectividad y
la reduccidn de la inhibicion. En la inmovilizacion se propone controlar la interaccion entre
el soporte y la enzima, para aumentar las posibilidades de éxito. El uso de un catalizador
relativamente costoso como es el caso de una enzima requiere, en muchos casos, su
recuperacion y reutilizacion para hacer un proceso econdmicamente factible. Sin embargo,

la idea de la reutilizacion de la enzima significa directamente que la estabilidad de la
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enzimdtica debe ser lo suficientemente alta para permitir esta reutilizacion, por lo que

encontrar el mejor método de inmovilizacidon es muy importante.

3.1.1 Inmovilizacion covalente multipunto.

Una técnica muy interesante es el método de inmovilizacion covalente multipunto (Pedroche
etal., 2007), ya que promueve el aumento de la rigidez de las uniones covalentes permitiendo
que la enzima quede inmovilizada con la mayor conservacion de la actividad catalitica, como
se muestra en la figura 3.1.1.1. Este método permite conservar las uniones covalentes
disminuyendo las alteraciones causada por agentes deformantes (calor, disolventes
orgdnicos, cambios bruscos de pH) por mucho més tiempo (Ichikawa et al., 2002). Esto
reduce cualquier cambio conformacional que provoca la inactivacion de enzimas y el
aumento de gran medida de la estabilidad. Asi, las condiciones de la inmovilizacion
covalente multipunto debe ser cuidadosamente seleccionadas para ser capaz de involucrar el
maximo nimero de grupos que formen uniones covalentes entre el soporte y la enzima

inmovilizada.

rigidez de enlace rigidez de enlace.

Figura 3.1.1.1. Diferencia entre la inmovilizacion covalente convencional y la union covalente

multipunto.

La técnica del utilizar glutaraldehido es muy verséatil y puede usarse de diferentes formas. En
términos de estabilizacion, el tratamiento de proteinas con glutaraldehido ofrece muy buenos

resultados, ya que se crean uniones entre las moléculas del glutaraledehido con las de la
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enzima y el glutaraldehido con el soporte, pero si no se utiliza en concentraciones adecuadas,

puede modificar en su totalidad la estructura de la enzima (Grazi et al., 2006).

Para el método de unién covalente multipunto sea adecuado, la seleccion de las condiciones
de inmovilizacién es critica para maximizar las uniones covalentes. Algunas de estas

variables criticas son:

€ Tiempo de reaccién. Aunque la inmovilizacién puede ser rdpida, las interacciones
entre la enzima y el sustrato puede ser un proceso lento y depende del tiempo del
proceso, requiere una alineacidon correcta entre los grupos situados en la superficie
del soporte y de la enzima (Mateo et al., 2007).

€ pH. Aunque la inmovilizacién multipunto puede realizarse en pH neutro, la
reactividad de los nucleéfilos de la proteina, generalmente lisina, puede ser mejorado.
Se debe tener en cuenta que mientras que algunos grupos aminos terminales pueden
tener un pK entre 7 y 8, los grupos expuestos de lisina presentardan un pK sobre 10.5
(Mateo et al., 2007).

€ Temperatura. Temperaturas moderadamente altas pueden favorecer la vibracién entre
la enzima y el soporte, aumentando las posibilidades de formar uniones covalentes
(Sakai et al., 2003).

€ Soluciones tampén. Se debe elegir soluciones tampén que no interferiran en la
reaccidon enzimdtica. Por ejemplo, el borato puede interferir en las reacciones de
aldehido-amina; compuestos amino (Tris, etanol amina) puede modificar los soportes

epoxi (Mateo et al., 2006).

Por lo tanto,un disefio deinmovilizacion covalente multipunto adecuadopara estabilizaruna
enzimadebe considerarmuchos hechosdiferentes. No obstante,si se diseflanadecuadamente,
los resultados alcanzadosa través de esta técnica de inmovilizacidnpuede serrealmente

impresionante, perfectamentecomparable a cualquierotra técnica deestabilizacion.

3.2 Seleccion de los materiales para la inmovilizacion covalente.
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Es importante hacer mencion de las propiedades de los materiales seleccionados, ya que
proporcionan la informacion de como ayudan al incremento de la estabilidad del biodnodo
desarrollado, asi como de la potencia de la biocelda de combustible, utilizando etanol. Las
propiedades de los materiales seleccionados en la construccion de este biodnodo se presentan

a continuacion.

3.3 Diseiio del bioanodo y preparacion.

Revisando los antecedentes de las bioceldas que utilizan la enzima Alcohol deshidrogenasa,
uno de los trabajos de mayor interés, mostraba una inmovilizacion basada en la
electropolimerizaciéon del verde de metilo para formar una capa de poli-verde de metilo;
posteriormente se deposité la enzima con una mezcla de materiales que incrementan la
estabilidad, formando la unién covalente, reportando un potencial de circuito abierto maximo
de 0.62V, una potencia maxima de 1160 uWcm?, trabajando en una biocelda hibrida descrita
como reservorios, mostrando una pérdida de la potencia del 30% después de 30 dias (Akers

et al., 2005).

Este trabajo sirvi de referencia ya que es la potencia maxima de la biocelda reportada con
esta enzima, utilizando una concentracién de etanol 0.1M en solucién amortiguadora de
fosfatos. Por tal motivo se opt6 por el método de utilizar colorantes para la formacion de
grupos funcionales para la unién covalente con la enzima Alcohol deshidrogenasa, haciendo
uso de varios materiales. La evaluacidn de la interaccion entre cada uno de los materiales
entre ellos asi como con el electrolito es importante para garantizar el buen funcionamiento

del bioanodo.
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Enzima Alcohal
deshicrogenasa

Poli-azulde metileno {
Papel carbon Toray ‘[

Figura 3.3.1. Arreglo del bioanodo basado en la enzima Alcohol deshidrogenasa.

} TBAB/NAD/Nafion/
Glutaraldehido

} Capa de Nafion/Agua
muy diluida

El biodnodo debe ser conductor electronico para que se produzca el transporte de los
electrones a través de un circuito externo, desde el anodo hacia el catodo. Debe ser estable
en los ambientes reductores del combustible, y ademads, debe ser poroso para permitir el paso
del gas reactivo hasta la triple frontera de fase donde ocurre la reaccidn electrocatalitica. Al
estar en contacto fisico con el electrolito, debe ser compatible, desde el punto de vista
quimico, térmico y mecédnico; ademds en la interfase la resistencia eléctrica debe ser muy
baja para facilitar el transporte electrénico. En la figura 3.3.1 se muestra el esquema del

arreglo del biodnodo desarrollado, asi como los materiales de los cuales se construye.

3.3.1 Reactivos

Azul de metileno (contenido de tinta , >82%, Sigma Aldrich), enzima Alcohol
deshidrogenasa (EC. 1.1.1.1 actividad inicial >300 unidades/mg de proteina proveniente de
la Saccharomyces cerevisiae), B-nicotinamida adenina dinucleotido sal de sodio (NAD,
NAD+, >95%, Sigma), bromuro de tetrabutilamonio (TBAB, >98%, Sigma-Aldrich),
glutaraldehido (Grado I, 50% en agua, Sigma-Aldrich), Nafion (5%diluido en agua).

