Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental

Desano&bdeunbiocétodobasadoonlaonzknalamamnaplicaciénon
microceldas de combustible.

Opcién de titulacién
Tesis

Que como parte de ios requisitos para obtener el Grado de
Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental

Presenta:
Q.F.B. Berenice Lépez Gonzalez

Dirigido por:
Dra. Janet Ledesma Garcia

Presidente

Dra. Minerva Guerra Balcazar

Secretario
Dr. Rufino Nava Mendoza

Vocal

Suplente

Cruz H
Suplente

- e ——

———

MSP. Sergio F;'acheco Hemandez

Director de la Facuitad




RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realiz6 la construccion de un biocatodo
basado en la inmovilizacién por adsorcién sobre carbén Vulcan XC-72° del
mediador ABTS y la enzima lacasa comercial de Trametes versicolor, se optd por
este método ya que es sencillo y no compromete directamente la actividad de la
enzima. El biocatodo se caracterizé por medio de técnicas como Espectroscopia
de Infrarrojo con Transformada de Fourier con Accesorio de Reflectancia Total
Atenuada, (FTIR-ATR), esto con el fin de observar la presencia de los grupos
funcionales del mediador y de la enzima adsorbida sobre el soporte,
Voltamperometria Ciclica para evaluar el material en la reaccion de reduccion de
oxigeno (ORR) y Potencial zeta para evaluar el efecto de la adsorcion de cada
elemento del biocatodo, mediador y enzima, sobre la superficie del soporte. Se
evalu6 el biocatodo en una celda de combustible microfluidica utilizando un
material de AuAg previamente reportado por el grupo de la Dra. Janet Ledesma
obteniendo como resultados un voltaje de 1.21V, una densidad de corriente de 1.7
mAcm™?y una potencia de 0.45 mWcm™, estos resultados fueron comparados con
otros obtenidos para celdas hibridas en bibliografia. A la par se realizo el
crecimiento de la cepa 44 de C. polyzona (Trametes polyzona, de la Huasteca
Hidalguense) para la obtencién de un extracto crudo con actividad lacasa, se
realiz6 la caracterizacion bioquimica del extracto en solucion, se realizd la
adsorcién del extracto sobre carbén Vulcan XC-72® con ABTS. El desempefio
como biocatodo para la ORR se realizO mediante voltamperometria ciclica y se
incorporo en la celda construida anteriormente bajo las mismas condiciones que el
biocatodo construido mediante enzima comercial obteniendo como resultados un
voltaje de 1.21V, una densidad de corriente de 1.96 mAcm™ y una potencia de
0.51 mWcm™ comparado con el resultado obtenido con el biocatodo de enzima
comercial encontramos que el uso de un extracto crudo incrementd la potencia de
la celda en un 10%, mientras que los demas parametros como el voltaje y la
densidad de corriente fueron muy similares, permitiendo encontrar una alternativa
de bajo costo al uso de enzima comercial en el biocatodo.

(Palabras clave: Vulcan XC-72, método de adsorcién, celdas de combustible
microfluidicas)



SUMMARY

In the present work building a biocathode based on immobilization by adsorption
on carbon Vulcan XC -72® ABTS mediator and a Trametes versicolor commercial
laccase was performed, we chose this method because it is simple and does not
compromise directly the activity of the enzyme. The biocathode was characterized
by techniques such as Infrared Spectroscopy Fourier Transform Attenuated Total
Reflectance Accessory (FTIR -ATR), this in order to observe the presence of the
functional groups of the mediator and the enzyme adsorbed on support, Cyclic
voltammetry to evaluate the material in the oxygen reduction reaction (ORR) and
zeta potential to observe the effect of adsorption of each biocathode element,
mediator and enzyme on the surface of the support. The biocathode was evaluated
in a microfluidic fuel cell using AuAg material previously reported by the group of
Dr. Janet Ledesma obtaining as results a voltage of 1.21V, a current density of 1.7
mAcm™ and a power density of 0.45 mWcm™, these results were compared with
others obtained in literature for hybrid cells. Along with the growth of the strain of
C. polyzona 44 (Trametes polyzona, endemic of Huasteca Hidalguense) to obtain
a crude extract with laccase activity, biochemical characterization of the extract
solution and the adsorption was performed extract on Vulcan XC -72® with ABTS.
Performed as biocatodo for ORR was performed by cyclic voltammetry and
incorporated into the cell constructed above under the same conditions as the
commercial enzyme biocatodo constructed by obtaining as results a voltage of
1.21V , a current density of 1.96 mAcm™? and 0.51 mWcm™? compared with the
result obtained with the commercial enzyme biocathode found that the use of a
crude extract increased the cell power by 10% , while the other parameters such
as voltage and current density were very similar, allowing to find a low-cost

alternative to using commercial enzyme in a biocathode.

(Key words: Vulcan XC-72, adsorption method, microfluidic fuel cell)
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Introduccién

Una celda de combustible es un dispositivo electroquimico que transforma
la energia quimica en energia eléctrica. Estad formada por dos electrodos, un
anodo donde ocurre la oxidacion de un combustible y un catodo donde un agente

oxidante se reduce (comunmente oxigeno).

La reaccion de reduccion de oxigeno en celdas de combustible es muy
importante, ya que limita la reaccion de la celda de combustible y por lo tanto la
obtencion de energia a partir del mismo. Ademas, la estabilidad del material usado
como catalizador es un parametro importante a considerar. Se han utilizado
materiales inorganicos como el platino pero su costo es alto y su uso en

condiciones fisiolégicas se ve limitado, ya que pierde capacidad electrocatalitica.

En este sentido, la enzima lacasa ofrece una alternativa con respecto al
platino para ser usada en la reaccion de reduccion de oxigeno en condiciones

fisiologicas, presentando aplicacion en la construccion de catodos enzimatico.

El uso de enzimas aisladas de microorganismos, en especial de hongos,
representa una ventaja con respecto a los materiales inorganicos, ya que
dificilmente se inactivan en condiciones cercanas a las fisiologicas y se pueden

producir a gran escala.

Para resolver la problematica de la pérdida de actividad del material
catédico en condiciones de pH fisiologico, se planteé la inmovilizacién de la
enzima lacasa sobre superficies de carbono mediante el método de adsorcion ya
gue no altera la estructura de la enzima pero su estabilidad es limitada con
respecto a otros métodos como la unién covalente. En este método puede ocurrir
gue la inmovilizacién de la proteinas sea reversible ya que la enzima puede ser
desorbida del soporte recuperando el soporte una vez se haya inactivado la

enzima.
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En el presente trabajo se propone el uso de un extracto crudo con
actividad lacasa producido por un hongo Trametes sp. nativo de la Huasteca
Hidalguense, el cual consume la madera de arboles vivos o0 muertos a condiciones
de temperatura de alrededor de los 37°C inmovilizado sobre superficies de carbdn

para ser utilizado como biocatodo en una microcelda combustible.
ll. REVISION DE LITERATURA
2.1 Celdas de combustible

Actualmente, la obtencién de energia es uno de los grandes retos que
enfrenta la humanidad, por esta razon se dedican grandes esfuerzos a la
busqueda de fuentes de energia que puedan reemplazar a los combustibles
fosiles.

Dentro de las alternativas que existen se encuentra la utilizacion de
celdas de combustibles, que produzcan energia eléctrica a partir de combustibles
renovables como el etanol, etilenglicol, glucosa, entre otros (Almeida y cols., 2012;
Cuevas-Muiiz y cols., 2012; Guerra-Balcazar y cols., 2012; Morales-Acosta y
cols., 2009 y 2011).

