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Resumen

El ser humano hace uso de fuentes de energia como pilas y baterias para proveer energia a
dispositivos portétiles, lo cual tiene repercusiones negativas en el medio ambiente al
momento de ser desechadas, por lo que se debe indagar en nuevas fuentes de energpia
portatiles. EI uso de microorganismos para producir energia a partir de sustrato organico es
una tecnologia en la que se ha llevado a cabo investigacion y ha captado interés reciente

debido a su implementacién en celdas de combustible microfluidicas.

En el presente trabajo se desarrollaron anodos para celdas de combustible microfluidicas
fabricadas en papel de un solo canal, haciendo uso de levadura Saccharomyces cerevisiae
inmovilizada en dos sistemas, uno que incluye carbén Vulcan y otro que incluye 6xido de
grafeno para consumir los carbohidratos glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa. El
comportamiento electroquimico de un electrodo de carbono vitreo recubierto con tinta que
contiene levadura se evalu6 mediante voltamperometria ciclica para la oxidacion de las
diferentes aztcares. También se obtuvieron imagenes SEM de la levadura inmovilizada sobre
sustrato de carbono. Se desarrollaron celdas de combustible microfluidicas fabricadas con
papel absorbente de un solo flujo, las cuales fueron caracterizadas al obtener el potencial de
circuito abierto, la cronoamperometria, las curvas de descarga y polarizacién y las curvas de
potencia probando los sistemas. desarrollados de las celdas de combustible con los
carbohidratos de interés. Debido a los recursos econdmicos necesarios para fabricarlo, la
celda de combustible microfluidica presentada es un fuerte candidato desechable para su uso

en dispositivos electronicos de baja potencia.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, 6xido de grafeno, celda de combustible

microfluidica, voltamperometria, glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa, electroquimica.



Summary

Humanity makes use of non-renewable and polluting energy sources as batteries to provide
energy to portable devices which has negative repercussions in the environment at the
moment of being discarded, so it is necessary to look for new portable energy sources. The
use of microorganisms to produce energy from organic substrate is a technology in"which
investigations have been carried out and it has attracted interest recently due to its

implementation in microfluidic fuel cells.

In the present work, anodes for single-channel paper-based microfluidic fuel cells were
developed, using immobilized Saccharomyces cerevisiae yeast in two systems, one of them
including Vulcan and the other including graphene oxide. Theyeast was applied to the anode
to consume glucose, fructose, maltose and sucrose. The electrochemical behavior of a
vitreous carbon electrode modified with yeast-containing ink was evaluated by cyclic
voltammetry for the oxidation of the different sugars. SEM images of the yeast immobilized
on carbon substrate were also obtained. Single flow absorbent paper microfluidic fuel cells
were developed, which were characterized by obtaining open circuit potential,
chronoamperometry, discharge and polarization curves and power curves by testing the
developed fuel cell systems with the carbohydrates of interest. Due to the financial resources
required to manufacture it, the microfluidic fuel cell was a strong disposable candidate for its

use in small energy electronic devices.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, graphene oxide, microfluidic fuel cell, voltammetry,

glucose, fructose, maltose, sucrose, electrochemistry.
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Figura 68: Curva de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con
tinta catalitica de levadura con Oxido de grafeno en el anodo para CsFeKsNs 1 MM en
ausencia de 1as aZUCAreS de INLEIES. ........ccvveiiiiiirieeeie e 88
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Figura 69: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con
tinta catalitica de levadura con Oxido de grafeno en el &nodo para glucosa con
concentraciones de 1, 5y 10 mM con CeFeKaNe 1 MM. ...cooiiiiiiiiiiiiicec e 89
Figura 70: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con
tinta catalitica de levadura con o6xido de grafeno en el &nodo para fructosa con
concentraciones de 1, 5y 10 mM con CeFeKaNe 1 MM. ..o 90
Figura 71: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con
tinta catalitica de levadura con Oxido de grafeno en el &nodo para maltosa con
concentraciones de 1, 5y 10 mM con CeFeKaNs L MM. .....cccooiiiiiiiiniiieniee e 91
Figura 72: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con
tinta catalitica de levadura con Oxido de grafeno en el anodo para sacarosa con
concentraciones de 1, 5y 10 mM con CeFeKaNs 1 MM. .....cccooiiiiiiiiiiiiie st 92
Figura 73: Pérdidas energéticas en celda de combustible microbiana (adaptado de Schroder
UL, 2007) 1ottt sttt sttt st e ne st dh et Rt et ere et e ene e neens 93
Figura 74: Interaccion entre electrones y espécimen a analizar en microscopia electrénica de
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1. Introduccion

La nanotecnologia puede ser definida como la disciplina que consiste en el disefio, sintesis,
caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuya organizacién funcional méas
pequefia en al menos una dimension esta en la escala de los nanometros 0 1*10°m. A esta
escala, la consideracion de moléculas individuales y grupos de moléculas en relacion con las
propiedades del ente macroscépico se vuelve importante debido a que el control de la
estructura molecular fundamental es el que permite el control de las propiedades fisicas y
quimicas (Silva G, 2004).

Entre las &reas en las cuales la nanotecnologia esta generando mayor interés se encuentra la
de generacién de energia de forma sustentable. Esta siendo aplicada para generacion de
energia solar, supercapacitores y en obtencion de energia por medio de hidrégeno (Figura

1), ademas de en el uso de celdas de combustible microfluidicas (Serrano E, Rus G, 2009).

Energias basadas en

Energia solar Celdas de combustible hidrégeno

Figura 1: Areas de uso de nanotecnologia para generacion de energia.

Entre los grandes retos a los que se enfrenta la comunidad cientifica hoy en dia, se encuentra
el de la obtencidn de energia eléctrica por medio de fuentes no contaminantes. Las fuentes
de energia actuales basadas en carbono no son sustentables, debido al hecho de que
contaminan y generan calentamiento global debido al efecto invernadero, ademas de que

provienen de fuentes no renovables como lo son la gasolina o el gas natural.

Es por ello que una opcion viable es el recurrir a desarrollar nuevas tecnologias para la
obtencion de energias que cubran los aspectos negativos de las fuentes de energia basadas en

carbono mencionadas, por medio de las cuales no se contamine y el origen de la energia sea
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una fuente renovable. En particular, la obtencion de energia a partir de microorganismos
promete ser eficiente, dado que no contamina ademas de provenir de sustrato bioldgico
(fuente renovable).

Las celdas de combustible microbianas son una tecnologia emergente que obtiene energia
eléctrica a partir del consumo por parte de microorganismos de componentes organicos. Se
basan en bacterias, levaduras u otro tipo de cepa que suelen ser inoculadas en la camara del
anodo de la celda donde a partir del consumo de ciertos sustratos se producen electrones,
protones y productos metabdlicos. Los protones viajan por difusion a la cAmara del catodo y
participan en reacciones de reduccion mientras que los electrones fluyen a traves del circuito
externo. Cuentan también con la ventaja de operar con condiciones simples y de utilizar

nutrientes facilmente accesibles (Yang & Ye, 2016).

Las celdas de combustible microfluidicas prometen ser un-candidato ideal para reemplazar
fuentes de energia no renovables para determinadas aplicaciones, como lo son los sistemas
microelectromecanicos biologicos (bio-MEMS), micro sistemas de analisis total (UTAS) y
dispositivos lab-on-chip. (Parkhey & Sahu, 2020)

TR

Figura 2: Fuentes de combustible contaminantes basadas en carbono

El'interés de este proyecto es obtener energia eléctrica empleando microorganismos, en este
caso de la cepa microbiana de Sacharomyces cerevisiae, y estudiar su potencial uso préactico.
La razén por la que se eligi6 la cepa Saccharomyces cerevisiae es que ha sido muy estudiada
y utilizada por la humanidad a lo largo de toda su historia y se han reportado pocos efectos

negativos en el organismo humano, ademas de que es comercializada en todo el mundo a
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precios muy accesibles, lo que ademas reduciria costos en la fabricacion de celdas de
combustible basadas en esta levadura (Enache A, Hennequin C, 2005). Asi mismo, se
propone inmovilizar los microorganismos en nanoestructuras como lo es el 6xido de grafeno,
el cual contiene grupos funcionales que facilitan la adsorcion de la levadura ademas de que

facilitara la transferencia de electrones en las celdas de combustible.