3.3.2 Electrodo de papel carbén Toray y formacion de capa de Nafion/agua.
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El primer paso para la construccion del biodnodo es la seleccion de las dimensiones de éste.
Debido a que el biodnodo serd utilizado en una celda de combustible tipo air-breathing ya
disefiada (Ortiz-Ortega et al., 2014), las dimensiones que requiere el electrodo de papel
carbon Toray es de 25 X 3mm, cuidando que previo al cortar el papel con dichas dimensiones,
se le debe de dar un tratamiento térmico, utilizando un pequeiio soplete, para destruir la capa
de Teflon que se encuentra en el papel, ya que esta capa hace resistivo al material. Cortado
el electrodo, se le coloca 100uL de una solucién 5:100 de Nafion/agua desionizada
distribuyéndola por todo el papel carbén Toray y se deja secar para poder crear una capa que
sirve para que el polimero creado en la siguiente etapa se pueda adherir con mayor facilidad

en el electrodo.
3.3.3 Electro-polimerizacion del azul de metileno

La siguiente etapa es la formacion en el electrodo de papel Toray de una capa del polimero
de poli(azul de metileno), la cual se forma por medio de la técnica de electro-polimerizacion.
Los polimeros electrénicamente conductores son estructuras conjugadas, en la cadena

carbonada del polimero consiste de enlaces alternados sencillos y dobles o triples.

La sintesis de un polimero conductor mediante oxidacion electroquimica se realiza usando
una celda electroquimica como se presenta en la figura 3.3.1. En la celda se adiciona una
disolucién compuesta por un disolvente, acuoso o no, un electrolito y una cantidad
determinada de mondmero.En este caso se utilizo una solucion 0.1M de azul de metileno,
preparada en agua desionizada. Al pasar la corriente, haciendo de 4dnodo el electrodo de
trabajo, el cual fue utilizado el electrodo de papel carbon Toray, éste se cubre con la

formacion del polimero, en este caso el poli(azul de metileno).

Para llevar a cabo esta electro-polimerizacién, se utilizd6 un potenciostato Biologic
VSP/galvanostato, equipo que se encuentra en el Centro multidisciplinario, del campus
aeropuerto de la Universidad Autonoma de Querétaro, utilizando la técnica de voltametria

ciclicade -1 a 1 V vs SCE durante 15 ciclos a una velocidad de barrido de 0.005V Vs,
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El nimero de ciclos fue seleccionado después de una evaluacion electroquimica, debido a
que si se aumentaba el nimero de ciclos se aumentaba la resistencia, por lo que 15 ciclos fue
el nimero adecuado. La voltametria de la electro-polimerizacién del azul de metileno se

muestra en la figura 3.3.3.1 donde el incremento de la corriente en funcion del nimero de ciclos

puede indicar la formacién de la pelicula conductora.
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Figura 3.3.3.1. Voltametria de la electro-polimerizacién del azul de metileno sobre papel carbéon Toray.

El objetivo de esté proceso de electro-polimerizacidon es la formacién de una polimero
conductor, como lo es el poli(azul de metileno) que tendrd varios grupos funcionales
expuestos, que servirdn para la formacién de uniones covalentes para lograr la inmovilizacién
de la enzima Alcohol deshidrogenasa y el cofactor con el soporte del electrodo, que en este

caso es papel carbon Toray, por lo que esta etapa de la preparacion es importante para el buen

funcionamiento del bioanodo.
3.3.4 Preparacion de la tinta catalitica.

La preparacion de la tinta catalitica muy importante ya que es la que contiene la enzima. Por
cada miligramo de enzima se utiliza SpuL. de Nafion, 10uL de glutaraldehido, 1000uL de agua
desionizada, 10 mg de NAD" Y 20 mg de TBAB. Lo primero es pesar la enzima y colocar el

NAD"y el TBAB, y se agrega el agua desionizada. Utilizando un vértice, se agita 10 minutos,

31



para hacer la homogenizacion de la mezcla. Posterior a esto se agrega el glutaraldehido y se
agita por otros 10 minutos. Terminado este tiempo se sonica la mezcla por 15 minutos y se
agrega el Nafion, homogenizando y sonicando nuevamente por 5 y 10 minutos

respectivamente.

Estos materiales fueron seleccionados, debido a que ayudan a obtener una inmovilizacién
por unién covalente multipunto, ya que se aumenta la rigidez de las uniones covalentes que
se hacen con el poli(azul de metileno), dejando a la enzima confinada con éxito, aumentando

la estabilidad del electrodo.
3.3.5 Deposito de la tinta catalitica.

Ya preparada la tinta catalitica el siguiente paso es depositarla en el electrodo de papel carbén
Toray ya polimerizado con el azul de metileno, realizando un enjuague previo con agua
desionizada, para eliminar el exceso de poli(azul de metileno). De la tinta preparada se toman
100 uL y se depositan uniformemente por el electrodo y se deja secar. Lo mds recomendable
es agregar la tinta de 20uL hasta completar 100uL y dejando secar en cada periodo, asi la

tinta queda mejor distribuida.

Ya con el depdsito de la tinta se completa la preparacion del biodnodo asi como la
inmovilizacidon de la enzima por unién covalente, como se muestra en el esquema de los

componentes del biodnodo, en la figura 3.3.5.1.

Capa Nafion-agua relacion 5:100

Capa de
ADH/NAD*/TBAB/Nafion/Glutarandehido

Papel carbén Toray

Capa de azul de metileno
electropolimerizado.



Figura 3.3.5.1 Esquema general de las capas que componen al bioanodo.

Si se realiza todas las etapas con cuidado se garantiza la formacion de uniones covalentes
mds rigidas y una mejor distribucion de la enzima Alcohol deshidrogenasa y el cofactor por
toda la superficie del electrodo, aumentando la estabilidad y la potencia de energia generada

por el biodnodo creado.

Por medio de técnicas por voltamperometria ciclica se pudo observar la importancia de la
adicién de la capa de Nafion, donde en la figura 3.3.5.2 se presenta la prueba electroquimica
hecha al biodnodo sin la adicion de la capa de Nafion-agua; en color negro muestra la
oxidacién y reduccion del cofactor al inicio de la prueba y en color rojo al final de la prueba
después de 10 ciclos. Se observé que la capa de azul de metileno,observandose Unicamente la
respuesta tipica de un electrodo basado en carbdn, por lo que la adicion del Nafion-agua fue

importante para mantener unido el poliazul de metileno con el papel toray.
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Figura 3.3.5.2. Voltamperometria ciclica de bioanodo desarrollado sin la capa de Nafion-agua.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Espectroscopia Raman

Para la evaluacién Raman del biodnodo de la enzima Alcohol deshidrogenasa se analizaron
las ocho muestras, utilizando el espectrofotémetro Raman de CIDETEQ (figura 4.1.1), con
el propdsito de confirmar la presencia de los grupos caracteristicos de los materiales de
construccion del electrodo, identificados en la técnica anterior, para corroborar

principalmente que la enzima quedard inmovilizada.

@
806

263548

Raman intensit

P e A e e e e s 5 ey S et
2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Rango Grupo Comentarios A g 2
& Il g
2884-2883 CH; simétrico n-Alcanos . j hw
E g : l ol
2861-2662 CH, simétrico n-Alcanos £ S o ool
1676-1665 ¢=C Etlenos g
1596-1547 c=C Alquenos b
1310-1175 CH, Alcanos wip— s 1030
W aenumoers (sm-1)

Figura 4.1.1. Espectroscopia Raman del papel carbén Toray.

La figura 4.1.1 muestra el analisis realizado al electrodo solo con papel carbén Toray. En la
microscopia Optica (parte superior izquierda de la figura) se pueden observar las fibras del

carbon que se presentan en este material. También se presentan los espectrogramas del
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andlisis, mostrando sefiales con mayor intensidad en el rango de los 1676-1665 cm™ y 1596-
1547 cm’! correspondientes a las sefiales caracteristicas para grupos C=C de etilenos y C=C
de alquenos. Debido a que el material estd compuesto en su mayoria por carbon, las sefales

presentes son caracteristicas de alcanos, alquenos y grupos carbonilo.
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Figura 4.1.2. Espectroscopia Raman del papel carbén Toray con la capa 5:100 Nafion-

agua.