AuAg/C Lac-ABTS/C

Anolito Catolito
Glucosa 5mM PBSpHS5 O,
en KOH 0.3M Saturado

Figura 2.1 Esquema de una celda de combustible
18



Una celda de combustible (figura 2.1) es un dispositivo electroquimico que
transforma la energia quimica en energia eléctrica. Estd formada por dos
electrodos, un anodo donde ocurre la oxidacion de un combustible y un catodo
donde un agente oxidante se reduce (comunmente oxigeno). (Winter y Brodd,
2004)

La reaccion de reduccidon de oxigeno en celdas de combustible es muy
importante, ya que limita la reaccion de la celda de combustible y por lo tanto la
obtencion de energia a partir del mismo. Ademas, la estabilidad del material usado
como catalizador es un parametro importante a considerar. Se han utilizado
materiales inorganicos como el platino pero su costo es alto y su uso en
condiciones fisiologicas se ve limitado ya que pierde capacidad electrocatalitica.
(Gewirth y Thorum, 2010)

En este sentido, la enzima lacasa, utilizada en bioceldas enzimaticas, ofrece
una alternativa con respecto al platino para ser usada en la reaccion de reduccion

de oxigeno en condiciones fisiologicas. (Tortolini y cols., 2012)

Las bioceldas pueden clasificarse principalmente en dos tipos:
microbiolégicas y enzimaticas, las primeras utilizan microorganismos que catalizan
las reacciones de oxidacion y reduccion, principalmente tienen posible aplicacion
en dispositivos donde no existan limitaciones de tamafio y se requiera poca
corriente. Mientras que las enzimaticas, principalmente utilizan enzimas
oxidorreductasas, pueden emplearse como fuentes de poder recargables y en

dispositivos pequefios. (Barton y cols., 2004)

Las bioceldas enzimaticas contienen un mediador que puede estar en la

disolucibn o sobre una matriz polimérica en la superficie del electrodo,
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actualmente lo que se busca es que la transferencia electronica sea directa entre

la enzima y el electrodo.( Jones y cols., 2002)

Durante los ultimos afios se han desarrollado numerosos trabajos en el
gue se construyen biocatodos para bioceldas, en donde se utilizan enzimas como
la bilirrubina oxidasa y la lacasa comercial para la reaccion de reduccion de

oxigeno en condiciones fisioldgicas, a continuacion se presentan algunos de ellos:

Mano y colaboradores (2002 y 2003) han trabajado en celdas de tamafio
micrométrico las cuales han llegado a trabajar hasta por 6 dias, empleando 2
fibras recubiertas con enzimas (bilirubina oxidasa y glucosa oxidasa) para la
oxidacion de glucosa en una celda sin membrana. Reportan la obtencion de 4.3
mW mm? y voltajes de hasta 520 mV, para electrodos de 7mm de longitud y

proponen su uso en sensores CMOS y en dispositivos fisiologicos.

Stoica y colaboradores en 2009 usaron de complejos de osmio
polimerizados en la modificacién de una superficie de carbon. Emplearon lacasa y
celobiosa deshidrogenasa para la reduccidon del oxigeno y de la lactosa
respectivamente. Reportan que la densidad de potencia maxima obtenida es de
1.8 mWem?,

Wang y colaboradores en 2009 recubrieron sustratos de silicio con
nanotubos de carbén de una sola pared, empleado dos métodos (deposicion
guimica con vapor Yy electroforesis). Posteriormente estos sustratos fueron
nuevamente modificados con glucosa oxidasa y lacasa, en el anodo y catodo,
respectivamente. Los resultados muestran una potencia maxima de 1.38 mWcm,

la cual se pudo mantener durante 24 h.

Recientemente se han utilizado extracto crudo sin tratamientos adicionales de
purificacion para ser usado en el catodo de una combustible, demostrandose que

no hay una diferencia significativa en el rendimiento del catodo al usar el extracto

20



crudo o la lacasa purificada, manteniendo actividad reductora por 120 dias siendo
reabastecimiento periédico del cultivo. (Sané y cols., 2013)

2.2 Desarrollo de anodos inorgénicos

Las celdas de combustible basadas en glucosa tienen la ventaja de que
los productos que se forman en la reaccién de oxidacion de la glucosa son no
toxicos (H.O y CO,). Sin embargo, en la practica, la reaccion es incompleta porque
se produce acido gluconico el cual reduce el rendimiento de la celda de
combustible. Otra desventaja que presentan es el bajo rendimiento debido al
envenenamiento por productos de reaccion en la superficie del electrodo.

(Cuevas-Muiiiz y cols, 2011)

Algunos estudios han demostrado, que los catalizadores basados en oro
tienen una mayor actividad para la reaccion de oxidacion de glucosa con la
desventaja de que su costo es alto. Cuevas-Muiiz y cols. (2011) reportaron el uso
de AuAg en celdas de combustible que son selectivas a glucosa en presencia de
oxigeno y exhiben buena actividad electroquimica para la oxidacion de la glucosa,
esto con la finalidad de aumentar el rendimiento de la celda de combustible y

reducir los costos de catalizador.
2.3 Inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacién de una enzima se define como su fijacion a un soporte
insoluble (Arica y cols., 2009). Los métodos de inmovilizacion se clasifican
dependiendo si el enlace enzima-soporte se lleva a cabo por medios fisicos o
guimicos. Métodos de acoplamiento fisicos incluyen el atrapamiento de la enzima
en una matriz tridimensional o su encapsulacién en un polimero organico o
inorganico (membranas) (MatijoSyte et al., 2010), mientras que el acoplamiento

guimico puede ocurrir a través de adsorcion y union covalente.
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Existen diferentes métodos para inmovilizar enzimas sobre superficies
electrédicas, siendo los ma&s comunes: adsorcidon fisica, atrapamiento fisico,

entrecruzamiento y enlace covalente directo.

a)M C)Jm
M , 00000

Figura 2.2 Inmovilizacion de enzimas en superficies. a) adsorcion fisica; b)

atrapamiento fisico por membrana; c) entrecruzamiento; d) unién covalente.
Adsorcion fisica

La adsorcion es relativamente meétodo simple y de bajo costo para la
inmovilizacion de la lacasa y mayo por lo tanto tienen un potencial comercial mas
alto que otras metodologias. Es un método relativamente sencillo y de bajo costo,
la enzima se retiene en la superficie por fuerzas de Van der Waals, interacciones
hidrofébicas o interacciones electrostaticas. El pH, la fuerza ionica del medio y la
hidrofobicidad de la superficie debe tenerse en cuenta durante la inmovilizacion.

(Bayramoglu y Arica, 2009; Brady y Jordaan, 2009).
Atrapamiento fisico

El atrapamiento se define como la retencion fisica de las enzimas en una
matriz sélida porosa, como poliacrilamida, colageno, alginato o gelatina (Dayaram
y Dasgupta, 2008;. Lu y cols, 2007; Moeder y cols, 2004; Niladevi y Prema, 2008;

Phetsom y cols, 2009; Timur y cols, 2004). La enzima se suspende primero en la
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soluciébn de mondémero, y un proceso de polimerizacion posterior mantiene la

enzima atrapada, evitando contacto directo con el medio ambiente (figura 2.2 b).
2.4 Vulcan XC-72 como soporte

El carbén Vulcan XC-72® de Cabot es un tipo de negro de carbén, que es
esencialmente un nombre para cualquier tipo de polvos finos de carbono; se utiliza
como soporte ya que presenta una alta area superficial (254 m? g?) vy
conductividad eléctrica. En este material se pueden llevar a cabo reacciones
electroquimicas que tienen lugar en una interfase soélido-liquido (esencialmente

actiia como una estructura de soporte conductor o sustrato). (Basu, S., 2007)

VULCAN® xC-72

CARBON BLACK

»

15 KG NET WT.

Figura 2.3 Presentacion del carbon Vulcan XC-72 marca Cabot
2.5 Lacasas

Las lacasas son enzimas polifenol oxidasas, que pertenecen a la familia de
las oxidasas azul multicobre. Estas enzimas catalizan la oxidacion de un electrén
relacionadas con la reduccién de cuatro electrones de oxigeno molecular a agua.
(Piontek, 2002)

Las lacasas son proteinas N-glicosiladas con un contenido en carbohidratos

gue representa entre el 10% y el 45% de la masa de la molécula. Generalmente,
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aparecen en forma monomeérica, con una masa molecular entre 36 kDa y 80 kDa,

aunque la mayoria se encuentra entre 50-70 kDa.