La fabricacion de celdas de combustible microfluidicas puede ser bastante compleja, pero
este proceso se puede simplificar al hacer uso de una celda de combustible basada en papel,
en la cual no sea necesario un sistema de bombeo externo debido al fenémeno fisico de la
difusion, por medio del cual se podria hacer pasar una solucién con compuestos organicos
para que los mismos sean consumidos por los microorganismos. Esto no solo hace que se

simplifique la fabricacion, sino que ademas la vuelve mas econdmica (Fraiwan A et al, 2013).

2. Planteamiento del problema

El desarrollo de celdas de combustible microfluidicas suele requerir tecnologias de alto costo
como lo son aqullas en que se usa fotolitografia para los microcanales. Se pueden utilizar

tecnologias més accesibles para el desarrollo de celdas de combustible microfluidicas.

Las celdas de combustible microfluidicas microbianas hacen uso de dos sustancias que pasan
a través de las mismas, el anolito y el catolito, y se requiere una gran sincronia para que
ocurra flujo lateral entre ambas sin que se mezclen por la ausencia de una membrana de
intercambio iénico. Este problema podria verse solucionado al hacer uso del oxigeno del aire

para no necesitar un catolito en el funcionamiento de la celda.
El tipo de cepas que se utilizan para el desarrollo de estas celdas de combustible podrian tener
efectos nocivos en el ser humano, por lo que es necesario hacer uso de una cepa altamente

estudiada y que sea no patogena.

Las celdas de combustible desarrolladas hasta la fecha con la cepa Saccharomyces cerevisiae

no producen una gran cantidad de energia a comparacién de otras cepas, por lo que la
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implementacion de nanomateriales para mejorar su eficiencia es clave para el desarrollo de

esta tecnologia.

3. Justificacion

La cepa Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizada y estudiada por la
humanidad para el desarrollo de alimentos y bebidas. El uso de una cepa de la que la que se
conoce bastante es necesario si se quieren desarrollar celdas de combustible microbianas que

se usen de manera cotidiana.

Se han reportado en la literatura celdas de combustible microfluidicas (uFC’s) que usan
enzimas como electrodos, con alta especificidad a ciertos sustratos organicos. Sin embargo
su alto costo inspira la indagacion en nuevos materiales bidticos que cumplan la misma
funcién, como las bacterias y levaduras, que a pesar de no contar con la alta especificidad de
las enzimas, llevan a cabo el consumo de sustratos organicos para la generacion de energia

el cual es el obejetivo de una celda de combustible (Craknell et al, 2008).

Las celdas de combustible microfluidicas microbianas (WMFC’s) prometen ser una fuente
limpia de energia al consumir sustrato organico para sus propias necesidades energéticas
ademas de aportar energia a un sistema externo. La levadura Saccharomyces cerevisiae ha
sido estudiada y utilizada por el ser humano desde hace mucho tiempo, y debido a lo poco
nociva que es, es un buen candidato para su uso como &nodo en una celda de combustible
microfluidica microbiana de varias azUcares como lo pueden ser la glucosa, fructosa, maltosa
y sacarosa, de modo que se puedan obtener valores de una potencia relativamente

comparables:.con la literatura (Rahimnejad M et al, 2012).

Paramejorar la eficiencia energética de la celda de combustible, también es necesario indagar
en nanomateriales, como lo es el 6xido de grafeno, para hacer uso de sus propiedades fisicas
y quimicas, como lo son su alta conductividad y sus grupos funcionales que facilitan la

inmovilizacion de microorganismos en el mismo (Hermanova, S et al, 2015).

La conductividad asi como la amplia variedad de grupos funcionales presentes en la
superficie del 6xido de grafeno, lo hacen el candidato ideal para la inmovilizacion de
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microorganismos para su uso en celdas de combustible ya que favorece el mecanismo de
transferencia de electrones directa dentro de las mismas, aumentando su eficiencia en la

produccion de energia.

Las celdas de combustible convencionales hacen uso de un sistema de bombeo externo, el
cual resulta poco préactico en aplicaciones comerciales. Es por eso que hacer uso de una celda
de combustible microfluidica basada en papel resulta tan conveniente, ya que el fenémeno
de la capilaridad elimina la necesidad de un sistema de bombeo al hacer fluir una sustancia a
través de si (Fraiwan A, Choi S, 2016).

En las celdas de combustible se requiere en el &nodo una sustancia a oxidar, en este caso es
sustrato organico consumido por los microorganismos. Sin embargo-en el catodo se requiere
un proceso de reduccién, por lo general basado en oxigeno. Elaborar una celda de
combustible de un solo canal en la cual el oxigeno se obtenga del aire facilita su disefio y
fabricacion (Yang W et al, 2017).

4. Antecedentes

4.1 Celdas de combustible microbianas

Una celda de combustible microbiana (MFC, por sus siglas en inglés) es un dispositivo que
convierte energia quimica en energia eléctrica por medio de la actividad catalitica de
microorganismos. Aungue las MFCs tienen el potencial de convertirse en una fuente de
energia alternativa, su implementacion aln resulta poco préactica en la vida cotidiana ya que
se requieren procesos nuevos de tratamiento de aguas residuales, debido a que es en estos
procesos donde se contempla implementar estas tecnologias al aprovecharse del sustrato
organico presente en las mismas, ademas de biosensores para oxigeno y contaminantes para
aumentar la eficiencia de las mismas sin perjudicar su funcionamiento (Kim B et al, 2007).

El diagrama de una celda de combustible microbiana se muestra en la Figura 3.
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Figura 3: Diagrama de celda de combustible microbiana (Revelo D et al, 2013).
Las celdas de combustible microbianas estdn compuestas por una camara aerobica (catodo)
y otra anaerdbica (&nodo), separadas por una membrana de intercambio de protones. En la
camara anaerdbica se encuentra el microorganismo junto con el sustrato organico del que se
alimenta. De ahi genera electrones que-pasan a un electrodo, y de ahi viajan al catodo por

medio de un circuito externo que es donde se aprovecha la electricidad (Revelo D et al, 2013).

Los avances en la inmovilizacion microbiana, ademas de la creciente demanda de energias
alternas, han generado-interés en la produccion de celdas de combustible basadas en
microorganismos. Esta nueva tecnologia promete aportar energia eléctrica de forma limpia y

renovable (Yang et al, 2016).

La investigacién en el area de las celdas de combustible microbianas carece de una
terminologia establecida y de métodos para el anlisis del desempefio de los sistemas, lo cual
hace complicada la tarea de comparar dispositivos en una base equivalente. La construccion
y el analisis de celdas de combustible microbianas requiere conocimiento en diferentes areas

de la ciencia y la ingenieria (Logan et al, 2006).

Celdas de combustible en las que se hace uso de electrodos de carbono sobre los cuales se

inmovilizan microorganismos han sido desarrolladas para bacterias como lo es la cepa
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Proteus vulgaris en conjunto con un mediador de oxidacion-reduccion. La respuesta ante el
consumo de sustrato organico es mas veloz en el caso de las celdas que tienen la cepa
inmovilizada a comparacion con las que tienen organismos libres en suspension, Lo cual se

atribuye a la proximidad de la bacteria con el electrodo (Allen, 1993).