Se realiz6 también el analisis Raman del papel carbén Toray con la capa de Nafion:agua,
cuyo espectrograma se muestra en la figura 4.1.3; donde se muestra la presencia de los grupos
funcionales correspondientes al carbon, y en el rango entre 1720-1740 se puede ver el grupo

C=C correspondiente a los enlaces C=CF..
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Figura 4.1.3. Espectroscopia Raman del papel carbén Toray con la capa 5:100 Nafion-agua y

electropolimerizado con azul de metileno.

La Figura 4.2.3muestra los resultados de la electropolimerizacion, donde se puede ver las
bandas caracteristicas del enlaces C-S, C-N, C=C que pueden ser debido a la estructura del

azul de metileno.
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Figura 4.1.3. Espectroscopia Raman del papel carbén Toray con la capa 5:100 Nafion-

agua y electropolimerizado con azul de metileno, con capa de TBAB.
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Figura 4.1.4 Espectroscopia Raman del papel carbén Toray con la capa 5:100 Nafion-agua y

electropolimerizado con azul de metileno, con capa de glutaraldehido.
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Figura 4.1.5. Espectroscopia Raman del papel carbon Toray con la capa 5:100 Nafion-agua y

electropolimerizado con azul de metileno, con capa de NAD".
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Figura 4.1.6. Espectroscopia Raman del papel carbén Toray con la capa 5:100 Nafion-agua y

electropolimerizado con azul de metileno, con capa de ADH.
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Figura 4.1.6. Espectroscopia Raman del papel carbén Toray con la capa 5:100 Nafion-agua y
electropolimerizado con azul de metileno, con capa de ADH/NAD*/glutaraldehido/Nafion/TBAB.

4.2. Caracterizacion del bioanodo por microscopia de barrido SEM.

El microscopio electrénico de barrido, conocido por sus siglas inglesas SEM, utiliza
electrones en lugar de luz para formar una imagen. Para lograrlo, el equipo cuenta con un
dispositivo (filamento) que genera un haz de electrones para iluminar la muestra y con
diferentes detectores se recogen después los electrones generados de la interaccion con la

superficie de la misma para crear una imagen que refleja las caracteristicas superficiales de
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la misma, pudiendo proporcionar informacion de las formas, texturas y composicion quimica

de sus constituyentes.

Los nuevos microscopios SEM trabajan utilizando como fuente de electrones un cafién de
emision de campo (Field Emission Gun, FEG) que proporcionan haces de electrones de alta
y baja energia mads focalizados, lo que permite mejorar la resolucién espacial, minimizar

cargas sobre el espécimen a observar, causando ademds menos dafios en muestras sensibles.

Por lo anterior, esta técnica es utilizada para poder observar la superficie del electrodo, por

lo que se opt6 por hacer el andlisis de tres muetras.

a) Electrodo de papel carbén Toray

b) Electrodo de papel carbon Toray con una capa de Nafion y electropolimerizado con
azul de metileno.

¢) Electrodo de papel carbon Toray con una capa de Nafion y electropolimerizado con

azul de metileno, con una capa de ADH/Nafion/NAD+/glutaraldehido/TBAB.

La figura 4.3.1 nos muestra el diagrama de las muestras analizadas como sus respectivas
imagenes SEM. La imagen a) muestra las fibras de carbon caracteristicos del papel carbon
Toray, en cambio la imagen b, se puede notar un cambio en la superficie del electrodo, ya
que la capa de poli(azul de metileno) se formé adecuadamente y por udltimo la capa que
contiene la enzima se muestra en la imagen ¢, donde puede observar de nuevo un cambio

superficial.
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Figura 4.2.1 Imagenes por microscopia SEM de las capas del bioanodo de la enzima Alcohol

deshidrogenasa.
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Figura 4.2. 2 Analisis por EDS del bioanodo Alcohol deshidrogenasa.
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Figura 4.2.3 Mapeo del bioanodo de Alcohol deshidrogenasa.

Las figuras 4.2.2 y 4.2.3 muestran el escaneo que se le dio al electrodo completo de la enzima
Alcoholdeshidrogenasa, mostrando que se compone en su totalidad de carbon, con prescencia
de Fluor originario del Nafion, Asufre de los diferentes aminodcidos asufrados como la
merionina, citina, cisteina. Como el cofactor NAD+. Se compone de Fosforo, se pudo
evidenciar la existencia de este el biodnodo. Tambien es normal que se deterctara Bromo del
bromuro de tetrabutilamonio. Los mapeos de la figura 4.2.3 muestran la distribucion de cada
uno de los elementos presentes y por lo general se encuentran de forma homogenea en la
superficie del electrodo, ya que al momento de sus contruccion al momento de hacer el
deposito de la tinta catalitica, se cuido que estuviera bien mezclada para que la enzima se

pudiera inmovilizar de forma uniforme en la superficie del biodnodo.

4.4. Caracterizacion del bioanodo por Potencial Z.

El potencial Zeta es el potencial eléctrico que existe en el plano de corte de la particula, con
una distancia corta de la superficie (Hunter, 1988) El potencial zeta es el pardmetro clave
que controla las interacciones electrostéticas en dispersiones de particulas. Las particulas
coloidales dispersas en una solucidn estin cargadas eléctricamente gracias a sus
caracteristicas i0nicas y caracteristicas de bipolaridad. El desarrollo de una red de carga
eléctrica en la superficie de la particula puede afectar la distribucién de iones en una region
interfacial vecina, y provocar un aumento de la concentracion iones de carga contraria a las

particulas cerca de la superficie. Cada particula dispersa en una solucion se rodea de iones
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cargados con carga opuesta que se denomina capa fija. Fuera de esta capa fija, existen
distintas composiciones de iones de polaridad opuesta, formando un drea nebulosa. De esta
manera se crea una capa doble eléctrica en la region de interfase particula-liquido. La capa
doble consiste en dos partes: una region interna que incluyen iones unidos fuertemente a la
superficie y una externa, o region de difusion donde la distribucion de iones se determina por

un balance de fuerzas electrostdticas y movimiento termal aleatorio (Kaszuba et al., 2010).

La mayoria de dispersiones coloidales en medios acuosos llevan una carga eléctrica y el
desarrollo de esta carga en la superficie de la particula afecta a la distribucién de los iones en
la regién interfacial que rodea. Un aumento en la concentracion de iones cerca de los
resultados de la superficie en la formacidon de una doble capa eléctrica. Existe la capa de
liquido que rodea la particula (la doble capa eléctrica) como dos partes-una region interior
(capa de Stern), donde los iones estdn fuertemente unidos y una region (difusa) exterior donde
estdn menos firmemente asociado. Dentro de la capa difusa hay un limite tedrico dentro de
la cual los iones y particulas forman una entidad estable. Cuando una particula se mueve (por
ejemplo, debido a la electroforesis), iones dentro del movimiento de limites con él. Esos iones
mds alld de la estancia limite con el dispersante mayor. El potencial en esta frontera

(superficie de deslizamiento) es el potencial zeta (Moorgatet al., 2003).

Dol cona tagadiiio { #—— ' Plano dededizamiento
eléctrica Capastern

Ay

Potencial de superficie

FotencialZ
. l

Distanciade las superfides de lasparticulas

Figura 4.3.1 Esquema que muestra la doble capa eléctrica que rodea una particula en un medio acuoso
y la posicion del plano de deslizamiento. El potencial zeta es el potencial eléctrico en el plano de

deslizamiento.
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El potencial zeta de las dispersiones coloidales se mide rutinariamente mediante la técnica
de micro-electroforesis. En esta técnica, se aplica un voltaje a través de un par de electrodos
en cada extremo de una célula que contiene la dispersion de particulas. Las particulas
cargadas son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta y su velocidad se mide y se expresa

en unidad de intensidad de campo como su movilidad electroforética (Cornu, 2005).