N
e g
s i CH—C
= N // : NH
H,5\ A > His \_\\ ,His
_—Cu \
\ .
T :OH FH—CHz—S—CLLE
T } % i Cr Cys “His
- N _‘:‘\ = h
Fis Hls [ \)—CH—NH'/ 0 m

I
COOH

Cluster T2/T3

Figura 2.4 Estructura y Centros de Cu de la lacasa (Solomon y cols., 1996). Los
atomos de cobre se encuentran coordinados a histidinas (His), cistaminas (Cys) o
hidroxilos (OH). EI camino electronico que une el centro T1 con el cluster T2/T3 se

muestra detallado. (Vaz Dominguez, 2009)

Las lacasas son proteinas muy estables. Presentan un pl (punto
isoeléctrico) entre 2.6 y 4.5 y su maxima actividad varia en un amplio rango de pH,
entre 2.0y 8.5 (Rodriguez, 2006)

Las oxidasas multicobre se caracterizan por la presencia de varios atomos
de cobre en su estructura, en estado Cu?* de oxidacién. Estos atomos de cobre se
agrupan en tres tipos diferentes de centros de cobre: tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Las
lacasas son el miembro mas sencillo dentro de las oxidasas multicobre,

presentando un anico centro de cobre de cada tipo, figura 2.4. (Rodriguez, 2006)

El i6bn de cobre T1 (sitio mononuclear) es caracterizado por su banda de
absorcion con un maximo de 610nm y son responsables del color azul en
soluciones concentradas de estas proteinas.
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El i6n de cobre T2 (cobre no azul/ EPR cobre activo) muestra una
absorcion de del 330nm. El ion T3 (EPR-cobre inactivo) existe como un binuclear

integrado de dos antiferromagnético pareja de atomos cobre.

Los residuos de amino &cidos enlazan los iones de cobre T1, T2 y T3 que
son estrictamente conservados en todas las representaciones mononucleares de

oxidasas que contienen cobre (Lyashenko y cols. ,2006)
2.5.1 Mecanismo de reduccién de oxigeno de la lacasa

El mecanismo por el que se reduce oxigeno en las lacasas involucra la
transferencia de cuatro electrones, el cual involucra un sitio activo formado por 4
atomos de cobre distribuido en 3 sitios (1 atomo de cobre para los sitios T1y T2,
mientras que 2 atomos de cobre se encuentran en el sitio T3). El sitio T1 es donde
el sustrato se une al sitio activo para ser oxidado mientras que el electréon
resultante de esta oxidacion es transferido al claster formado por los 3 atomos de
cobre que forman los sitios T2 y T3 donde el oxigeno es reducido a agua. (Giroud
y Minteer, 2013)

Aunque no hay una idea definitiva acerca del camino electronico dentro
de la proteina, ni del mecanismo por el que se produce la reduccién del oxigeno,
se sabe que implica la formacion de un intermedio peroxido. Un esquema del ciclo
catalitico de reduccién de oxigeno, basado en estudios espectroscépicos y

cristalogréficos, puede verse en la figura 2.5 (Vaz Dominguez, 2009)
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Figura 2.5 a) Reaccion catalitica de la lacasa. b) Ciclo catalitico de la lacasa. Se

representa una molécula de sustrato en su forma reducida.

2.5.2 ABTS como mediador (2,2’-azidobis(3-etilbenzotiazoline-6-acido

sulfénico))

El amplio espectro de sustratos susceptibles de ser oxidados por las
lacasas hace que la presencia de datos respecto a su cinética sea enorme,
aunque solo unos pocos sustratos han sido tomados como modelos de oxidacion
por estas enzimas. Entre estos se encuentran el ABTS, la siringaldizina o el 2,6-
dimetoxifenol. (Rodriguez, 2006)

Bourbonnais y Paice (1997), que explican que el ABTS funciona como un
agente de oxidacion de la lignina, ya que por su tamafio puede difundir mejor entre

las fibras de la lignina que la lacasa. (Solis, 2005)

El ABTS presenta una banda de absorcion a 340 nm y se oxida dando un

cation radical (ABTS™) con un méaximo de absorcion a 414 nm, ambas formas con
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un coeficiente de adsorcién molar € = 3.6 x 10* M™* cm™. El cati6n radical ABTS™
no es estable, y desproporciona lentamente en ABTS y un azodicatién (ABTS?")
(figura 2.6). (Vaz Dominguez, 2009)
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Figura 2.6 Especies redox del ABTS.

2.6 Hipo6tesis y objetivos
2.6.1 Hipotesis

El desarrollo de un biocatodo basado en la enzima lacasa mediante
inmovilizacion fisica o covalentemente sobre superficies de carbono favorecera la
reduccion de oxigeno en una celda de combustible microfluidica operada en

condiciones fisiolégicas.
2.6.2 Objetivo General

Desarrollar y caracterizar un biocatodo para microceldas de combustible
basado en la enzima lacasa inmovilizada fisica o covalentemente sobre superficies

de carbono.
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2.6.3 Objetivos Particulares

— Caracterizar y comparar la actividad enzimatica de la lacasa de
Trametes sp. comercial y aislada del Trametes sp. Termotolerante en solucion.

— Evaluar la actividad enzimatica de la lacasa inmovilizada fisica o
covalentemente.

— Comparar la actividad catalitica de la lacasa inmovilizada sobre
superficies de carbono en la reaccion de reduccion de oxigeno.

— Evaluar el desempefio del biocatodo en una celda de combustible

microfluidica bajo condiciones fisiologicas.

lIl. METODOLOGIA
3.1 Preparacion del soporte

Se pesé 1g Vulcan XC-72® Cabot y se sometié a tratamiento térmico una
temperatura de 350°C por 3 horas, esto con el fin de remover los sulfuros e

impurezas que pueda contener el carbon.
3.2 Caracterizacion del soporte

3.2.1 Determinacion del area superficial, sitios acidos y basicos del

Vulcan XC-72® tratado térmicamente

La medicién del area superficial del carb6n Vulcan XC-72° tratado
térmicamente fue realizado en un equipo Autosorb iQ-AG marca Quantachrome
Instruments utilizando el método de BET (Brunauer y cols., 1938), los sitios activos
se determinaron por el método de titulacion acido-base propuesto por Boehm
(Boehm, 1970). Los sitos acidos se neutralizaron con una solucién patrén 0.1 N de

NaOH y los sitios basicos con una solucion patron 0.1N de HCI.
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Los sitios activos se determinaron aforando un matraz volumétrico de 50
mL con solucion neutralizante 0.1 N y agregando aproximadamente 0.25 g de
Vulcan XC-72® tratado térmicamente. Los matraces se guardaron a temperatura
constante a 25°C y se dejé por 5 dias. El matraz se agitd manualmente 2 veces al
dia. Una vez transcurrido este tiempo, se tomé una alicuota de 10 mL y se titulo
potenciométricamente (mediante un potencidmetro Orion 3 Star, Marca Thermo
Scientific) con soluciones 0.1 N de HCI o NaOH con respecto a los sitios.

3.2.2 Caracterizacion por FTIR-ATR

Se tomaron 10mg de carbon Vulcan XC-72 tratado térmicamente y se
realizé un analisis por FTIR-ATR en el equipo Spectrum 100, Marca Perkin Elmer
a temperatura ambiente, resolucién de 4cm™ y 16 barridos. Con la finalidad de

observar los grupos funcionales que presenta la superficie.
3.2.3 Potencial zeta
3.2.3.1 Preparacion de la tinta

Se pesaron 3mg de carbén Vulcan XC-72 tratado térmicamente y se le
ahadieron 189uL de isopropanol, llevandose a sonicar por 30 minutos.
Posteriormente a la mezcla se le afiade 21uL de nafién ® y se lleva a sonicar por

30 minutos.
3.2.3.2 Determinacion del potencial zeta

Los estudios de potencial zeta se realizaron en un Analizador
Electrocinético para el andlisis de superficies solidas, modelo SurPASS, marca
Anton-Paar. Se tomaron 800uL de la tinta de vulcan y se deposité sobre una placa
de carbon vitreo de 20 x 10mm dentro de una celda de ancho de canal ajustable,

la presion del fluido fue de 400mbar con una separacién de 100+1um.
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3.3 Preparacion del biocatodo

Se pesaron 80mg de carbon Vulcan XC-72® tratado térmicamente y se
adsorbieron 800uL de la solucién de ABTS 5mM dejandose secar a temperatura
ambiente por 24hrs. Posteriormente al material ABTS/Carbén se le adsorbieron
800pL de una solucién enzimética de Lacasa 1U/mL y se dej6 secar a temperatura

ambiente.
3.3.1 Caracterizacion por FTIR-ATR

Se tomaron 10mg de los compdésitos de Lacasa- ABTS/Vulcan XC-72® y
Lacasa/ Vulcan XC-72® (Lac-ABTS/C y Lac/C) y se realiz6 un analisis por FTIR-
ATR a temperatura ambiente, resolucién de 4cm™ y 16 barridos.