Las celdas de combustible microbianas representan una nueva oportunidad para la
produccidn sostenible de energia a partir de componentes biodegradables. Funcionan a partir
de distintos carbohidratos pero también a partir de sustancias complejas presentes en aguas
residuales. La informacion disponible acerca del metabolismo energético y del
comportamiento de los microorganismos al usar el anodo como aceptor de electrones sigue
siendo limitada, pues apenas han sido establecidos unos pocos mecanismos de tranferencia
de electrones. Para optimizar la obtencidén de energia a partir-de microorganismos, este
conocimiento es esencial. Dependiendo de los parametros con que opera cada celda de
combustible microbiana, los microorganismos usan rutas metabdlicas distintas (Rabaey,
2005).

Las aplicaciones posibles de las celdas de combustible microbianas son para tratamiento de
aguas residuales y produccién de energia de forma simultanea, pero también seran Utiles para
otras aplicaciones especializadas como por ejemplo, como fuentes de energia para sensores
ambientales y para bioremediacién. Con algunas modificaciones podrian ser aplicadas a
produccion de Hz y produccién de energia a partir de biomasa de agricultura. EI hecho de
que las celdas de combustible microbianas puedan funcionar con una gran diversidad de
bacterias y microorganismos deja aun mucho que aprender de este campo (Logan, 2006).

El nimero reportado de microorganismos que pueden generar corriente eléctrica en celdas
de combustible microbianas ha ido en aumento en los Gltimos afios. La generacion de energia
eléctrica por parte de las bacterias se asocia a la respiracion celular principalmente, pero es

posible que también se presente debido a la comunicacion entre células (Logan, 2009).

La posibilidad de producir energia eléctrica con celdas de combustible microbianas ha sido
reconocida desde hace tiempo, pero aplicaciones précticas para las mismas se han

desarrollado de manera muy lenta. Una de las ventajas con que cuenta esta fuente de energia
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es que las colonias de microorganismos pueden mantenerse a si mismas lo que permitiria la

produccion de energia en lugares remotos (Lovley, 2006).

Hasta la fecha solo algunas celdas de combustible microbianas han sido utilizadas de manera
préactica para sedimentos marinos. Algunos investigadores declaran que el mayor valor de las
celdas de combustible microbianas se obtendra a partir de su habilidad para degradar
desperdicios y quimicos tdxicos (Franks, 2010). Sin embargo, con la implementacion de
nuevas tecnologias para el desarrollo de estas celdas en un futuro proximo las veremos

implementadas en mas sistemas de forma préctica.

4.1.1 Celdas de combustible microfluidicas microbianas convencionales

Las celdas de combustible microfluidicas microbianas (WMFEC’s, microfluidic microbial fuel
cells, por sus siglas en inglés) hacen uso de microorganismos para generar energia por medio
de su metabolismo, de modo que se pueda obtener electricidad de forma no contaminante y
con sustratos relativamente baratos. Existen también uFC que hacen uso de enzimas, las
cuales actualmente han sido ampliamente estudiadas como electrodos. Sin embargo, su costo
inspira la indagacion en nuevos materiales bidticos que cumplan la misma funcion (Rabaey
& Verstraete, 2005).

Las uMFC’s producen-energia eléctrica por medio del metabolismo del microorganismo, que
posteriormente pasa a la membrana celular y de ahi a un electrodo externo, por medio de un
proceso llamado transferencia extracelular de electrones, el cual toma un rol clave en el
almacenamiento de energia dentro del sistema. EI mecanismo de este proceso aun no ha sido
descifrado, pero se han propuesto varios caminos para que se lleve a cabo (Qian & Morse,
2011).

Una uMFC’s esté constituida basicamente por un catodo y un anodo sin ser separados por
una membrana de intercambio de protones. En la uMFC’s, el microorganismo generalmente
se encuentra conformando el &nodo, donde oxida un sustrato organico, produciendo
electrones por medio de su metabolismo y liberandolos de forma extracelular para pasar al
catodo (Rabaey et al, 2005).
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Los materiales usados como sustratos para depositar los microorganismos en el anodo de la
celda deben de ser conductores, biocompatibles y quimicamente estables. Se pueden usar
metales compuestos como aceros inoxidables, pero no se puede usar cobre debido a la
toxicidad de los iones de cobre con algunos microorganismos. EI material mas versatil para
el &nodo conformado por microorganismos es el carbono, en la forma de placas de grafito,

materiales fibrosos, etc. (Logan et al, 2006).

Previamente las celdas de combustible microfluidicas estaban basadas en dos canales que
dividian el sustrato anddico y catédico con una membrana de intercambio protonico. Esta
membrana afiade resistencia interna al sistema lo cual lo hace menos eficiente, un ejemplo es
la celda desarrollada por Qian et al, 2011. El disefio de una celda de combustible

microfluidica con membrana de intercambio de protones se muestra en la Figura 4.

Catholyte y e

Gold

Figura 4: Disefio de celda de combustible microfluidica con membrana de intercambio de protones (Qian et al, 2011).

Sin embargo mas adelante fueron disefiadas celdas de combustible microfluidicas (uFC’s)
que no contenian membrana de intercambio de protones. Fue descubierto que si las sustancias
viajaban a poca velocidad y distancias, el nimero de Reynolds debia ser menor a 200 para
conseguir un flujo laminar dentro de una uMFC’s, con lo cual las sustancias no se mezclaban
entre si pero permitian el intercambio de protones, por lo que surgieron muchos nuevos
disefios sin membrana de intercambio proténico que resultaron ser mas eficientes (Wang H,
Su J, 2013) (Dingding Y. et al, 2013) (Yang Y. et al, 2016). El diagrama de una celda de
combustible microfluidica sin membrana de intercambio de protones se muestra en la Figura
5.
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Figura 5: Celda de combustible microfluidica sin membrana de intercambio de protones (Dingding Y. et al, 2013)

4.1.2 Celdas de combustible microfluidicas fabricadas de papel

Han sido reportadas celdas de combustible microfluidicas en las cuales no es necesario un
sistema externo de bombeo, pues hacen uso de la capilaridad para hacer fluir los sustratos a
través de la celda de combustible. Esto es posible gracias a que la base del sistema la
constituye un trozo de papel filtro, material poroso que permite el flujo de sustancias
organicas en solucién (Parkhey P, Sahu R, 2020).

El surgimiento de las celdas de combustible basadas en papel trajo nuevas funcionalidades a
los materiales porosos. Se han presentado celdas de combustible basadas en papel con flujo
lateral estandar que se benefician del flujo laminar por medio de capilaridad para reaccionar
de forma separada con 2 flujos paralelos, anolito y catolito sin una membrana de intercambio
i6nico o sistema externo de bombeo. Debido a la capilaridad, el nimero de Reynolds
resultante es del orden de 1073, lo cual garantiza un flujo laminar en el cual no se mezclaran
los sustratos (Esquivel et al, 2014). El diagrama de una celda de combustible microfluidica

basada en papel sin membrana de intercambio idnico se muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Celda de combustible microfluidica basada en papel sin membrana de intercambio de protones (Esquivel et al,
2014)

Al final de la celda de combustible basada en papel se encuentra un exceso de papel filtro el
cual sirve para absorber el exceso de solucion y permitir-la continuacién de flujo a través de
la zona con la cual tienen contacto los electrodos. Se han reportado celdas de combustible
basadas en papel con forma de Y en las cuales cada extremo del papel tiene contacto con una
solucion distinta, permitiendo la absorcion de las sustancias (Nath et al, 2020).

4.1.3 Celdas de combustible microfluidicas de un solo canal

Las celdas de combustible basadas en papel pueden hacer pasar 2 flujos paralelos a través de
si sin que se mezclen, permitiendo el intercambio de protones. Sin embargo han sido
desarrolladas celdas de combustible basadas en papel a través de las cuales fluye solo una
sustancia, el anolito, y que hace uso de un electrodo que tiene contacto directo con el aire,
reduciendo asi el oxigeno del mismo. Esto simplifica el proceso de uso de una celda de
combustible al hacer necesaria solo una soluciénque contenga los sustratos organicos a
oxidar por parte del microorganismo presente en el &nodo (Castillo et al, 2018).