Para la evaluacion electrocinética se utilizaron los valores de potencial zeta para analizar la
interaccion electrostética entre los diferentes componentes de la matriz del biodnodo de
Alcohol deshidrogenasa. Para este propdsito, los valores de potencial zeta se obtuvieron a
través de la transmision de mediciones de potencial / corriente usando unSurPASS
Electrokinetic(figura 4.4.2.2), aparato electrocinético para el andlisis muestras sélidas y un
2gap” ajustable con una separacion de las placas de 100 + 2 micras. Placas de carbén vitreo
(GC, 2 x 1 cm, instrumentos SPI) fueron utilizadas como superficies conductoras eléctricas
para la electropolimerizacion del azul de metileno. La determinaciéon de las interacciones
electrostaticas consistié en obtener el potencial zeta de tres matrices: a) la pelicula Nafion
que cubria la superficie carbon vitreo, 2) la pelicula azul de metileno (MB) creada por
electropolimerizacion sobre una superficie de carbén vitreo y Nafion, y 3 ) de la capa de
alcohol deshidrogenasa (ADH) sobre carbdn vitreo electropolimerizado. La matriz de ADH
se compone de dinucleétido de nicotinamida adenina (NAD™), glutaraldehido (GA), bromuro
de tetra-n-butilamonio (TBAB) y Nafion. Finalmente, se utilizé agua como la solucién de

trabajo.
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Figura 4.4.2.2 Equipo de caracterizacion de Potencial Z, SurPASS Electrokinetic.

Las interacciones electrostdticas delas tres capas del dnodo en el aguase muestran en
lafigura4.3.2.La pelicula Nafion en placas de carbon vitreo exhibi6 un valor grande ZP

negativo de-90,69mV, que estd relacionada con la presencia delcontraionSOs-de la estructura
de Nafion.

Carbdn Polifazulde ADH/NAD
vitreo/Nafion metileno) Nafion/glutaraldehido/TRAB

|

40 | o
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Potencial Zeta (&} / mV

100 1 1 1 1

Figura 4.3.2 Medicion del potencial Z de los componentes del bioanodo.
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ElPotencial Z(ZP)disminuy6 a-42,33mVcuandoazulpolimetilenocubridla pelicula Nafion;
Esta disminucién puede atribuirse a una distribucién/recubrimiento parcial de azul de
metileno sobre la pelicula de Nafion, donde el potencial negativo observado estaba
relacionada con el contraionSOs-. Finalmente, cuando el/NAD+/TBAB/Nafion tinta ADHse
incorporé en el azul de metileno pelicula, el ZP aument6 hasta alcanzar-61,99mV .Este valor
estd relacionado conuna mayor presencia de Nafion que enl a matriz de electrodos de azul de
metileno; Sin embargo, esta pelicula nunca se recuperé el valor negativo grande inicial (-
90,69 mV) a causa de la presencia de NAD", TBAB(que exhibe cargas parciales positivas y
negativas) y glutaraldehido.

4.4. Caracterizacion del bioanodo por Fluorescencia de Rayos X (XRF).

La espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF) ha sido ampliamente empleada para la
evaluacién de la composicion de la superficie de los materiales (Sandor et al., 2002). Aunque
es en gran parte un andlisis cualitativo, y una estimacién de la concentracion, teniendo
desventajas, incluyendo irregularidades de la superficie y geometria de medicion, asi como

diferencias elementales provocando ciertos errores (Milazzo, 2004).

La fluorescencia de rayos X es bien conocida como una herramienta poderosa para el analisis
elemental no destructivo de pequefas regiones demuestras en varios campos, incluyendo

muestras biolégicas (Buzanich et al., 2007).

Por este motivo, se decidié analizar el biodnodo construido por esta técnica, para poder
observar la presencia de ciertos elementos que pueden indicar la inmovilizacion de la enzima.
Para el andlisis se utiliz6 un espectrometro de Fluorescencia de Rayos X con el que cuenta la

Universidad Auténoma de Querétaro (Figura 4.5.1).

47



£ E-HOv-ZN3 ‘wnupeds - g afeg

Figura 4.4.1 Equipo de Fluorescencia de Rayos X.

Tabla 4.4.1 Analisis del bioanodo por Fluorescencia de Rayos X.

P 1.428 0.033 2.3 0.064 2.18
S 2.884 0.022 0.8 0.034 1.66
Zn 0.025 0.001 2.1 0.001 3.17
Ga(lS) 10 0.005 0 0.002 25.88
Br 14.473 0.005 0 0.002 787.94
x| 1E3 Pulses

5 GaBr PS5

I
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4.4.2 Espectro del bioanodo obtenido de la técnica de fluorescencia de rayos X.

La tabla 4.4.1 muestra los resultados del analisis de la muestra, en el cual se utiliz6 como
estandar el Galio para una mejor determinacion. El espectro de la muestra se puede observar
en la figura 4.4.2, donde se puede ver la existencia de Br, proveniente del bromuro de
tetrabutilamonio, que se encuentra en una concentracion mds alta que el resto de los
elementos presentes. También se encontré Zn, que nos indica la presencia de la enzima
Alcohol deshidrogenasa, ya que ninguno de los materiales que conforman el biodnodo lo
contienen a excepcion del sitio activo de enzima, que es un dtomo de zinc, unido a varios
aminodcidos, por lo que es normal que aparezca asufre en los resultados ya que muchos de
estos aminoacidos son azufrados, como es el caso de la metionina, cisteina, cistina.La
presencia de Fosforo, podria corresponder al cofactor nicotinamida adenida dinucleotido

(NAD™), ya que su estructura contiene este elemento.

4.5 Evaluacion electroquimica del bioanodo.
4.5.1. Evaluacion del arreglodel bioanodo con etanol por voltamperometria ciclica.

Para ver verificar que la enzima Alcohol deshidrogenasa sea la que estd realizando la
oxidacion del etanol se realizd la evaluacion de diferentes electrodos por medio de

voltamperometria ciclica. Se evaluaron 4 electrodos:

a) Arreglo 1: Electrodo de papel carbon Toray con una capa de Nafion-agua y
electropolimerizado con azul de metileno.

b) Arreglo 2: Electrodo de papel carb6on Toray con una capa de Nafion-agua y
electropolimerizado con azul de metileno, bromuro de tetrabutilamonio, Nafion,

glutaraldehido.
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¢) Arreglo 3: Electrodo de papel carbéon Toray con una capa de Nafion-agua y
electropolimerizado con azul de metileno, bromuro de tetrabutilamonio, Nafion,
glutaraldehido y NAD*.

d) Arreglo 4: Electrodo de papel carbén Toray con una capa de Nafion-agua y
electropolimerizado con azul de metileno, bromuro de tetrabutilamonio, Nafion,

glutaraldehido, NAD* y la enzima Alcohol deshidrogenasa.

0.08 T T T T T T T T

0.06
0.04
0.02

0.00 +

-0.02 4 —— Arreglo 1

— Arreglo 2
— Arreglo 3
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Figura 4.5.1.1. Evaluacion de arreglo del bioanodo con una solucién de etanol 10mM en buffer

fosfatos pH 8.86.