3.3.2 Potencial zeta

Se tomaron 800uL de una solucion de ABTS 5mM y se depositaron sobre
la placa de carbon vitreo con tinta de vulcan tratado térmicamente para observar el
efecto de la adsorcion de ABTS sobre el carbon Vulcan. Posteriormente se
tomaron 800uL de solucion de Lacasa 1U/mL y se adsorbieron sobre la placa de
carboén vitro con Vulcan XC-72® modificado con ABTS para observar el efecto de

la adsorcion de Lacasa sobre el potencial zeta del compaosito.
3.4 Pruebas en media celda
3.4.1 Preparacion de la tinta

Se pesaron 3mg del compésito de carbén Vulcan XC-72 tratado
térmicamente y se le afiadieron 168uL de agua desionizada, llevandose a
agitacion por voértex por 20 minutos. Posteriormente a la mezcla se le afiade 15 pL

de nafion ® y se lleva nuevamente a agitar por vortex por 10 minutos.
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3.4.2 Preparacion de la media celda

Se realizaron voltamperometria ciclicas del compdsito de lacasa en
presencia de oxigeno y en ausencia de este (nitrdgeno) a una velocidad de 200
mV s teniendo como electrodos: electrodo de carbén vitreo (trabajo), Calomel
(referencia) y Grafito (contraelectrodo). El electrodo de carbon vitreo fue
modificado con 1.5uL de la tinta del compdsito a evaluar. Para observar el efecto
de la concentracidn se preararon soluciones de lacasa 1, 3, 5 U/mL; las mismas
soluciones fueron utilizadas para evaluar el efecto de la velocidad.

3.5 Evaluacioén del biocatodo en la celda microfluidica
3.5.1 Construccion de la celda microfluidica

La celda de combustible se construyé usando dos chips: un chip de
pelicula fotorresistente pirolizada (PPF) y otro de PVC con colectores de aluminio.
Ademas de varias hojas de materiales poliméricos, como se muestra en la figura
3.1. En primer lugar, un polimero de ciclo-olefina de 188 micras de espesor (COP)
Zeonerfilm ® (ZF16-188) y cuatro capas de 80 micras gruesas capas adhesivas de
doble cara (PET Arcare ® 8725) se redujeron en un plotter de corte Silhouette y
alineado para formar el marco de chip (25 x 50 mm) con una ventana de 20 x 20
mm (figura 3.1a). Siguiente, un chip de PVC que contiene 500um adhesivas
colectores de electrodos de aluminio se mont6 dentro de la ventana (Figura 3.1b).
Entonces, el canal de corte esta hecha de Silastic ® que era 3 mm de ancho, 5 m
de altura y 20 mm de largo (Figura 3.1c). Por ultimo, la parte superior se construye
de dos capas CP (ZF16-188) y 80 micras de doble lado adhesivo de PET
(AR8725) capa (Figura 3.1d).
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Dimensions are

a) COP/PET expressed in millimeters

Figura 3.1 Diagrama de armado del dispositivo microfluidico
3.5.2 Pruebas en la celda microfluidica

Para la evaluacion en una celda de combustible microfluidica, se utiliz6 un
material anddico de AuAg (80.2% Au y 19.8% Ag) previamente reportado por el
grupo de trabajo para probar el biocatodo, como anolito se utilizé glucosa 5 mM en
KOH 0.3 M y como catolito Buffer fosfato pH 5 saturado con oxigeno. Se
realizaron curvas de polarizacion por cuatro dias consecutivos para observar la
estabilidad del biocatodo a temperatura ambiente. En algunos casos se utilizo el
SBF (simulated body fluid) como electrolito para observar el efecto de la carga

ibnica sobre la respuesta del biocatodo.
3.6 Obtencion del extracto crudo con actividad lacasa
3.6.1 Crecimiento del hongo C. polyzona

Se realiz6 el crecimiento de la cepa 44 en medio agar PDA y se llevd a

incubacion a 37°C por 4 dias.
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3.6.2 Determinacion de proteina por el Método de Bradford

Se tomaron 200uL de extracto crudo enzimatico y se agregaron en un vial
con 300uL de agua desionizada y 500uL del reactivo de Bradford se agit6
vigorosamente y se dejo reposar por 5min para leer absorbancia a una longitud de
onda de 595mn (Bradford, 1976).

3.6.3 Determinacion de actividad lacasa

Se tomaron 100uL de extracto crudo enzimatico y se agregaron a un vial
con 800pL de agua desionizada y 100puL de ABTS 10mM en buffer de acetatos
pH5.5. Se tomo la absorbancia cada 15 segundos por 2 minutos a una longitud de
onda de 420nm.

3.7 Variacion de la concentracion del mediador

3.7.1 Estudios de media celda en medio neutro

Se prepararon materiales por el mismo método para observar el efecto de
la variacion de mediador sobre la actividad del biocatodo. Estos materiales tenian
una concentracion de 1, 5 y 10mM de ABTS y fueron evaluados para la reaccion

de reduccién de oxigeno en medio neutro mediante voltamperometria ciclica.

Los perfiles de los materiales en medio neutro se realizaron en una celda
con un arreglo de 3 electrodos: como electrodo de trabajo se utilizé un electrodo
de carbon vitreo con 1.5uL de tinta del material a evaluar, un electrodo de calomel
como electrodo de referencia y un contraelectrodo de platino. Como medios se
usaron soluciones a un pH de 7.4 de buffer fosfato y de un fluido corporal
simulado SBF (Simulated Body Fluid; Kokubo y Takadama, 2006).

3.7.2 Comparacion de los biocatodos con respecto al platino comercial

Las pruebas de voltamperometria lineal de los biocatodos en medio
neutro se realizaron en una celda con un arreglo de 3 electrodos: como electrodo
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de trabajo se utilizé un electrodo de carbén vitreo con 1.5pL de tinta del material a
evaluar, un electrodo de calomel como electrodo de referencia y un
contraelectrodo de platino. Como medio se us6 una solucion de buffer fosfato a pH
7.4, posteriormente se realizaron adiciones de glucosa hasta tener una
concentracion de 5, 10 y 50 mM para observar la selectividad del biocatodo hacia
la reaccion de oxigeno en presencia de glucosa y compararla con respecto al
platino y un material a base de lacasa comercial.

3.7.3 Evaluacion del biocatodo en un dispositivo microfluidico en medio
neutro

Los experimentos fueron realizados en el dispositivo microfluidico con

chip de aluminio, utilizando como anodo Au/C y el biocatodo basados en extracto

crudo con actividad lacasa con 5mM de ABTS y otro con 10mM de ABTS con dos

flujos, manteniendo el anolito ideal (Glucosa 5mM en KOH 0.3M) y variando el

catolito entre Buffer fosfato pH 7.4 y SBF, ambos a 25uL/min para evaluar el

desempeiio de los biocatodos en medio neutro.

3.7.4 Evaluacion del biocatodo en un dispositivo air-breathing

Los experimentos fueron realizados en el dispositivo microfluidico
previamente reportado por Moreno-Zuria y cols. (2014), el cual presenta una
ventana para que el catodo pueda tomar el oxigeno del aire. El biocatodo se
depositdé sobre electrodos de papel toray y tela de carbon para evaluar su
desempernio, utilizando como anodo Au/C y el biocatodo basados en extracto crudo
con actividad lacasa con 10mM de ABTS con dos flujos, manteniendo el anolito
ideal (Glucosa 5mM en KOH 0.3M) y el catolito entre Buffer fosfato pH 7.4, ambos
a 25uL/min.
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3.8 Estudio de peliculas de extracto crudo con actividad lacasa inmovilizado
sobre alginato como biocatodo

3.8.1 Caracterizacion de las peliculas por SEM

Antes de realizar la caracterizacion por SEM las peliculas de alginato sin'y
con extracto fueron sometidas a un tratamiento que consistié en sumergir las
peliculas dentro de una solucion de ABTS 5mM por 72 horas, con la finalidad de

inmovilizar el mediador en la red de alginato.