Este tipo de celdas de combustible pueden ser utilizadas en pruebas de VIH, haciendo uso de
la sangre de la muestra para obtener energia. Celdas de combustible basadas en papel de un

solo canal que hacen uso de glucosa oxidasa en el &nodo se han reportado para obtener
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energia de una muestra de sangre, con densidades de potencia de hasta 0.12 mW/cm?. (Dector
et al, 2017).

También han sido reportadas celdas de combustible microfluidicas de papel de un solo canal
en las cuales el material bidtico utilizado en el &nodo es reemplazado por nanoparticulas
metalicas, como lo son el oro, el paladio y niquel/zeolita (Gomez et al, 2021) (Carrera et al,
2021) (Castillo, 2020) (Bocarando et al, 2020)

4.2 Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son organismos que varian con respecto al tamafio, formay color, e incluyen
especies tanto patdégenas como inocuas. Son un grupo de hongos unicelulares de forma
simple, que existen en forma de células redondas u ovaladas, que no generan filamentos

ramificados y se multiplican por gemacion.

Las levaduras no contienen clorofila, por lo que no pueden producir los compuestos
organicos necesarios para su desarrollo. Necesitan tomar oxigeno y fuentes de carbono y
nitrdgeno de su entorno, asi como estar en condiciones adecuadas de temperatura, pH y
humedad.

Suelen ser incoloras, de cuerpo ovalado o redondo, con diametro de 10 a 15 pum
aproximadamente. Las levaduras estdn compuestas de proteinas, glicoproteinas,
polisacaridos, polifosfatos, lipidos y &cidos nucleicos. Su pared celular conforma entre el 15
y 20% de la masa seca de la célula. Las proteinas comprenden entre el 40 y el 50% de su

peso seco Yy tienen una excelente calidad en funcidn de su perfil de acidos esenciales.

Las levaduras que pueden reproducirse sexualmente se conocen como verdaderas, y lo hacen
en un proceso en el cual forman ascosporas. Las levaduras falsas que producen ascosporas
pertenecen a los hongos imperfectos. Las levaduras poseen muchas aplicaciones en el &mbito
de la biotecnologia, ya sea como fermentadores para bebidas alcoholicas o para la fabricacion
de pan, ademéas de tomar parte en procesos de produccion de alimentos para obtener
productos de valor afiadido y en procesos de obtencién de vitaminas del complejo B,

pigmentos, biomasa, etc. Sin embargo pueden llegar a ocasionar pérdidas econdmicas en la
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conservacion y produccién de alimentos y bebidas, ademés de que algunas son causantes de

enfermedades en el ser humano (Raton, 2004).

La levadura Saccharomyces cerevisae es de gran importancia en la actualidad debido a su
uso en la fabricacion de cerveza, vino y pan, y a su capacidad de generar fermentacion. Este
proceso, en el cual la levadura convierte glucosa en alcohol, se realiza por medio de la accion
de la enzima zimasa. Es una levadura heterotrofa, y puede aislarse con facilidad en plantas'y
tierra (Schuller & Casal, 2005).

Tiene gran importancia debido a su alto contenido de aminoécidos como la lisina y vitaminas
del grupo B, su bajo contenido de acidos nucleicos y ninguna sustancia toxica, alergénica o
carcindgenica. También mejora la digestibilidad y absorcién de nutrientes e inhibe la
colonizacion y proliferacion de bacterias patdgenas. Ademas disminuye el efecto nocivo
causado por aflatoxinas (Miazzo et al, 2005).

Se han producido celdas de combustible microbianas (MFC, microbial fuel cell por sus siglas
en inglés) basadas en la levadura Saccharomyces cerevisiae en las cuales la fuente de carbono
fue la glucosa. El compartimiento del &nodo debe de estar libre de oxigeno, de forma que los
electrones producidos por la levadura se dirijan solamente al &nodo. El crecimiento de S.
cerevisiae es 6ptimo a una temperatura de 30°C, lo cual es cercano a la temperatura ambiente,

volviéndolo una fuerte opcion para el desarrollo de MFC (Anuradh et al, 2008).

4.3 Carbohidratos de interés

4.3.1 Glucosa

La férmula desarrollada méas simple de la glucosa comprende una cadena con 5 carbonos
ocupados con funciones alcohdlicas y uno con un grupo funcional aldehido. Los carbonos 2,
3, 4'y5 de la glucosa son asimétricos, por lo que su nimero posible de isémeros es 2", donde
n es el nimero de carbonos asimétricos en la molécula, por lo tanto tiene 16 isomeros, 3
ejemplos comunes en la naturaleza serian la D-glucosa, Dgalactosa y D-manosa (Laguna,

2013). La estructura de la glucosa se muestra en la Figura 7.
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Figura 7: Estructura de la glucosa.

La glucosa es uno de los principales combustibles en las celdas de combustible
microfluidicas, ya sean microbianas o enzimaticas, al hacer uso de glucosa oxidasa o de
microorganismos como lo son la Rhodoferax ferrireducens y Proteus vulgaris (Chadhuri,
2003) (Thurston et al, 1985).

4.3.2 Fructosa

La fructosa es un monosacarido del grupo de las cetosas, con 6 carbonos en su cadena y un
enlace hemiacetal entre el carbono 2 y el carbono 5, obteniendo la estructura del furano por
lo que se denomina furanosa. Se encuentra en los vegetales, la fruta y la miel, ademas de que
es levdgira y tiene 3 carbonos asimétricos. Su poder energéntico es de 4 kcal/g, el cual es el
mismo para la glucosa (Laguna, 2013). La estructura de la fructosa se muestra en la Figura
8.
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Figura 8: Estructura de la fructosa.
Han sido reportadas celdas de combustible microbianas que hacen uso tanto de la levadura
Saccharomyces cerevisiae como de la fructosa como su sustrato, obteniendo valores de
potencial de circuito abieto de hasta 768 mV con concentraciones de fructosa de hasta 40g/L
(Jafary et al, 2011).
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4.3.3 Maltosa

La maltosa es el resultado de la unidn glucosidica entre dos moléculas de glucosa donde el
OH del carbono 4 de una molécula se enlaza con el OH del carbono 1 de otra molécula de
glucosa. La maltosa no existe de forma libre en la naturaleza, se obtiene por hidrdlisis parcial
de almidon y glucogeno. Al ser un disacarido, sus reacciones dependen de los monosacaridos
que la constituyen y del tipo de enlace que los une. Una reaccion tipica es la hidrolisis,
separando los monosacéridos de forma enzimatica o no enzimatica (Laguna, 2013). La

estructura de la maltosa se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Estructura de la maltosa.

A pesar de no encontrarse de forma libre en la naturaleza, se han estudiado los efectos de la
maltosa en celdas de combustible microbianas para distintos microorganismos como lo son

las cepas Proteus vulgaris y Bacillus licheniformis (Kim N., 2000) (Choi Y., 2004).

4.3.4 Sacarosa

La sacarosa, al igual que la maltosa, es la unién de dos moléculas, glucosa y fructosa. La
glucosa se encuentra en forma piranosica y la fructosa esta en forma de tipo furanosa. Sus
caracteristicas se basan en los monosacéaridos que la constituyen, como se habia mencionado
para-la-maltosa, y también se pueden separar sus constituyentes por medio de hidrolisis
enzimatica o no enzimatica (Laguna, 2013). La estructura de la sacarosa se muestra en la

Figura 10.
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Figura 10: Estructura de la sacarosa.

Las celdas de combustible microbianas han sido muy estudiadas para obtener energia que la
sacarosa que se encuentra en las aguas residuales para su aplicacion en centros de trataimento
de agua en ciudades, y se ha demostrado que varias bacterias tienen la capacidad de adaptarse
a la generacion de energia al cambiar las condiciones ambientales (Kim et al, 2010) (Beecroft
et al, 2012).