Como se puede observar en el voltamperograma (figura 5.2.1.1), en los dos primeros
electrodos no se observa la oxidacién y reduccion del cofactor NAD* en presencia de etanol
ya que no se encuentra ni el cofactor ni la enzima inmovilizada, en cambio ya en el tercer
electrodo ya se empieza a ver una pequefia oxidacion y reduccion del cofactor lo cual se
puede atribuir a la inmovilizacion del NAD" en el electrodo. Una mayor oxidacién y
reduccion del cofactor se puede apreciar en el electrodo que contiene ya a la enzima Alcohol
deshidrogenasa inmovilizada, por lo que se puede verificar que la enzima estd realizando la

oxidacion del etanol la cual se presenta indirectamente por las reacciones del cofactor, Con
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estas pruebas se puede comprobar que la enzima esta inmovilizada en el biodnodo y es la que

esta efectuando la oxidacidn del etanol.

Como se puede observar en el voltamperograma (figura 4.5.1.1), en los dos primeros
electrodos no se observa la oxidacion y reduccién del cofactor NAD™ en presencia de etanol,
en cambio ya en el tercer electrodo ya se empieza a ver una pequefia oxidacion y reducciéon
del cofactor lo cual se puede atribuir a la inmovilizacion del NAD* en el electrodo. Una
mayor oxidacién y reduccidn del cofactor se puede apreciar en el electrodo que contiene ya
a la enzima Alcohol deshidrogenasa inmovilizada, por lo que se puede verificar que la enzima
estd realizando la oxidacidn del etanol la cual se presenta indirectamente por las reacciones
del cofactor, Con estas pruebas se puede comprobar que la enzima esta inmovilizada en el

biodnodo y es la que estd efectuando la oxidacion del etanol.

4.5.2.Evaluacion del bioanodo a diferentes concentraciones de etanol en media celda

por voltamperometria ciclica.

Por medio de la celda de tres electrodos y mediante la técnica electroquimica de
voltamperometria ciclica se evalué el biodnodo desarrollado utilizando diferentes
concentraciones de etanol. La voltametria ciclica es la técnica mds utilizada para la obtener
informacion cualitativa sobre las reacciones electroquimicas, proporciona rdpidamente
informacion considerable sobre los procesos redox, la cinética de las reacciones heterogeneas
de transferencia de electrones y en las reacciones quimicas acopladas o procesos de
adsorcion. Voltametria ciclica es a menudo el primer experimento realizado en un estudio
electroanalitico. En particular, se ofrece una rapida localizacion de potenciales redox de las
especies electroactivas y evaluacion conveniente del efecto de los medios de comunicacidon
en el proceso redox. Por lo anterior por medio de esta técnica se pudo observar si se estaba
efectuando la reduccion y oxidacion del cofactor de la enzima, que nos sefiala indirectamente

si el etanol se estd oxidando por medio de la enzima inmovilizada en el electrodo.
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Figura 4.5.2.1. Oxidacién y reduccion del cofactor NAD* a diferentes concentraciones de etanol en solucién buffer

fosfatos pH 8.86 utilizando el bioando de Alcohol deshidrogenasa desarrollado.

La respuesta electroquimica de biodnodo en ausencia y en presencia de etanol en solucion
buffer (pH = 8.86) se muestra en la Figura 4.5.2.1. Sin etanol, el voltamograma de control
(linea verde) no mostrd ninguna respuesta significativa del electrodo a la solucion. Picos de
una reaccion redox surgieron en la presencia de 5 mM de etanol, que se encuentran en -0,7 y
-0.74V vs. Hg / HgSOs; estas sefiales corresponden a la pareja redox NAD* / NADH. El
aumento de la concentracién de etanol resulté en un aumento de la densidad de corriente de
las reacciones NAD* / NADH debido a la oxidacion del sustrato por la enzima, que se refleja
en una mayor reduccion de NAD* a NADH. En etanol 100 mM, la enzima ADH exhibi6 la
densidad de corriente mas alta, como consecuencia de su buena actividad biocatalitica. Se
utilizé la solucidn buffer con un pH=8.86 debido que se ha reportado que el 6ptimo para la

enzima a temperaturas entre 25 a 26°C.
4.6 Evaluacion del bioanodo en celda de combustible microfluidica.

Ya que por técnicas de voltamperometria ciclica y de pulso diferencial se pudo tener
evidencia que la enzima se encontraba inmovilizada en el electrodo y que es capaz de lograr
la oxidacion y reduccion del cofactor que nos indica la oxidacidn del etanol se realizé la
evaluacion del biodnodo en celdas de combustibles microfluidicas utilizando etanol. Las
celdas de combustible microfluidicas son parte de una nueva clasificaciéon de tecnologia
de celdas de combustible capaces de operar en el marco de los microfluidos (Morse

et al.,, 2006). Las celdas de combustible de microfluidicas, a veces llamadas celdas de
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combustible laminares basadas en el flujo o celdas de combustible sin membrana, describe
un grupo de celdas de combustible capaces de funcionar en el marco de un chip de
microfluidos (Nguyen et al., 2006). En las celdas de combustible microfluidicas todos sus
componentes y funciones como el suministro de fluidos, sitios de reaccién y electrodos, se
encuentran confinados a canales microfluidicos. Este tipo de celdas trabajan con flujo co-
laminar sin una barrera fisica o membrana, que separa los dos electrodos: al 4nodo del
catodo. Un diagrama esquematico de una celda de combustible microfluidica (Kjeang et al.,

2009).

(a)

=b ‘Q_l
(b)

- =
(c)

Figura 4.5.1. Esquematica de los diversos disefios en celdas de combustible microfluidicas(Kjeang et

al., 2009)

En la figura 4.6.1 se muestra los diversos disefios de las celdas de combustible microlfuidicas,
la transmision de Laminar, caracteristica de los flujos de microfluidos, facilita la separacion
del combustible y el oxidante en ausencia de una membrana. Cada arquitectura se muestra
con combustible en verde, oxidante en amarillo, cidtodos, 4nodos en rojo en negro. Dos
corrientes se combinan horizontalmente en una T o Y-canal con electrodos en la parte inferior
(a), los electrodos en los lados (b), y electrodos porosos en la parte inferior (c). Una

configuracion de canal F (d), y con la adicidén de un electrodo poroso para facilitar aire de
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respiracion (e). Una celda de combustible de microfluidos matriz de electrodos (f). Un flujo
a través de electrodos porosos en la celda (g). Una arquitectura radial porosa de celda de

combustible de electrodos (h) (Kjeang, et al., 2009).

En las configuraciones mas comunes, las celdas de combustible microfliidicas utilizan ef
flujo laminar caracteristico de los flujos microfluidicos para retrasar la mezcla convectiva de
combustible y oxidante. Este régimen de flujo se caracteriza por bajos nimeros de Reynolds,
Re=pUDu/p, donde p es la densidad de fluido, U es la velocidad promedio, es la Dy didmetro

hidraulico y p es la viscosidad dindmica (Barton et al., 2004).

A ndmeros de Reynods bajos, dos corrientes acuosas, una que contiene el combustible
(anolito) y uno que contiene el oxidante (catolito), fluird de lado a lado por un solo canal de
microfluidos. El anolito y el catolito también contienen electrdlito de soporte que facilita el
transporte idnico dentro de las corrientes, eliminando asi la necesidad de un electrolito
separado. La mezcla de las dos corrientes se produce por difusidon solamente y estd restringida

a una anchura interfacial en el centro del canal (Pennathur et al., 2007).

Muchos disefios de celdas de combustible microfluidicas también estdan bien adaptados para
su uso con catalizadores bioldgicos. Convencionalmente, los biocatalizadores se colocan en
una celda electroquimica de dos compartimentos que contiene la solucién buffer con el

combustible y el oxidante concentrado en los compartimentos anddico y catddico,

respectivamente(Shukla et al., 2005, Qian et al., 2006).