3.8.2 Estudios de media celda en ausencia y presencia de mediador

Los perfiles de las peliculas de alginato se realizaron en una celda con un
arreglo de 3 electrodos: como electrodo de trabajo se utilizo un electrodo de
carbon vitreo con la pelicula a evaluar, un electrodo de calomel como electrodo de
referencia y un contraelectrodo de platino. Como medios se utilizaron el buffer
fosfato a pH 5 y ABTS 5mM en buffer fosfato pH 5.

3.8.3 Evaluacion del biocatodo en un dispositivo microfluidico en ausencia y
presencia de mediador

Los experimentos fueron realizados en el dispositivo microfluidico con

chip de aluminio, utilizando como anodo AuAg/C y el biocatodo basados en

extracto crudo con actividad lacasa con 5mM de ABTS y otro con 10mM de ABTS

con dos flujos, manteniendo el anolito ideal (Glucosa 5mM en KOH 0.3M) y como

el catolito el Buffer fosfato pH 5, ambos a 25uL/min para evaluar el desempefio de

los biocatodos en presencia y ausencia de mediador.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion de las superficies de carbdn

4.1.1 Area superficial y concentracion de sitios acidos y basicos

En el cuadro 4-1 se presenta un resumen de la caracterizacion obtenida del
Vulcan XC-72. El resultado del &rea superficial nos indica que tenemos una mayor
area de contacto para la adsorcién de la enzima lacasa sobre la superficie del
Vulcan XC-72. Ademas de poseer una mayor area superficial posee una mayor
cantidad de concentracidn de sitios acidos que basicos en su superficie con lo que
podemos predecir que la interaccion se dara entre los grupos acidos del carbon
Vulcan XC-72 y los grupos amino de la enzima lacasa.

Cuadro 4-1 Resumen de la caracterizacion del Vulcan XC-72 tratado

térmicamente.

Material Area superficial Concentracion Concentracion
(m? g™t de sitios acidos  de sitios basicos
(meq g™) (meq g™)
Vulcan XC-72 con 142.35 0.92 0.63

tratamiento térmico
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4.2 Caracterizacion por FTIR-ATR

—— Vulcan XC-72 |
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Figura 4.1 FTIR — ATR Vulcan XC-72, el experimento fue realizado a temperatura

ambiente con una resolucion de 4 cm™.

En la figura 4.1 se presenta el FTIR del carbon Vulcan XC-72, podemos observar
bandas atribuibles a enlaces C-C y C-O en su mayoria, resultado comparable con

la presencia de grupos acidos.
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4.3 Pruebas de Potencial Zeta
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Figura 4.2 Grafica de potencial Z para el soporte de vulcan XC-72.

En la figura 4.2 Se observa que el Vulcan XC-72 muestra un potencial zeta
negativo debido a la presencia de contraiones H,PO, and HPO,* cuando es
expuesto al buffer fosfatos de pH 5 mientras que en el SBF presenta un valor

positivo ya que se observa la presencia de co-iones.

4.4 Preparacion de los compdsitos Vulcan XC-72/ ABTS- Lacasa (Lac-
ABTS/C)

Se prepara una solucion de ABTS 5mM en Buffer Fosfato pH 5, se toman
800 pL de la misma y se deja adsorber sobre 80mg de Carbén Vulcan XC-72, el
material se deja secar a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se
toman 800 pL de una solucién de lacasa 1 U mL™" (Sigma Aldrich) y se dejan

adsorber sobre el compdsito ABTS/C por 24horas a temperatura ambiente.
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4.5 Caracterizacion por FTIR-ATR
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Figura 4.3 FTIR-ATR del Vulcan XC-72 Lacasa y Vulcan XC-72 ABTS
Lacasa, ambos experimentos se realizaron bajo mismas condiciones de

temperatura y humedad. La resolucion es fue de 4cm™

En el FTIR del compésito de Lacasa (figura 4.3) podemos observar los
picos caracteristicos de los grupos Amida | (1600-1690cm™), Amida Il (1480-1575
cm™) y Amida A (3300 cm™) de los enlaces peptidicos con corrimiento y atenuados
al estar soportados sobre carbon. Para el compdésito Vulcan XC-72 — ABTS —
Lacasa presenta corrimiento de los picos caracteristicos de enlaces peptidicos
Amida |, Amida Il y Amida A atribuidos a la enzima lacasa; ademas de
corrimientos en picos atribuidos al ABTS: Alargamiento simétrico del SO,,( 1176
cm™), C = N (2260 — 2240 cm™) and C-H aromatico (3050 — 3150 cm™).
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4.6 Pruebas de Potencial Zeta
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Figura 4.4 Grafica de potencial Z para cada uno de los arreglos del biocatodo

(soporte, soporte + mediador, soporte + mediador + enzima).

En la figura 4.4 Se observa que el Vulcan XC-72 muestra un potencial
zeta negativo debido a la presencia de contraiones H,PO, and HPO,? , cuando es
incorporado el ABTS el valor negativo de potencial zeta de la superficie se ve
disminuido, lo cual puede ser atribuido a la interaccién del vulcan XC-72 y los
contraiones con los grupos funcionales del ABTS (N*, OH"). Cuando se le agrega
la enzima lacasa al material de Vulcan XC-72 con ABTS se presenta un potencial
zeta positivo ya que los grupos N* en el ABTS interaccionan con los COOH y OH,
exponiendo los co-iones Cu?* de la lacasa. Permitiendo que se vea favorecida la

reaccion de reduccion de oxigeno.
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4.7 Pruebas en media celda

4.7.1 Pruebas de media celda con solucién de lacasa
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Figura 4.5 a) Evaluacion electroquimica de los diferentes soportes en presencia
de la enzima lacasa en solucion (Vulcan XC-72 con tratamiento y sin tratamiento

térmico, carbon vitreo y grafito espectroscopico), b) Efecto de la concentracion de

enzima en la solucién.

En la Figura 4.5-a se observa que el carbén Vulcan XC-72° con tratamiento
térmico interacciona con la enzima lacasa que se encuentra en la solucidon
mientras que en los voltamperogramas de los demas materiales no existen picos
de oxidacion o reduccion. En la figura 4.5-b se observan picos de oxidacion y
reduccion atribuidos a la lacasa encontrando que se definen mejor en el rango de
concentracién de enzima de 1 a 3 U mL™, al alcanzar una mayor concentracion (5

U mL™Y) la intensidad de los picos de la lacasa se ven disminuidos.

4.7.2 Caracterizacion electroquimica de la lacasa a diferentes velocidades

En la Figura 4.6 se observa que a mayor velocidad de barrido se define el pico

atribuido a la lacasa, ademas de que los procesos donde la solucién de lacasa 3 U
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mL? interacciona con el electrodo de carbén vitreo se observan a mayores

velocidades.

0.1

0.0 |

— 10mV/s
—20mV/s
—50mV/s
’ 100mVi/s
200mvi/s
-0.2 - —— 500mV/s -

0.0 0.6 1.2
Potencial vs ENH/ V

o1b

Densidad de corriente /mAcm™?

Figura 4.6 Efecto de la velocidad de barrido en la caracterizacion electroquimica

de la enzima lacasa.
4.7.3 Evaluacion electroquimica de la reaccion de reduccion de oxigeno

Las pruebas electroquimicas se realizaron en buffer de fosfatos pH 5
teniendo el electrodo de calomel como referencia, una barra de grafito como
contraelectrodo y electrodo de trabajo de carbon vitreo al cual se le depositaba

1.5uL de tinta del material a evaluar.
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Figura 4.7 Evaluacion electroquimica del biocatodo en ausencia y presencia de

oxigeno.

En la evaluacion electroquimica de la lacasa y el mediador inmovilizados
por adsorcion (figura 4.7) podemos observar los picos de oxidacion y reduccion del
ABTS gue muestran indirectamente la reaccion de reduccion de oxigeno (0.78V,

muy cercano al reportado para la RRO alrededor de 0.8V).