4.4 Oxido de grafeno

Durante la ultima década mucha investigacion ha sido respecto al grafeno quimicamente
modificado, en particular al 6xido de grafeno a causa de la posibilidad de obtener grafeno en
masa a partir del 6xido de grafito. Debido a los grupos funcionales con oxigeno que contiene
el 6xido de grafeno, es posible funcionalizarlo para distintas aplicaciones (Dreyer et al,

2009). La estructura del 6xido de grafeno se muestra en la Figura 11.
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Figura 11: Estructura del 6xido de grafeno (adaptado de Ahmad H, 2018).

El método de obtencion del dxido de grafeno mas usado en la actualidad es el método de
Hummers, establecido desde 1958, en el cual el grafito se oxida con KMnO4 y NaNOs en

H2SO4 concentrado, en una reaccion que desprende gases tdxicos como lo son NO2, N2Os y
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ClOz. Se ha reportado un método en donde no se usa el NaNOs, pero aumentando la cantidad
de KMnOys, obteniendo una mayor cantidad de 6xido de grafeno hidrdfilo, pero sin reducir
su conductividad eléctrica, ademéas de que no genera gases toxicos (Marcano et al, 2010).

El 6xido de grafeno puede ser utilizado para inmovilizacion de material biético como lo son
las enzimas sin necesidad de reactivos de reticulacion, debido a la gran cantidad de grupos
funcionales que contienen. Esto permite que las enzimas generen una unién electrostatica
con el 6xido de grafeno, adhiriéndose a él sin ser afectado su rendimiento catalitico (Zhang
et al, 2010).

Se ha demostrado que el uso de 6xido de grafeno sobre electrodos de carbono para celdas de
combustible microfluidica mejora su rendimiento debido a su gran area superficial y a su alta
conductividad. También se atribuye su mejora a una mejor colonizacion bacteriana, mayor
capacidad de almacenamiento de carga y menor resistencia -a la transferencia de carga
(Pareek et al, 2019).

También se ha experimentado con materiales compdsitos basados en grafeno para modificar
sus propiedades y volverlo atin més eficiente como lo es el caso con NiWO4/éxido de grafeno
y polipirrol/6xido de grafeno, al aumentar su area superficial, conductividad eléctrica,
biocompatibilidad y estabilidad (Rani et al, 2019) (Lv et al, 2013).

4.5 Carbon Vulcan

Los materiales de carbono son la mejor eleccién como soporte de catalizador debido a que
poseen gran area superficial resistencia a la corrosion y bajo costo. EI més utilizado entre los
materiales-de carbono es el Vulcan XC-72R, el cual es un tipo de carbén negro producido
por la corporacion Cabot en los Estados Unidos. Su area superficial especifica es de 250 m?/g
y su.conductividad eléctrica es de 2.77 S/cm (Shuihua T, 2010).

El carbon Vulcan ha sido utilizado en celdas de combustible microfluidicas, principalmente
en el catodo donde se reduce el oxigeno debido a su gran area superficial para ser aplicado
en celdas de combustible de un solo canal en las cuales es necesario tomar el oxigeno del aire
(Duneatu et al, 2010) (HaoYu et al, 2007).
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4.6 Platino

En las celdas de combustible microfluidicas en las que se hace uso de un microorganismo en
el &nodo para la oxidacién de componentes organicos, se requiere de un sistema en el catodo
capaz de llevar a cabo la reaccion de reduccion de oxigeno para completar el funcionamiento
de la celda. Esta tarea hasta la fecha ha sido efectuada por nanoparticulas de platino que se
localizan en el catodo para lograr reducir el oxigeno en que se encuentra en el aire, en
particular para las celdas de combustible microfluidicas de flujo lateral en las cuales no se

hace uso de una solucién como lo es el catolito, sino que se obtiene el oxigeno del aire.

El desarrollo de catalizadores para la reaccion de reduccion de oxigeno sigue siendo hoy en
dia un desafio. Sin embargo, los nanomateriales basados en platino-son los mas prometedores
para este tipo de reaccion. Sin embargo, al ser un metal noble, son ain méas escasos que el
oro (Zhang C, 2017).

La interaccion entre el platino y un soporte de carbono tiene efectos en el crecimiento, la
estructura y la dispersion de las particulas de platino en los soportes de carbono que genera
una mejora en las propiedades cataliticas y en la estabilidad del electrocatalizador. El platino
es el metal puro que posee la mayor actividad catalitica para la reaccion de reduccion de
oxigeno. El carbdén ha sido utilizado por muchos afios como soporte para catalizadores
metalicos, y se ha demostrado que la forma del carbon puede afectar la dispersién de las
particulas de platino.-Los dos principales métodos quimicos utilizados para obtener
catalizadores soportados en carbono son el método de impregnacion y el método coloidal
(Yu X., 2007).

4.7 Mecanismo de transferencia de electrones

El proceso por medio del cual los electrones pasan del microorganismo al electrodo ain no
estd completamente descrito debido a que es muy complejo, sin embargo se reconoce que los
electrones se generan en la cadena respiratoria celular de la mitocondria. Existen 2 tipos de
transferencia de electrones en las celdas de combustible microbianas: transferencia directa y

transferencia mediada (Uria N, 2017).

33



En la transferencia de electrones directa, a partir de la cadena respiratoria celular los
electrones se transportan a la superficie de la célula desde donde pasan al hacer contacto
directo con un electrodo por medio de proteinas como lo son los citocromos. También se ha
descubierto que algunos microorganismos tienen la capacidad de generar nanoalambres para
poder hacer contacto a mayor distancia para liberar los electrones (Schroder U, 2007). En la

Figura 12 se muestra un diagrama de la transferencia de electrones directa.

Sustrato €O

Sustrato
Nanoalambre

Electrodo

Figura 12: Transferencia directa de electrones por medio de citocromo (izquierda) y nanoalambre (derecha)

En la transferencia de electrones mediada, el.microorganismo se encuentra en una solucion
ionica en la cual hay agentes que pueden oxidarse y reducirse continuamente Ilamados
mediadores, los cuales hacen contacto con el microorganismo donde se reducen, para luego
viajar al electrodo donde se oxidan y después repetir el proceso. Los mediadores pueden ser
artificiales o pueden ser producidos por los mismos microorganismos para transferir sus
electrones (Aiyer K., 2020). En la Figura 13 se muestra un diagrama de la transferencia de

electrones por medio de un mediador
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Figura 13: Transferencia de electrones por medio de un mediador.
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5. Hipotesis y objetivos
5.1 Hipotesis

La inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae sobre oxido de grafeno podra brindar a la
levadura una buena termoestabilidad, durabilidad y estabilidad quimica para ser aplicada en
la construccion de electrodos microbianos para uMGFC’s utilizando fuentes: ricas en
distintos carbohidratos como lo son la glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa como

combustible.
5.2 Objetivo general

Inmovilizar la Saccharomyces Cerevisiae sobre 6xido de grafeno para el desarrollo de

electrodos microbianos para aplicacion en uMGFC’s.
5.3 Objetivos especificos

A. Inmovilizar las células de Saccharomyces cerevisisae sobre 6xido de grafeno.

B. Desarrollar electrodos para la camara del anodo de una celda de combustible
microfluidica con la levadura Sacharomyces cerevisiae inmovilizada.

C. Evaluar el efecto del pH, el efecto de la temperatura y la actividad de la cepa
microbiana de Saccharomyces cerevisiae inmovilizada en los diferentes soportes de
carbono (6xido.de grafeno y carb6n vulcan) para poder compararlos.

D. Caracterizar electroquimicamente los electrodos desarrollados mediante voltametria
ciclica para la oxidacion de glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa.

E. Evaluar electroquimicamente las celdas de combustible microfluidicas desarrolladas
empleando Pt/C como catodo y la cepa Saccharomyces cerevisiae como anodo en el

consumo de glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa como fuentes de combustible.