Cada compartimiento también incluye un par redox que actua como mediador difusional de
electrones (cofactor), que es necesaria para la utilizacion eficiente del biocatalizador. La tasa
de transferencia de electrones se limita generalmente por la velocidad de difusién de estas

especies redox (Bullen et al., 2006).

Otro estudio realizado para la obtencién de un mejor desempefio en las celdas de combustible
microfluidicas, son la incorporacion de una ventada de aire en el cdtodo, para tener una mejor
difusién en el transporte de masa de oxigeno, como lo presenta Déctor et al. quienes

implementa una ventana de aire y distintas condiciones de oxidacidon. La problemadtica de
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transporte de oxigeno en el citodo, se trata de mejorar en este estudio por medio de una
incorporacion de liquidos con altas concentraciones de oxigeno como oxido de vanadio o
perdxido de hidrégeno y una ventana de aire en la celda. En este trabajo se tratan con tres
tipos de oxidantes; oxigeno disuelto en H»SOs, aire disuelto en H>SOs4 y peréxido de

hidrogeno, y 4cido férmico como combustible.

La celda microfluidica utilizada para la evaluacién del biodnodo fue de tipo air-breathing.
Brevemente se hace la descripcion del dispositivo, donde la primera seccidon consiste en dos
placas de soporte hechas de poli- (metacrilato de metilo) (PMMA) y se modela utilizando un

control numérico por computadora (CNC).

La segunda seccidon consiste en una pelicula de elastomero de silicona hecha en casa
(Silastic®, preparado usando un aplicador de pelicula Elcometer® con un espesor final de
200 micras). Los electrodos consistieron en el biodnodo desarrollado y se probaron don
diferentes catodos (inorgdnicos e organico) nanoespuma disponible en el mercado de

carbono (Marketech Inc), como se muestra en la figura 4.6.2.
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Figura 4.6.2. Celda de combustible microfluidica tipo air.breathing utilizada para la

evaluacion del bioanodo.

Las pruebas de celda de combustible de microfluidicas hibridas se realizaron mediante la
inyeccion de 0,1 M de etanol N> saturado (4 UPD Praxair) como combustible en solucién y
el oxigeno del aire como oxidante, dentro de dos corrientes acuosas que contenian tampon

de fosfato (pH 8,86) y 0,3 M de KOH, en el anddo y cétodo respectivamente.

Las pruebas de celda de combustible de microfluidicas hibridas se realizaron mediante la
inyeccion de 0,1 M de etanol Nasaturado (4 UPD Praxair) como combustible en solucién y
el oxigeno del aire como oxidante, dentro de dos corrientes acuosas que contenian tampon

de fosfato (pH 8,86) y 0,3 M de KOH, en el anddo y catodo respectivamente.
4.6.1 Celda de combustible hibrida Alcohol deshidrogenasa/Pt.

Se empled el biodnodo creado con un catodo inorgdnico de platino para la evaluacion de una

celda de combustible microfluidica utilizando etanol (figura 4.6.1.1).
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Manofoam-
Pt/C(20%
E-TEK)-
alcohol
isopropilico-
Mafion I

Papelcarbon
Toray/Pali (azul de
metileno)/
TBAB/NAD*/Nafion
/ADH

Catodo Bioanodo
Utilizando KOH Utilizando etanol
0.3M saturado 0.1M en buffer

con s fosfato pH=8.86

Figura 4.6.1.1. Diagrama de la celda hibrida Alcohol deshidrogenasa/Platino

El catodobasado en Ptse prepard utilizando Platino comercial/C(20% E-TEK) soportado
sobre un electrodo de nanoespumacarbono (2 x0,3cm,Marketech®). Brevemente,120uL
dealcohol isopropilico y14uL deNafionse afiadieronpor mg decatalizadory se mezclédurante
30minutos. La tintacatalitica sedeposité sobre la superficienanoespumade carbono

utilizandola técnica de spray.
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Figura 4.6.1.2. Curva de polarizacion y densidad de potencia de la celda de combustible hibrida

Alcohol deshidrogenasa platino.

En la figura 4.6.1.2 se muestra la curva de polarizacién y potencia de la celda hibrida Alcohol
deshidrogenasa/Pt, utilizando etanol 100mM en solucién buffer fosfatos con un pH de 8.86
para en biodnodo y una solucién KOH 0.3M saturada con nitrégeno por un tiempo de
20minutos para el catodo, operando a temperatura 25°C, obteniendo una potencia de 1.14V,
10.61mA/cm? de densidad de corriente y una densidad de potencia de 4.56mW/cm?utilizando
un flujo de S0puL/min.

4.6.2 Evaluacion de los flujos en microcelda de combustible Alcohol deshidrogenasa/Pt.

Por medio de una bomba microfluidica se realiza la inyeccion del combustible que en este
caso es la solucién de etanol en solucion buffer fosfatos y de la solucién saturada con

nitrégeno de hidréxido de potasio, por lo que encontrar como afecta la velocidad de inyeccion
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o el flujo, se realiz6 la siguiente evaluacion utilizando 3 flujos diferentes propuestos: 50, 100,
200 pL por minuto, por medio de evaluaciones electroquimicas para la eficiencia de cada uno

de los diferentes flujos.
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Figura 4.6.2.1. Curva de polarizacion y densidad de potencia de la celda de combustible hibrida

Alcohol deshidrogenasa platino.

La figura 4.6.2.1 muestra las curvas de polarizacion y densidad de potencia para la celda de
combustible microfluidica utilizando los tres flujos, obteniendo una mayor potencia la celda
con el flujo mas pequefio de 50uL, atribuyendo que mientras mas tiempo este el combustible
con la enzima permite que la reaccion catalitica sea mas eficiente ya que se debe encontrar
un tiempo 6ptimo. Para el resto de los flujos se obtuvo un menor rendimiento, ya que con un
flujo de 200uL se lograba desprender el material en el bioanodo, por lo que este flujo
provocaba el desprendimiento de la capa de poli(azul de metileno) en el electrodo y por lo

tanto de la enzima Alcohol deshidrogenasa.
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Tabla 4.6.2.1. Tabla resultados de la celda microfluidica Alcohol deshidrogenasa/Pt a

diferentes flujos

Flujo Densidad de Potencial Densidad de
(u/min) corriente(mA/cm?) (V) corriente(mW/cm?)
50 10.611 1.14 4.56
100 8.162 0.946 2.887
200 5.073 0.679 1.01

4.6.3 Estabilidad de la celda de combustible hibrida Alcohol deshidrogenasa/Pt

Las pruebas de estabilidad / durabilidad de la célula de combustible de microfluidica hibrida
por medio de la técnica de cronoamperometria. La cual es es una técnica electroanalitica
basada en la medicion de la corriente debidaa difusion en funcién del tiempo, después de
aplicarse un escaloén de potencial. Una aplicaciénimportante de la Cronoamperometria es la

evaluacidnde los coeficientes de difusion de especieselectroactivas en solucion.

La sefial de respuesta depende del tipo de transferencia de carga "reversible o irreversible,
del valor del potencial aplicado "altos o bajos sobrevoltajes y del tipo de difusién "hacia un
electrodo plano, esférico, cilindrico, etc. Difusién hacia un electrodo plano, con un salto de

potencial muy negativo "lejos del equilibrio”.

Consiste simplemente en la aplicacion de un voltaje durante un cierto intervalo detiempo y
el registro de la corriente resultante en dicho lapso. De impulso sencillo y la variacion de la
corriente en funcidn del tiempo contieneinformacion sobre la difusion de las especies que se
forman sobre el electrodo de trabajocomo resultado del estimulo proporcionado por el

voltaje.
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Esta técnica puede usarse para evaluar la eficiencia de inhibidores de corrosion,denominados
de control difusional, que forman una capa, obstaculizando el contacto deespecies con el
metal' asimismo, se ha encontrado aplicacién en la evaluacidon deaditivos que se agregan a
las celdas de electrorrefinacion de metales con el propdsito de promover los mecanismos de

trasporte de las especies electroactivas.