4.8 Evaluacioén en la celda microfluidica con chip PPF

La celda de combustible esta constituida por un material anddico de AuAg
(80.2% Au y 19.8% Ag) previamente reportado por el grupo de trabajo para probar
el biocatodo, como anolito se utilizé glucosa 5 mM en KOH 0.3 M y como catolito
Buffer fosfato pH 5 saturado con oxigeno. Se realizaron curvas de polarizacion

para observar el desempefio del biocatodo a temperatura ambiente.
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Figura 4.8 Curvas de polarizaciéon a) Comparacion de condiciones SBF (anolito:
Glucosa 5 mM en SBF N, catolito: SBF O,, 2 flujos 25uL min™) y Soluciones
Ideales (anolito: Glucosa 5 mM en KOH 0.3M Ny, catolito: PBS pH 5 O, 2 flujos 25
uL min™); b) Comparacién de condiciones SBF 2 flujos y 1 flujo (anolito: Glucosa
5mM en SBF N, catolito: SBF O, 25uL min™).

En la figura 4.8 se muestran las curvas de polarizacion de las celdas de
combustible en medio ideal para el anodo y catodo sobre electrodos de PPF se
observa que en condiciones ideales el rendimiento de la celda es menor que el
voltaje que podria obtener con respecto al tedrico calculado a partir de las medias
celdas (1.23V). El rendimiento de las celdas donde se tenia el medio SBF fue muy
pobre, esto puede deberse a la carga ionica del medio, ademas de que no es el

pH adecuado para que el anodo lleve a cabo la reaccidon de oxidacidon de glucosa.

En el cuadro 4-2 se muestra un resumen de los resultados obtenidos de las curvas
de polarizacion para cada arreglo de celda PPF, comparando con la bibliografia
reportada para celdas hibridas su rendimiento, aun en condiciones ideales, es

pobre, este bajo rendimiento puede ser atribuido a los problemas que se tuvieron
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por el desprendimiento del PPF con el depdsito al estar realizando la evaluacién
de la celda.

Cuadro 4-2 Resumen de los resultados obtenidos de las pruebas en la celda PPF.

Experimento anodo/catodo  OCV/V Densidad de potencia

maxima / mW cm

Condiciones Ideales AuAg/Vulcan 0.479 0.0503

) XC-72 ABTS
Anolito: Glucosa 5
Lac
mMen KOH 0.3 M

Catolito: Buffer
fosfato pH5 O3

SBF 2 Flujos 0.127 0.00679

Anolito: Glucosa
5mM en SBF

Catolito: SBF O,

SBF 1 Flujo 0.120 0.00001

Solucién: Glucosa 5
mM en SBF O»
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4.9 Evaluacion en la celda microfluidica modificada con chip de aluminio

La celda de combustible esté constituida por un material anédico de AuAg
(80.2% Au y 19.8% Ag) previamente reportado por el grupo de trabajo para probar
el biocatodo, como anolito se utilizé glucosa 5 mM en KOH 0.3 M y como catolito
Buffer fosfato pH 5 saturado con oxigeno. Se realizaron curvas de polarizacion por
cuatro dias consecutivos para observar la estabilidad del biocatodo a temperatura

ambiente.

Day 1
Day2 -04
Day 3
Day 4

® >on

Potencia / V

WD AW / BIDUSO 9p pepisuaq

Densidad de Corriente / mA cm™

Figura 4.9 Prueba de estabilidad: Se realizaron curvas de polarizacion del

dispositivo por dia.

En la figura 4.9 se muestran las diferentes curvas de polarizacion de la celda de
combustible en medio ideal para el anodo y catodo sobre electrodos de aluminio
se observa que en condiciones ideales el rendimiento de la celda para el primer
dia (1.21V) es muy cercano al voltaje que podria obtener con respecto al tedrico
calculado a partir de las medias celdas (1.23V). Entre el segundo y cuarto dia se
logra estabilizar el dispositivo microfluidico, pero se disminuye su potencia y
densidad de corriente lo cual puede ser atribuido a la pérdida enzimatica por el

flujo al que es sometido el material.
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4.10 Seleccion de la cepa
4.10.1 Crecimiento de las cepas 44y 46 del hongo Trametes sp.

Al realizar la cinética en la fermentacion liquida con los medios Kirk y
medio PDB, para cada cepa, se observé que para la cepa 44 se produjo una
mayor actividad enzimética en el medio Kirk entre el sexto y séptimo dia lo cual se
puede observar en la Figura 4.10
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Figura 4.10 Actividad lacasa y pH del medio de cultivo durante el crecimiento del

Trametes sp. cepa 44.

En la Figura 4.10 se muestra la correlacion de la cantidad proteina en el
medio y el pH (acido) en el que se obtiene actividad lacasa durante la cinética de

crecimiento.
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Se realizd la seleccién de extractos con mayor actividad lacasa para

posteriormente obtener el Zimograma.

4.10.2 Zimograma

Se realizaron los geles de poliacrilamida al 12% en condiciones no
desnaturalizantes como se menciona en la metodologia para los extractos crudos
enzimaticos con mayor actividad lacasa los resultados obtenidos después de la

realizacion de los zimogramas se muestran en la Figura 4.11.

512 58 310 48 47 38

1 [ ®*1 |soformas

Figura 4.11 Zimograma realizado a los extractos crudos enzimaticos de la cepa 44
de Trametes sp. y una representacion del mismo (se realizé porque en la imagen

no se observa con claridad)

Los resultados mostraron que el hongo Trametes sp. cepa 44 produce al
menos dos isoformas de la enzima lacasa en medio Kirk mientras que en el medio
PDB puede darse el caso que solo sea una forma de la enzima lacasa o que al
presentarse un manchon en el zimograma sean varias isoformas en el mismo

orden de peso molecular.
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4.11 Evaluacién en celda del extracto de lacasa

Se prepard un material con extracto de lacasa bajo la misma preparacion
qgue el de la comercial y se evalu6 con la misma celda que la lacasa comercial,
obteniéndose una mayor entrega de potencia (mayor al 10%) de la celda con el
extracto enzimatico en comparacion con la enzima comercial, ademas de una

mayor corriente de corto circuito, 2 mA cm?vs. 1.6 mA cm™.
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Figura 4.12 Comparacion del biocatodo construido a partir de lacasa comercial vs
el construido a partir de Extracto Lacasa- ABTS/C: Se compararon curvas de

polarizacion de cada dispositivo.

En la figura 4.12 se muestran las curvas de polarizacion de la celda de
combustible para los biocatodos a partir de lacasa comercial y el basado en
extracto crudo con actividad lacasa en medio ideal para el anodo y catodo sobre
electrodos de aluminio, se observa que en condiciones ideales el rendimiento de la
celda para las celdas de los dos biocatodos (1.21V) es muy cercano al voltaje que
podria obtener con respecto al tedrico calculado a partir de las medias celdas
(1.23V). Sin embargo, la potencia maxima y densidad de corriente a corto circuito

es mucho mayor para el biocatodo a partir del extracto, lo cual puede ser atribuido
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a que algun componente del extracto logra mantener estable a la enzima y por lo

tanto mas activa a la reaccion de reduccion de oxigeno.

Cuadro 4-3 Comparacion de los parametros voltaje y potencia maxima de celdas

de combustible hibridas reportadas en la bibliografia y las construidas durante la

presente tesis.

Anodo Céatodo Anolito Catolito OCV/ Jmax/ Pmax/ Tipo Referencia
\ mAcm  mWem
GOoxX TTF - Pt Glucosa O, gas 0.99 0.4 0.12 PEM Ivanov et al.
TCNQ 5mM 2011
Acero
Inoxidable
Au, Pt BOD- Glucosa Buffer fosfato 0.81 0.45 0.17 con Habrioux et
ABTS 300mM en pH7.40, Membrana al. 2010
Vulcan Buffer
XC-72 fosfato pH
7.4
Diaforasa Pt Glucosa O, 0.55 0.13 0.03 Microfluidica Togo et al.
y GDH 5mM NAD+ 2007
1ImM
GOx /y- Pt Glucosa 10 O, inPBS 0.3 0.26 0.03 Microfluidica Galindo et
Fe,O, mM PBS pH al. 2012
7.4 pH 7.4
Aug Ag,./ Vulcan Glucosa Buffer fosfato 1.21 1.7 0.45 Microfluidica  El presente
c XC-72 5mM en pPH50, trabajo
ABTS KOH 0.3M
Lacasa N,
Vulcan 1.23 1.96 0.51 Microfluidica
XC-72
ABTS
Extracto
Lacasa

* V= \Voltaje, J= Densidad de corriente , Pméx= Potencia maxima

En el cuadro 4-3 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos con

respecto a la bibliografia reportada para celdas hibridas con electrodos de

aluminio, mostrando un mayor desempefio en los parametros de potencial de
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circuito abierto alcanzado, potencia maxima y densidad de corriente a corto

circuito que los anteriormente reportados.