6. Metodologia

6.1 Inoculaciéon de levadura
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El medio de cultivo para el aislamiento de levadura Saccharomyces cerevisiae se prepard
siguiendo pardmetros de esterilidad para garantizar un crecimiento éptimo. Los materiales y
el equipo para el desarrollo del medio de obtuvieron del laboratorio de microbiologia y de la
unidad de investigacion de la Universidad Tecnologica de San Juan del Rio. Para la
preparacion de la solucién tampon pH 5 se usaron fosfatos de potasio: fosfato de potasio
monobaésico (6.5 g) y fosfato de potasio dibasico (0.6 g), el cual se llevé a 500 mL con agua
destilada.

Se utilizé un medio de cultivo YPglu agregando 0.5% de Extracto de levadura (DIBICOe),
0.8% de Peptona (MCDe) y 3% de Glucosa (SIGMA®); esta mezcla de nutrientes se adicion6
a la solucién tampdn de 500 mL pH 5. Posteriormente se esteriliz6 en autoclave por 15 min

a presion de 1 atm a 120°C.

Después de que el medio de cultivo se esterilizo, se puso a bafio-maria con agua fria para que
el medio se encontrara a temperatura ambiente y de esta manera poder agregar la levadura
inocua convencional, de lo cual se agregaron 1.8 g para 500 mL. Enseguida se agité el medio
para homogeneizar y asi llevar a la incubadora por 24 horas a 27°C. De esta forma se realiz

la activacion de la levadura.

El proceso de centrifugacion se llevo a cabo para eliminar residuos que posiblemente
afectarian en el desempefio electroquimico al emplear la levadura como anodo, por lo tanto,
se obtuvo un sedimento el cual se separ6 del medio de cultivo. La centrifugacion se realizo
tomando alicuotas de 8 mL del medio de cultivo pH 4.8, asi como del medio de pH 5 y se

procedio a liofilizacion.
6.2 Preparacion de tintas cataliticas

Se desarrollaron 3 tintas cataliticas, una para el catodo y dos para el &nodo. La tinta catalitica
del catodo incluye platino para llevar a cabo el proceso de reduccidn de oxigeno, mientras
que las tintas cataliticas anodicas contienen la cepa Saccharomyces cerevisiae para la

oxidacion en el consumo de sustrato de azucares.
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La tinta catalitica del &nodo fue desarrollada con la cepa Saccharomyces cerevisiae, carbon
Vulcan, TBAB, Nafion y buffer de fosfatos con un pH de 7. Estos ingredientes fueron

mezclados y colocados en vortex durante 30 segundos.

La tinta catalitica de Pt/C (30 wt.% de E-TEK) para el catodo, fué preparada con alcohol
isoprépilico (J. T. Baker) y Nafion al 5% (Sigma Aldrich) ademas del catalizador.

Se elaboro también una tinta catalitica en la cual el carbén Vulcan fue reemplazado por éxido
de grafeno, para determinar las propiedades de la levadura Saccharomyces Cerevisiae
Inmovilizada sobre el mismo. La tinta fue desarrollada con levadura, de 6xido de grafeno,
TBAB, Nafion y buffer de fosfatos con un pH de 7. Estos ingredientes fueron mezclados y
colocados en vortex durante 30 segundos. Al igual que la otra tinta catalitica que contiene
levadura, esta tinta fue utilizada para el &nodo de la celda de combustible. El proceso de

preparacion de las tintas cataliticas anddicas se ilustra en-la Figura 14.

levadura TBAB
Vulcan/ Nafion 30 segundos
oxido de grafeno
Buffer
pH 7
—

Figura 14: Proceso de preparacion de tintas cataliticas anddicas.

6.3 Caracterizacion fisicoquimica
6.3.1 Tincion de levadura y observacion a microscopio optico

Para la preparacion del frotis se esterilizo el asa pasandola por el mechero hasta adquirir un
rojo vivo y esperando un poco a que se enfriara. Se puso en contacto con la levadura

Saccharomyces Cerevisiae y luego se froté suavemente con la superficie previamente
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esterilizada de un portaobjetos. Para fijar la levadura al portaobjetos, éste se paso por la llama

del mechero 2 segundos.

Para la tincion se utilizaron soluciones de etanol, azul de metileno y KOH. En la placa a la
que previamente se inoculd levadura se colocaron unas gotas de etanol hasta cubrirla y se
dejaron ahi durante 10 minutos. Después se coloco solucion de KOH y se dej6 ahi durante
30 minutos. Después de ese tiempo se retiro el exceso de KOH y se coloco solucion de azul
de metileno durante 2 minutos. Transcurrido ese tiempo, se utilizé agua destilada para retirar
el exceso de azul de metileno y se colocd un poco de etanol para secar el portaobjetos. Se

procedid a observar la levadura del portaobjetos en el microscopio 6ptico.

6.3.2 Observacion de levadura con microscopia electronica de barrido

Las pruebas de microscopia electronica de barrido fueron proporcionadas por parte de la
Universidad Tecnoldgica de San Juan del Rio, y fueron llevas a cabo con un microscopio

electronico de barrido marca Hitachi SU3500.

6.4 Pruebas electroquimicas de tintas

Para las voltametrias ciclicas y las voltametrias de pulso diferencial con los carbohidratos de
interés glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa se utilizé el equipo Gamry Instruments
Reference 3000. Se utilizé la tinta catalitica del &nodo con la levadura inmovilizada sobre el
carbon Vulcan descrita previamente, para probar la eficiencia de la levadura Saccharomyces
cerevisiae con distintas azlucares. Se prepararon 6 soluciones de glucosa, fructosa, maltosa y
sacarosa respectivamente, a diferentes concentraciones, de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM, agregando
1 mM de ferrocianuro de potasio a cada solucidn. Se depositaron 2 pL de la tinta catalica
anodica por cada prueba, removiendo la tinta y aplicAndola de nuevo para cada prueba en el

potenciostato.

También se llevaron a cabo voltametrias ciclicas y voltametrias de pulso diferencial con los
carbohidratos de interés para la levadura inmovilizada en tinta catalitica con oxido de
grafeno, en las que se utilizo el equipo Gamry Instruments Reference 3000. Se utiliz6 la tinta

catalitica del anodo con la levadura inmovilizada en 6xido de grafeno descrita previamente,
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para probar la eficiencia de la levadura Saccharomyces cerevisiae con distintas azlcares. Se
prepararon 6 soluciones de glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa respectivamente, a
diferentes concentraciones, de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM, agregando 1 mM de ferrocianuro de
potasio a cada solucién. Se depositaron 2 L de la tinta catalica anddica por cada prueba,
removiendo la tinta y aplicandola de nuevo para cada prueba en el potenciostato. Las
soluciones preparadas para cada carbohidrato con su respectiva concentracion se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1: Soluciones preparadas para los carbohidratos de interés. Cada solucion ademas del carbohidrato
cuenta con CgFeKsNs 1 mM.

Carbohidrato Concentracion de carbohidrato (mM)

Glucosa | 1] 2] 3] s| 10[%\g
Fructosa 1 2 3 5 10 20
Maltosa | 1] 2] 3] 5| NNV 20
Sacarosa 1 2 3 5. 10 20

Las pruebas se llevaron a cabo de media celda de -0.6 a 0.6 V con una tasa de escaneo de 20
mV/s en un electrodo de carbon vitreo modificado con las tintas mencionadas previamente,
contra un electrodo de referencia de Ag/AgCl, para el caso de las voltametrias ciclicas. Para
las voltametrias de pulso diferencial la tasa de escaneo fue de 20 mV/s de 0 a 0.5 V.

6.5 Pruebas bioquimicas de tintas

Se llevaron a cabo pruebas para probar el comportamiento del consumo de glucosa por parte
de la levadura, con diferentes valores de temperatura y de pH. Para ello, se prepar6 una
solucion de 500 mL de 50 mM de buffer de acetato de sodio. También se preparé una solucion
de 0.21 mM de dihidrocloruro de o-Dianisidina, disolviendo 20 mG de dihidrocloruro de o-
dianisidina en 8 mL de agua destilada en un envase color ambar para protegerlo de la luz y
luego se diluyeron 5.35 mL a 200 mL con la solucion de buffer de acetato preparada

previamente.