Para determinar la capacidad de suministrar una densidad de corriente constante en el tiempo;
los resultados indicaron que el sistema puede proporcionar una densidad de corriente de 4,5
mA cm™ durante el tiempo, como se puede observar en la figura XXX que se muestra a

continuacion.
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Figura 4.6.3.1. Cronoamperometria de la celda de combustible hibrida Alcohol deshidrogenasa/Pt
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También para medir la eficiencia de la celda durante tiempos mds prolongados como son
dias, se evalu6 una celda hibrida durante un periodo de 35 dia para poder medir el
comportamiento de la celda mediante pruebas electroquimicas, las cuales consistian en dar
una prueba de cronoamperometria durante un tiempo de 30minutos, con una posterior prueba
de polarizacién y densidad de potencia para cada dia que se realiz6 el andlisis, terminando
cada experimento se almacenaba la celda microfluidica en un congelador a -20°C y cuando
se iba a utilizar al se sacaba de nuevo y se esperaba a que llegara a la temperatura ambiente

para que la enzima Alcohol deshidrogenasa se activara..

El propésito de este andlisis fue el determinar la durabilidad del rendimiento de la microcelda
a lo largo del tiempo, y mds que nada comprobar que el biodnodo sigue funcionando durante
largos periodos de tiempo, relaciondndolo con la eficiencia del método de inmovilizacién por
unidn covalente utilizado, ya que la mayoria de las celdas de combustible microfluidicas no

reportan periodos superiores a los tres dias.
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Figura 4.6.3.2. Evaluacion de la durabilidad de la celda de combustible hibrida Alcohol
deshidrogenasa/Pt.
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Tabla4.6.3.2. Durabilidad de la celda de combustible hibrida Alcohol deshidrogenasa/Pt.

Dia Potencial de circuito Densidad de Densidad de
abierto (V) corriente (mA/cm?) | potencia (mW/cm?)
0 1.11 11.078 6.327
35 .82 5.778 3.205
% Perdida 27.74 52.1579 50.65

Se puede observar que la durabilidad de la celda microfluidica hibrida fue buena ya que
después del 35 dias de operacion se obtuvo una pérdida total del 50.65% de la densidad de

potencia, lo cual es un buen resultado comparado con lo que esta reportado en la actualidad.
4.6.4 Celda de combustible hibrida Alcohol deshidrogenasa/Pd.

Se evalud el biodnodo desarrollado en celda de combustible microfluidica hibrida con un
diferente catodo, uno de Paladio. Platino soportado se utiliza cominmente como catodo
electrocatalizador en pilas de combustible de baja temperatura alimentadas con hidrégeno o
alcoholes de bajo peso molecular. El costo de Pt y la oferta mundial limitada son barreras
importantes para el uso generalizado de este tipo de celdas de combustible. Por otra parte, el
platino como material se envenena facilmente por monéxido de carbono, presente en el gas
reformado se utiliza como portador de H» en el caso de las pilas de combustible de electrolito
polimero, y un subproducto de la oxidacion de alcohol en el caso de celdas de combustible
directas de alcohol. ElPaladio y platino tienen propiedades muy similares porque pertenecen
al mismo grupo de la tabla periddica. La actividad para la reaccion de reduccion de oxigeno
de Pd es sélo ligeramente inferior a la de Pt, y mediante la adicién de un metal adecuado, tal
como Co o Fe.. Por el contrario, la actividad para la reaccion de oxidacion de hidrogeno de
Pd es considerablemente menor que la de Pt y no presenta los problemas anteriores. Por eso
se opté por probar el Paladio como catalizador inorganico en el cdtodo para evaluar el

desempefio del biodnodo desarrolado.

63



Nanofoam-

Pd/C(30% il
E-TEK)- Papel carbén
f’=1|COh0|. . Toray/Poli (azul de
isopropilico- | metileno)/
Nafion

BAB/NAD'/Nafig

Bioanodo

Utilizando etanol
0.1M en buffer

Catodo

Utilizando KOH
0.3M saturado
con O2

Figura 4.6.4.1. Diagrama de la celda hibrida Alcohol deshidrogenasa/Paladio

El catodo basado en Pd se prepar6 utilizando Paladio comercial/C(30% E-TEK) soportado
sobre un electrodo de nanoespuma de carbono (2 x0,3cm,Marketech®). Brevemente, 120pL
de alcohol isopropilico yl4uL de Nafion se afiadieron por mg de catalizador y se mezcld
durante 30minutos. La tinta catalitica se deposit sobre la superficie nanoespuma de carbono

utilizdndola técnica de spray.
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Figura 4.6.4.2. Curva de polarizacion y densidad de potencia de la celda de combustible hibrida

Alcohol deshidrogenasa paladio.

En la figura 4.6.4.2 se muestra la curva de polarizacién y potencia de la celda hibrida Alcohol
deshidrogenasa/Pd, utilizando etanol 100mM en solucién buffer fosfatos con un pH de 8.86
para en biodnodo y una solucion KOH 0.3M saturada con nitrégeno por un tiempo de
20minutos para el citodo, operando a temperatura 25°C. Se puede observar que esta celda
tuvo una mayor potencia que la celda de platino alrededor de 4mWcm™, con u potenacil de

1.3V y 11.34mAcm? de densidad de corriente.
4.6.5 Celda de combustible hibrida Alcohol deshidrogenasa/L.acasa.

El funcionamiento del biodnodo de Alcohol deshidrogenasa en celdas de combustible
hibridas (Paladio y Platino) fue exitoso ya que las celdas presentaron altas densidades de
potencia e incluso estabilidad durante dias de operacion, por lo que se decidié realizar la
evaluacidn ya en una biocelda de combustible. Para ello se utilizé un biocatodo con la enzima
Lacasa inmovilizada elaborada por otros miembros del grupo de investigacion de Sistemas

electroquimicos de energia (SEQUE).
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Figura 4.6.5.2. Diagrama de la celda hibrida Alcohol deshidrogenasa/Lacasa

Este biocatodo se prepard usando una solucién compuesta de enzima lacasa (5 mg ml-1), 0,1
M de acetato de tampén de pH 5 y 1 v/ v% de glutaraldehido. Luego, 2 mg ml-1 de nanotubos
de carbono de pared multiple se dispersaron en la solucién anterior (1: 1 v/ v). Los electrodos
de carbono nanoespuma se sumergieron durante 2 h en la tinta catalitica y se secaron a
temperatura ambiente antes de ser utilizado. El método de inmovilizacién utilizado para este
electrodo fue el de cross-linking.Para la evaluacion se utiliz6 nuevamente una solucion de
100mM de buffer de fosfatos con un pH de 8.86 para el biodnodo previamente nitrogenada
por 20 minutos y una solucion buffer acetatos pH = 5 previamente oxigenada durante un

tiempo de 20minutos como se muestra en la figura 4.6.5.1

La curva de polarizacion y densidad de potencia se puede observar en la figura XXX donde
se puede apreciar que esta celda estd generando un potencial de circuito abierto de 1.03V,

una densidad de corriente de 3.15mAcm™ y una densidad de potencia casi un mWcm™.
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Figura 4.6.5.3. Curva de polarizacion y densidad de potencia de la biocelda de combustible Alcohol

deshidrogenasa /Lacasa.