4.12 Variacion de la cantidad de mediador
4.12.1 Pruebas en media celda en medio neutro

En los estudios de voltamperometria ciclica (Figura 4.13) se observé el pico de
reduccion de ABTS en 0.78V en el buffer fosfato pH 7.4, lograndose definir mejor a

una concentracion de mediador de 10mM en ambos medios.
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Figura 4.13 Voltamperogramas de los biocatodos en medio neutro en presencia
de oxigeno: a) Voltamperogramas de los biocatodos en presencia de O, en PBS

pH 7.4, b) Voltamperogramas de los biocatodos en presencia de O, en SBF pH
7.4

4.12.2 Voltamperometria lineal de los biocatodos contra platino comercial

En los estudios de voltamperometria lineal para los biocatodos (Figura 4.14 a) se
observo el pico de reduccién de ABTS en 0.78V en el buffer fosfato pH 7.4, con
respecto a platino el potencial de reduccion del biocatodo se encuentra corrido

hacia la derecha lo cual indica que es mejor catalizador que el platino para la
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reaccion de reduccion de oxigeno en medio neutro. En la figura 4.14b se puede
observar que el biocatodo es tolerante a glucosa, ya que a pesar de que se
aumente la concentracion de glucosa continda reduciendo oxigeno aunque en
menor cantidad.

Densidad de Corriente/mAcm’
Densidad de Corriente/mAcm’™

gol — PYCPBST74 TN —— ExtLacABTS10mM/C PBS 7.4

- —— ExtLacABTS10mM/C Glucosa 5mM PBS 7.4
I Lac-ABTSSmM/C PBS 7.4 I —— ExtLacABTS10mM/C Glucosa 10mM PBS 7.4
i — ExtLac-ABTS10mM/C PBS 7.4 35 ExtLacABTS10mM/C Glucosa 50mM PBS 7.4 .
1 1 1 1 1 1 _40 o4 o 1 . & o 1 . 1 . & o 1 o 1 o & o {1 o & o 1 . 1
0.2 0.0 0.2 04 06 0.8 03 -02-01 00 01 02 03 04 05 06 0.7 08 0.9
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Figura 4.14 a) Voltamperogramas de los biocatodos comparados con platino en
presencia de O, en PBS pH 7.4, b) Voltamperogramas de los biocatodos en

presencia de O, y variando la concentracion de glucosa (5, 10 y 50mM) en PBS
pH 7.4.

4.12.3 Pruebas en dispositivo microfluidico

Se realizaron los experimentos en el dispositivo microfluidico con chip de aluminio
con dos flujos descritos en el cuadro 4-4, ambos a 25uL/min para evaluar el

desempenio del biocatodo en medio neutro.
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Cuadro 4-4 Experimentos realizados en el dispositivo microfluidico en medio

neutro

Experimento  Anodo Catodo Anolito Catolito
1 Au/C Vulcan XC-72 Glucosa PBSpH7.40,
ABTS 5mM 5mM en
Extracto Lacasa KOH 0.3M
sobre Aluminio N,
2 Au/C Vulcan XC-72 Glucosa SBF
ABTS 5mM 5mM en
Extracto Lacasa KOH 0.3M
sobre Aluminio N,
3 Au/C Vulcan XC-72 Glucosa PBSpH7.40,
ABTS10mM 5mM en
Extracto Lacasa KOH 0.3M
sobre Aluminio N

2

En la figura 4.15 se muestran las curvas de polarizacion de la celda de
combustible para el biocatodo basado en extracto crudo con actividad lacasa en
medio ideal para el anodo y medio neutro para el catodo sobre electrodos de
aluminio, se observa que el rendimiento de la celda para las celdas de los dos
biocatodos con ABTS 5mM y 10mM (0.98V PBS pH7.4 y 0.93V SBF; 1.07V PBS
pH7.4 para el de ABTS10mM) no es muy cercano al voltaje que podria obtener
con respecto al tedrico calculado a partir de las medias celdas (1.2V). Esto puede
ser debido a que la actividad de la enzima se ve disminuida en medio neutro. El
aumento en la densidad de corriente y por consiguiente la potencia maxima puede
ser atribuida a la incorporacion del Au/C como anodo, ya que este aumenta la

conductividad.
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Figura 4.15 Curvas de polarizacion del biocatodo construido a partir de Extracto
Lacasa- ABTS/C: a) Comparacion de curvas de polarizacion del desempeiio del
biocatodo en el dispositivo microfluidico en medio PBS pH 7.4 y SBF para el
material ExLac-ABTS5mM/C, b) Curva de polarizacion del dispositivo microfluidico
con biocatodo ExLac-ABTS10mM/C.

El cuadro 4-5 resume los parametros obtenidos en los experimentos en medio
neutro, en el cual se puede observar que la densidad de corriente y potencia
maxima es mucho mayor que las reportadas anteriormente e incluso en la

literature para celdas hibridas.
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Cuadro 4-5 Resumen de los pardmetros obtenidos para los dispositivos

microfluidicos en medio neutro.

Experimento  Anodo Cétodo Anolito Catolito OCVv/V J max/ Pmax/

-2 -2
mAcm mwWcm

1 Au/C Vulcan XC-72 Glucosa PBSpH7.40, 0.98 2.93 0.81
ABTS Extracto 5mM en
Lacasa sobre KOH 0.3M
Aluminio N,
2 Au/C Vulcan XC-72 Glucosa SBF 0.93 0.44 0.14
ABTS Extracto 5mM en
Lacasa sobre KOH 0.3M
Aluminio N,
3 Au/C Vulcan XC-72 Glucosa PBSpH 7.4 0, 1.07 0.55 0.19
ABTS10mM 5mM en
Extracto Lacasa KOH 0.3M
sobre Aluminio N

2

4.12.4 Pruebas en dispositivo air-breathing

En la figura 4.16 se muestran las curvas de polarizacion de la celda de
combustible para el biocatodo basado en extracto crudo con actividad lacasa en
medio ideal para el anodo y catodo en medio neutro sobre papel toray y tela de
carbdn, se observa que el mejor rendimiento se obtiene cuando el biocatodo fue
depositado sobre papel toray. Aunque no se obtenga un voltaje mayor que los
reportados para las celdas cerradas de AuAg/C como anodo, la potencia maxima y
densidad de corriente a corto circuito es mucho mayor en ambos (tela y carbon
toray), lo cual puede ser atribuido a que se obtiene un mejor desempefio al dejar

gue el oxigeno sea tomado del aire y no inyectado a la solucion del catolito.
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Figura 4.16 Comparacion de curvas de polarizacién para el biocatodo depositado
sobre tela y carbon toray en medio neutro para el catodo, a la izquierda se
muestra una fotografia del dispositivo air- breathing.

4.13 Estudio de peliculas de extracto crudo con actividad lacasa
inmovilizado sobre alginato como biocatodo

Se analizaron peliculas proporcionadas por el laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad Politécnica de Pachuca las cuales contenian 2UA de extracto con
actividad lacasa inmovilizada por atrapamiento con el fin de usarlas como

biocatodos.
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4.13.1 Caracterizacién por SEM

Figura 4.17 Micrografias electronicas para las diferentes peliculas de Alginato a)
sin extracto y con ABTS a 500x. b) con extracto y ABTS a 500x. c) sin extracto y
con ABTS a 2000x. d) con extracto y ABTS a 2000x.