Primero se llevaron a cabo pruebas para determinar el pH éptimo de las 2 tintas cataliticas
anodicas. Para ello se prepard una solucion de 500 mL de 50 mM de buffer de acetato de

sodio. También se prepard una solucion de 0.21 mM de dihidrocloruro de o-Dianisidina,
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disolviendo 20 mG de dihidrocloruro de o-dianisidina en 8 mL de agua destilada en un envase
color &mbar para protegerlo de la luz y luego se diluyeron 5.35 mL a 200 mL con la solucién
de buffer de acetato preparada previamente. Despueés se prepard una soluciéon 0.17 mM de
o-dianisidina y 1.72% (w/v) de glucosa, aforando a 232 mL con 192 mL de la solucion de
dianisidina, agregando glucosa y aforando con agua destilada. Se preparé también una
solucién conteniendo 60 unidades de purpurogalina de peroxidasa de rdbano picante, y una
solucion de levadura Saccharomyces Cerevisiae de 1 mg/mL. También se elaboraron
pequefios cuadros de 5x5 mm de papel Toray con 2 uL de cada tinta catalitica-anddica de

Sacharomyces Cerevisiae, para hacer pruebas con la levadura inmovilizada.

De la solucion de 0.17 mM de o-Dianisidina y 1.72% de glucosa, se obtuvieron 8 soluciones
cuyos pH fueron manipulados con HCl y KOH para tener valores de 6, 6.5, 7, 7.5, 8 y 8.5.
El blanco se mantuvo a un pH de 7, y consistio de 1.45 mL de la solucion de 0.17 mM de o-
Dianisidina y 1.72% de glucosa, con 50 pL de la solucion de peroxidasa y 50 pL de buffer
de acetato de sodio 50 mM. Para las muestras de cada pH distinto, se tom6 1.45 mL de la
solucion de o-Dianisidina y 1.72% de glucosa, 50 pL de la solucién de peroxidasa y 50 pL
de la solucion de levadura. Se contaron 15 minutos a partir del momento en que se agregaron
las soluciones de peroxidasa y de levadura para cada muestra de pH. También se hicieron
pruebas con la levadura inmovilizada, en las que se utilizaron 1.45 mL de la solucion de o-
Dianisidina 'y 1.72% de glucosa, 50-uL de la solucion de peroxidasa y un pequefio cuadro de
papel toray con la levadura inmovilizada. Se contaron 15 minutos a partir del momento en
que afiadieron la solucién de peroxidasa y el cuadro con la levadura inmovilizada a cada
muestra de pH distinto. Finalmente todas las pruebas se analizaron por medio de un

espectrofotometro a 500 nm para determinar su absorbancia.

A continuacion se llevaron a cabo pruebas para determinar la temperatura éptima para las
distintas tintas cataliticas anddicas. Para ello se prepar6 una solucion de 500 mL de 50 mM
de buffer de acetato de sodio. También se prepard una solucién de 0.21 mM de dihidrocloruro
de o-Dianisidina, disolviendo 20 mG de dihidrocloruro de o-dianisidina en 8 mL de agua
destilada en un envase color ambar para protegerlo de la luz y luego se diluyeron 5.35 mL a
200 mL con la solucién de buffer de acetato preparada previamente. Después se prepard una

solucion 0.17 mM de o-dianisidina y 1.72% (w/v) de glucosa, aforando a 232 mL con 192
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mL de la solucion de dianisidina, agregando glucosa y aforando con agua destilada. Se
prepard también una solucion conteniendo 60 unidades de purpurogalina de peroxidasa de
rdbano picante, y una solucion de levadura Saccharomyces Cerevisiae de 1 mg/mL.

De la solucion de 0.17 mM de o-Dianisidina y 1.72% mM de glucosa, se obtuvieron 5
soluciones cuya temperatura fué manipulada para tener valores de 15, 25, 35, 45y 55 °C
respectivamente. El blanco se mantuvo a una temperatura de 25 °C, y consistié de 1.45 mL
de la solucién de 0.17 mM de o-Dianisidina y 1.72% de glucosa, con 50 uL de la solucién
de peroxidasa y 50 pL de buffer de acetato de sodio 50 mM. Para las muestras de cada
temperatura distinta, se tomaron 1.45 mL de la solucion de o-Dianisidina y 1.72% de glucosa,
50 pL de la solucién de peroxidasa y 50 pL de la solucién de levadura. Se contaron 15
minutos a partir del momento en que se agregaron las soluciones de peroxidasa y de levadura
para cada muestra de temperatura distinta y se analizaron por medio de un espectrofotometro

a 500 nm para determinar su absorbancia.

La Figura 15 muestra un diagrama donde se ilustra el proceso de preparacion de las
soluciones requeridas para las pruebas bioquimicas. La solucion 5 que se ilustra es la que se
toma como base para las pruebas. A partir de ella se modifican el pH y la temperatura para

luego juntarla con la levadura y la solucion de peroxidasa.
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Figura 15: Esquema de elaboracion de soluciones para pruebas bioquimicas. A partir de la solucién 5 se manipula el pH
y la temperatura para comenzar las pruebas.

6.6 Construccion de celdas de combustible
6.6.1 Celda basada en carbon Vulcan

Para realizar los experimentos se construyeron las celdas completas, los compartimientos de
anodo 'y catodo estan separados por una tira de papel filtro. Esta tira de papel fue ajustada y
ayudd en el intercambio de protones mediante una configuracion tipo sandwich. El
biocatalizador, Saccharomyces cerevisiae, se coloc6 en el compartimiento del anodo y se
utilizo glucosa como combustible. El proceso metabolico de S. cerevisiae es una serie de
reacciones redox enzimaticas endogenas. La glucosa se convierte primero en Piruvato a
través de la via glucolitica y luego se cataboliza en moléculas simples, que incluyen dioxido

de carbono y agua, a través del ciclo del acido tricarboxilico. Durante el proceso
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multienzimatico, la energia quimica se captura a lo largo de la cadena de transporte de
electrones. La celda de papel en el intercambio de protones impide que el gas y el electron
se crucen, pero prefiere la transmision de protones a través de los dos compartimentos de los
electrodos, mientras que la diferencia de potencial entre el anodo y el catodo impulsa el flujo

de electrones a través de un circuito externo.

Se utilizo6 papel filtro Walkman 5, de dimensiones de 4.5 cm de largo, 0.7 cm de grosor, 0.3
cm de grosor de canal de flujo, cuyo largo fue de 1 cm. Para los electrodos se utilizé papel
Toray de dimensiones de 1 cm por 5 mm. La mitad del papel Toray fue cubierta con papel
aluminio, para de ahi tomar el contacto con los caimanes y hacer las pruebas. La parte
descubierta del electrodo se utilizd para depositar el material catodico y anddico,
respectivamente. Para el catodo, se depositaron 10 pL de la tinta catalitica con Pt/C 30%, y
para el anodo se depositaron 10 pL de la tinta catalitica con la levadura Saccharomyces
cerevisiae inmovilizada en carbon Vulcan. Se colocaron los electrodos con el lado depositado
haciendo contacto con el papel filtro, teniendo cuidado de no poner en contacto el papel
aluminio con el papel filtro. Luego fueron fijados en su sitio con cinta adhesiva. El catodo
fue fijado con la cinta, teniendo especial cuidado de cubrir lo menos del mismo con ella, ya

que tiene que estar en contacto con el aire para llevar a cabo el proceso de oxidacion.