El rendimiento de la celda de biocombustible se atribuye principalmente a las limitaciones
de transporte de masa y las pérdidas de activacién, como se puede observar en las regiones
de activacién y la masa de transporte de la curva de polarizacion relacionado con el uso de
un biocatodo basado en la enzima lacasa sin mediador. A nuestro entender, una celda de
combustible microfluidica sin membrana con caracteristicas similares a los reportados aqui
no existe; Por lo tantolos resultados obtenidos se compararon con la Unica biocelda de
combustible de etanol publicada en la actualidad, donde se empleé la enzima alcohol
deshidrogenasa como un biocatalizador. La celda de combustible exhibi6 los voltajes de
biodelda mds altos reportados hasta la fecha. Incluso la biocelda de biocombustible
microfluidico desarrollado en este trabajo, tuvo una mayor densidad de potencia (1200uW)
que la primera biocelda microfluidicade etanol (90uW), que opera en un canal de
microfluidos Y-forma y utilizando un biodnodo alcohol deshidrogenasa y un biocdtodo de

lacasa con velocidad de flujo de 15 pLmin™'(Selloum et al., 2014).

En la Figura xxx se puede observar la capacidad del sistema o de la biocelda creada para
recuperar el voltaje de la celda y densidad de corriente, demostrdndolo por medio de varios

experimentos por lotes en el que ela microcelda se llena de combustible y oxidante, y se dejé
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trabajar hasta que la densidad de corriente alcanza cero (condicién estacionaria sin flujo, con
un volumen de 11pL de bufferfosfato pH = 8,86 en el biodnodo y 11uL de buffer de acetato
pH =5 en el citodo dentro de la celda de biocombustible durante 10 minutos). Después de
veinte lotes, el voltaje de la celda no cambia y la densidad de corriente aument6 ligeramente

(10.23 2 12.09 mA cm-2).

Figura 4.6.5.3. Curva de polarizacion y densidad de potencia de la biocelda de combustible Alcohol

deshidrogenasa /Lacasa por mediciones por lote.

4.6.6 Comparacion de los resultados obtenidos con los trabajos de investigacion ya

publicados

Tabla 4.6.1. Comparacion de los trabajos actualmente publicados con los elaborados

en esta investigacion.
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Bioanodo (anolito) Catodo OCV (V) pWem- Tipo de celda Referencia
(catolito) 2 de combustible
PQQ-ADH + TBAB-mpdificado- | 20% Pt en Vulcan | 0.597+ 0.008 27.9 PEM Aquino et al.,
Nafion XC-72 2011
(EtOHO.1M en PBS pH=7.2) (electrodo de
difusién de gas)
PQQ-ADH + PAMAM 20% Pt en Vulcan | 0.584+ 0.009 19.4 PEM Aquino et al.,
(EtOHO.1M en PBS pH=7.2) XC-72 2011
(electrodo de
difusion de gas)
C + poly-MG + PAMAM + E-TEK Pt 0.459+0.025 | 278+ 38 PEM Fenga et al.,
MWCNTs + ADH + NAD* (electrodo de 2005
(EtOH 0.1M en PBS pH=7.4) difusion de gas)
QH-ADH + glutaraldehido+ AOx-MP8 0.24 1.5 PEM Ramanavicius
carbén vitreo (EtOH .025M en et al., 2008
(EtOH .025M en solucién de peroxido)
acetatos pH=6.0)
C + ADH + poly-MG + TBAB+ | Pt 20% en E-TEK 0.62 1160 PEM Akers et al.,
NAD* Carbon 2005
(EtOH 0.1M en PBS pH=7.15) (electrodo de
difusion de gas)
C + ADH+ AldDH + poly-MG + | Pt 20% en E-TEK 0.82 2040 PEM Akers et al.,
TBAB+ NAD* Carbon 2005
(EtOH 0.1M en PBS pH=7.15) (electrodo de
difusién de gas)
C + poly-MG + CHIT + MWCNTs | Lacasa en carbon 0.618 20 PEM Rincén et al.,
+ ADH + NAD* XC-72 2011
(EtOH 0.475M en PBS pH=7.4) (electrodo de
difusién de gas)
Electrodos de grafito + ADH + 20% Pt en Vulcan 0.8 670 PEM Tayhas et al.,
NAD* XC-72 1988
(EtOH 0.1M en Tris—fosfatos (electrodo de
pH=7.6) difusién de gas)
ADH-+carbon Lacasa+ABTS+ 0.6 90 Microfluidica Selloum et al.,
KS6+NAD*+VK3+acetone+PEI Super P®+Nafion 2014.
(EtOH 160 uLin PBSpH 9 ) (PBS a pH 5

saturado con O2)
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Papel Toray + poly-MB + Pt 20% E-Tek 1.11 6327 Microfluidica Esta
Nafion+glutaraldehido + ADH + | carbon investigacion
NAD* (KOH 0.3M
(EtOH 01M en PBS pH=8.86) saturado con O2)
Papel Toray + poly-MB + Pd 30% E-Tek 1.314 3940 Microfluidica Esta
Nafion+glutaraldehido + ADH + | carbon investigacion
NAD* (KOH 0.3M
(EtOH 01M en PBS pH=8.86 saturado con O2)
Papel Toray + poly-MB + Lacasa+MWCTs+ 0.94 1200 Microfluidica Esta
Nafion+glutaraldehido + ADH + | glutaraldehido investigacion
NAD* (buffer acetatos
(EtOH 01M en PBS pH=8.86 saturado con O2)

MWCTs:nanotubos de

carbon;

QH:quino-hemoproteina;

CHIT: quitosano;

naftoquinona;PEL:polietilenimina; ABTS: sal de diammonio; poly-MB: poli(azul de metileno)

PQQ: plrroloquinolina quinona; TBAB:bromuro de tetrabutilamonio; PAMAM: poliamida; poly-MG: poly-verde de metilo;
VK3:

2-metil-1,4-

La Tabla 4.6.6.1 muestra la comparacioén de los resultados de nuestra investigacién con lo

actualmente publicado con celdas de combustibles tipo PEM y la tunica biocelda de

combustible microfluidica y se puede observar que las densidades de potencia de las 3 celdas

(las hibridas de Pt, Pd y la biocelda) son mucho mayores. Esto se puede atribuir al tipo de

celda que se utilizo, celdas tipo air-breathing, y a los materiales y métodos de inmovilizacién

para la enzima Alcohol deshidrogenasa utilizados.

Conclusiones.

Por medio de caracterizaciones electroquimicas, bioquimicas y fisicoquimicas se pudo

evidenciar la inmovilizaciéon de la enzima por medio de la unién covalente, asi como la

retencion de gran parte de la actividad catalitica de esta. El biodnodo desarrollado pudo ser

evaluado en dos celdas de combustibles microfluidicias hibridas y una biocelda. El método

de inmovilizacion de unién covalente utilizando Nafion, poli-(azul de metileno),

glutaraldehido, TBAB y NAD * mejoro la durabilidad de la celda de combustible
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microfluidica y resultando con potencial de celda mds alta (1.3 V) y densidad de potencia (4
mW cm) reportado hasta la fecha. El disefio de los métodos de la celda y de inmovilizacién
de enzimas (unidén covalente y entrecruzamiento) que se utiliza para cada enzima en el
biodnodo y biocatodo fueron importantes que marcaron la diferencia entre el rendimiento de
la celda de biocombustible microfluidos desarrollado en este trabajo y la primera celda de
biocombustible microfluidica reportada hasta ahora utilizando etanol como combustible.
Ademads, este dispositivo exhibe un rendimiento superior en términos de actividad y
durabilidad, en ambos casos (pilas de combustible hibrido de microfluidos y celda de
biocombustible microfluidos), que aumentan la posibilidad de su uso como un proveedor de
energia para pequeios dispositivos electronicos. Gracias a esta investigacion se logré el

incremento de la potencia de las celdas microfluidicas hibridas y aumentando la estabilidad.
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