En las figuras 4.17 a y c representan la pelicula de Alginato sin extracto vista a
500x y 2000x se observan claramente los cristales que posiblemente son de Ca 'y
la red del alginato en donde es posible atrapar a la enzima. La figura 4.17 by d
éstas pertenecen a la pelicula con el extracto visto a 500x y 2000x, aqui se

observa la misma estructura anterior pero con mayor abundancia de cristales y
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con ciertas aglomeraciones que pueden ser proteinas y medio correspondiente al

extracto.
4.13.2 Pruebas en media celda en presencia y ausencia de mediador

En los estudios de voltamperometria ciclica (Figura 4.18) se observaron los picos
de reduccién de ABTS en 0.78V y 1.08V en la solucion de ABTS 5mM en buffer
fosfato pH 5, estos picos solo se observan en el material que contiene extracto
crudo con actividad lacasa inmovilizado. Lo cual indirectamente nos indica que se

lleva a cabo la reaccion de reduccion de oxigeno.
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Figura 4.18 Voltamperogramas de los biocatodos de extracto lacasa en alginato
en ABTS 5mM en buffer fosfato pH5: a) Voltamperogramas de los materiales
alginate sin extracto y con extracto en presencia de O, en ABTS 5mM en PBS pH
5, b) Voltamperogramas de los biocatodos en presencia y ausencia de O, en

ABTS5mM en ausencia y presencia de oxigeno.
4.13.3 Pruebas con dispositivo en presencia y ausencia de mediador

El cuadro 4-6 se muestran los parametros obtenidos las curvas de polarizacion de
la celda de combustible para el biocatodo basado en extracto crudo con actividad
lacasa en alginato en medio ideal para el anodo y medios buffer pH5 y ABTS 5mM

en buffer pH 5 para el catodo sobre electrodos de aluminio, si bien observamos
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qgue el rendimiento de la celdas son mucho menores que los reportados

anteriormente para las celdas de AuAg, se logré inmovilizar el mediador en el

alginato con extracto crudo. Ademas de obtener una transferencia electronica

directa por parte del alginato con extracto crudo.

Cuadro 4-6 Resumen de los pardmetros obtenidos para los dispositivos

microfluidicos con biocatodos de alginato en ausencia y presencia de mediador.

Celda Anodo Catodo Anolito Catolito OoCV/V J max/ Pmax/ Transferencia
mAcm” mwem” Electrénica
1 Aug Ag,/C Alginato Glucosa 5mM ABTS 5mM 0.81 1.240 0.095 Mediada
Extracto en KOH 0.3M
Lacasa 2UA N, en PBS pH 5
O2
2 Aug A, /C Alginato Glucosa 5mM  PBSpH5 O, 0.81 0.85 0.067 Mediada
Extracto en KOH 0.3M
Lacasa 2UA N2
ABTS 5mM
3 Aug A, /C Alginato Glucosa 5mM  PBSpH 5O, 0.62 0.010 0.0012 Directa
Extracto en KOH 0.3M 1.2x107°
Lacasa 2UA N

2
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CONCLUSIONES

El carbdn vulcan XC-72 se eligi6 como mejor soporte para la adsorcion
por su alta area superficial y los sitios acidos del mismo, los cuales favorecen una

interaccion electrostatica entre el soporte y las moléculas adsorbidas.

Se logré la inmovilizacion por adsorcién tanto del mediador y la enzima
lacasa tanto comercial como el extracto sobre el soporte de vulcan XC-72 con

tratamiento térmico.

Los estudios de FTIR — ATR de manera conjunta con los estudios de
potencial zeta comprueban la adsorcidn tanto de la enzima lacasa como del ABTS.

En los estudios de media celda en presencia de oxigeno se observaron
los picos de oxidacion y reduccion del complejo ABTS — lacasa, los cuales nos

indican indirectamente la reduccion de oxigeno.

El dispositivo microfluidico con un biocatodo a partir de lacasa comercial
alcanz6 un voltaje de 1.21V el cual corresponde al valor estimado a partir de los
resultados de media celda, entregd su potencia maxima el primer dia y se logro
estabilizar del 2° al 4° dia. Una disminucién de la densidad de corriente y de la
potencia maxima ocurre debido a que existe una desorcion de la enzima a causa

del flujo con el que los fluidos recorren el electrodo.

El dispositivo microfluidico con un biocatodo a partir de extracto de lacasa
alcanzé un voltaje de 1.21V el cual corresponde al valor obtenido para el

dispositivo con el biocatodo a partir de lacasa comercial.

Como trabajo a futuro se recomienda trabajar con el extracto adsorbido
sobre carbon vulcan ya que presenta buena actividad electroquimica para la
reduccion de oxigeno en medio neutro tanto en celdas cerradas como en celdas

air-breathing.
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Apéndice 1. Cuadro resumen de las evaluaciones de los biocatodos en dispositivos microfluidicos realizados
durante la presente tesis

Experimento Anodo Cétodo Anolito Catolito OoCVv/V J max/ Pmax/ Tipo Transferencia
mAcm> mwem” Electrénica
1 Aug Ag,,/C  Vulcan XC- Glucosa PBS pH5 O; 0.479 0.260 0.0503 Cerrada Mediada
sobre PPE 72 ABTS 5mM KOH 5.03x107
Lacasa 0.3M N2
sobre PPF
2 Aug Ag,,/C  Vulcan XC- Glucosa SBF O, 0.127 0.120 0.00679 Cerrada Mediada
sobre PPF 72ABTS  5mM SBF N; 6.79x10°
Lacasa
sobre PPF
3 AusOAgm/C Vulcan XC- Glucosa Glucosa 5mM 0.120 0.003 0.00001 Cerrada Mediada
sobre PPE 72 ABTS 5mM SBF SBF O, 3x10° 1x10°
Lacasa O,
sobre PPF
4 AusoAgZO/C Vulcan XC- Glucosa PBS pH5 O; 1.08 1.01 0.31 Cerrada Mediada
72 ABTS 5mM KOH
Lacasa 0.3M Nz
sobre
Aluminio
5 Aug Ag, /C  Vulcan XC- Glucosa SBF O 0.51 0.50 0.10 Cerrada Mediada

72 ABTS 5mM KOH

Lacasa




AugAg,/C

Aug A, /C

sobre

Aluminio

Vulcan XC-
72 ABTS
Lacasa
sobre

Aluminio

Vulcan XC-
72 ABTS
Lacasa
sobre

Aluminio

Vulcan XC-
72 ABTS
Extracto

Lacasa
sobre

Aluminio

0.3M N

Glucosa
5mM SBF N

Glucosa
5mM en
KOH 0.3M

N2

SBF Oz

PBSpH50,

0.06

1.21

1.23

1.54x10°

4

1.70

1.96

2.46x10°

0.45

0.51

Cerrada

Cerrada

Mediada

Mediada

Mediada




Experimento Anodo Cétodo Anolito Catolito OoCVv/V J max/ Pmax/ Tipo Transferencia
mAcm> mwem Electrénica
9 AugAg,./C Alginato Glucosa ABTS 5mM 0.81 1.240 0.095 Cerrada Mediada
Extracto 5mM en
Lacasa ~ KOHO03wm SNPBSPHSO,
2UA N2
10 Aug Ag,/C Alginato Glucosa PBSpH50, 0.81 0.85 0.067 Cerrada Mediada
Extracto 5mM en
Lacasa KOH 0.3M
2UA ABTS N2
5mM
11 Aug A, /C Alginato Glucosa PBSpH50, 0.62 0.010 0.0012 Cerrada Directa
Extracto 5mM en 1.2x10°
Lacasa KOH 0.3M
2UA N,
12 Au/C Vulcan XC- Glucosa PBSpH7.40, 0.98 2.93 0.81 Cerrada Mediada
72 ABTS 5mM en
Extracto KOH 0.3M
Lacasa N,
sobre
Aluminio




13 Au/C Vulcan XC-
72 ABTS
Extracto

Lacasa
sobre

Aluminio

14 Au/C Vulcan XC-
72
ABTS10mM
Extracto
Lacasa
sobre

Aluminio

15 Au/C Vulcan XC-
72
ABTS10mM
Extracto
Lacasa

sobre Tela

Glucosa SBF 0.93 0.44
5mM en
KOH 0.3M

N2

Glucosa PBSpH7.40, 1.07 0.55
5mM en
KOH 0.3M

N2

Glucosa PBS pH 7.4 0.67 18.18
5mM en
KOH 0.3M

N

2

0.14

0.19

2.86

Cerrada

Cerrada

Breathing

Mediada

Mediada

Mediada




Experimento Anodo Cétodo Anolito Catolito OoCVv/V J max/ Pmax/ Tipo Transferencia
mAcm> mwem Electrénica
16 Au/C Vulcan XC- Glucosa PBSpH 7.4 1.00 20.59 5.08 Breathing Mediada
72 5mM en
ABTS10mM KOH 0.3M
Extracto N,
Lacasa

sobre Toray
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