6.6.2 Celda basada en 6xido de grafeno

Se sigui6 el mismo procedimiento que se utilizo para el desarrollo de la celda basada en
carbon Vulcan, haciendo uso de papel filtro Walkman 5 de dimensiones de 4.5 cm de largo,
0.7 cm de grosor, 0.3 cm de grosor de canal de flujo, cuyo largo fue de 1 cm. Los electrodos
se basaron nuevamente en papel Toray con dimensiones de 1 cm por 5 cm. La mitad del papel
Toray se cubrid con papel aluminio para hacer contacto con el equipo de medicién, mientras
que la otra mitad fue cubierta con tinta catalitica. Se cubrio un electrodo con 10 pL de la tinta
catalitica de platino, convirtiéndolo asi en el catodo, mientras que el otro electrodo fue
cubierto con 10 uL de la tinta catalitica con Saccharomyces cerevisiae en éxido de grafeno,
para cumplir la funcion del anodo. Estos electrodos fueron fijados con la cara de la tinta
depositada haciendo contacto con el papel filtro en forma de sandwich y fueron fijados en su

sitio con cinta adhesiva. Se tuvo especial cuidado de cubrir lo menos posible del catodo con
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la cinta adhesiva para que tuviera buen contacto con el aire y asi hacer mas eficiente la
reaccion de reduccion de oxigeno. La Figura 16 ilustra el proceso de fabricacion de la celda

de combustible.

0.7cm

Tinta catalitica Papel aluminio

anodica &

Anodo Catodo

- - -
4.5¢cm Tinta catalitica

Papel aluminio
catddica 5 é

Catodo

lem

0.3cm

Figura 16: Disefio de celda de combustible microfluidica basada en papel de un solo canal.

6.7 Evaluacion electroquimica de celdas de combustible

Se utiliz6 cada celda de combustible fabricada, nos referiremos a la de la levadura
inmovilizada en carboén Vulcan como “sistema A” y a la de la levadura inmovilizada en 6xido
de grafeno como “sistema B”. Para las pruebas cada celda se colocd sobre una base aislante,
se puentearon los electrodos de trabajo y de referencia del potenciostato y se fijé el electrodo
de trabajo con el catodo de la celda, y el contra electrodo se fijé con el anodo. Se utilizaron
las soluciones de glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa con las concentraciones de 1, 2, 3, 5,
10y 20 mM con ferrocianuro de potasio al 1 mM, y se afiadieron alicuotas de 20 pL de cada
solucion sobre la zona de papel filtro de la celda fabricada. Se hicieron pruebas de potencial
de circuito abierto con una duracion de 330 segundos. También se llevaron a cabo pruebas

de cronoamperometria, con un voltaje de 0.2 V' y un tiempo de 300 segundos. Para determinar
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la densidad de potencia y de corriente se hicieron curvas de descarga con cada celda y con

las soluciones a distintas concentraciones de los distintos carbohidratos.

7. Analisis y resultados

7.1 Microscopia

7.1.1 Microscopia Optica

En la Figura 17 se puede observar la levadura con la tincion descrita.en la seccion 6.3.1,
como se puede observar cuenta con una forma ovalada. También se puede observar que hay
material azul entre cada celula lo cual podria ser exceso-de azul de metileno, levadura
desnaturalizada o un material de matriz extracelular caracteristico de Saccharomyces

cerevisiae que conecta las colonias de la levadura (Kuthan et al, 2003)

A) B)

Figura 17: Saccharomyces cerevisiae vista con microscopio optico.

7.1.2 Microscopia electrénica de barrido

En la Figura 18 se puede observar la cepa Saccharomyces cerevisiae inmovilizada sobre el
sustrato de carbono (papel Toray). Como se puede observar tiene buen contacto con los
filamentos de carbono, creciendo sobre su superficie. Siendo un material tan poroso, la

colonia de la cepa se puede expandir en las 3 dimensiones. En la Figura 18 B) se puede
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observar que la levadura tiene aproximadamente 5 um de largo, lo cual concuerda con el

tamario de la cepa reportada en la literatura (Tyson C. et al, 1979) (Johnston G. et al, 1979).

A)

Figura 18: Saccharomyces cerevisiae inmovilizada en sustrato de carbono observada con microscopio electrénico de
barrido.

7.2 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas llevadas a cabo para la cepa S. cerevisia en solucion y sin
inmovilizacion se muestran en las Figuras 19 y 20. En la Figura 19 se observa su actividad
enzimatica con-respecto al pH. A un pH de 6 se obtuvo la mayor actividad enzimatica, y a
partir de ese punto continda bajando hasta llegar a un valor de pH de 8.5. Esta reportado en
la literatura que la cepa Saccharomyces cerevisiae presenta mejor crecimiento en medios
acidos que varian en pH de 4 a 6, por lo que este resultado va de acuerdo a lo reportado
previamente (Narendranath N, 2005).
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Figura 19: Actividad enzimatica para levadura en solucion con respecto.al pH.

En la Figura 20 se observa la actividad enzimatica de la levadura en solucion con respecto a
la temperatura. A una temperatura de 35 °C se obtuvo la mayor actividad enzimatica, lo que
indica que es la temperatura Optima para la actividad de la levadura. La temperatura de
crecimiento Optima para la cepa Saccharomyces cerevisiae es de 33-34 °C por lo que el

resultado va de acuerdo a lo reportado en otros trabajos (Serra, 2005.)

0.12 T T T T T T T T T

0.06 - |

0.04 - b

Actividad enzimatica (U/mL)

0.02 1 1 1 ! | 1 1 | |

Temperatura (°C)

Figura 20: Actividad enzimatica para levadura en solucion con respecto a la temperatura.

La actividad enzimatica para la levadura inmovilizada en carbon Vulcan se muestra en las
Figuras 21 y 22. En la Figura 21 se muestra la actividad de la levadura con respecto al pH.
Se puede apreciar que hay una diferencia en el pH para la actividad enzimética éptima, que

ahora es de 6.5 a diferencia de la levadura en solucion y de lo reportado en la literatura
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(Chiang et al, 1981), lo cual indica que el sistema que se usa para inmovilizar desplaza el
pH de su actividad enziméatica éptima. La inmovilizaciéon dentro del polimero conductor
Nafion ademas del efecto del carbon Vulcan altera el potencial de hidrogeno que entra en
contacto con la levadura, de forma que a un pH mas cercano al valor neutro se obtiene una
actividad enzimatica éptima.

0.034 T g T T T
0.032 -
0.030 §
0.028 - -

0.026 - -

Actividad enzimatica (U/mL)

0.024 |- B

0.022 . L

pH

Figura 21: Actividad enzimatica paralevadura inmovilizada en Vulcan con respecto al pH.

En la Figura 22 se muestra la actividad enzimatica de la levadura inmovilizada con carbon
Vulcan con respecto a la temperatura. El valor 6ptimo de temperatura que se aprecia para la
actividad enzimatica es de 35.°C, el cual permanece similar al valor obtenido con la levadura
no inmovilizada y a los valores reportados en la literatura, en los que el crecimiento de la
levadura aumenta conforme se acerca a los 35 °C (Arroyo-L6pez, 2009). Con esto se observa
que el sistema elaborado para inmovilizar a la cepa no actiia como un aislante térmico para
la misma, y sus funciones metabolicas contindan de manera normal en el sistema
inmovilizado.
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Figura 22: Actividad enzimatica para levadura inmovilizada en Vulcan con respecto.a la temperatura.

En la Figura 23 se muestra la actividad enzimatica de la levadura inmovilizada en 6xido de
grafeno con respecto al pH. De forma similar a la Figura 21, se observa que la actividad
enzimatica Optima se presenta a un pH de 6.5, lo cual est& ligeramente desplazado a valores
mas basicos que aquellos reportados en la literatura para la cepa Saccharomyces cerevisiae
(Chiang et al, 1981). Los enlaces que se forman-entre el 6xido de grafeno, ademas de la
presencia el polimero Nafion alteran el potencial de hidrégeno que afecta a la levadura, y
acerca el pH de su actividad enzimatica 6ptima a valores méas cercanos al pH neutro. Esto
resulta beneficial debido a posibles aplicaciones en alimentos o con sustancias de origen

bioldgico las cuales por lo general tienen valores mas cercanos al pH neutro y no a un pH
acido.
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Figura 23: Actividad enzimatica para la levadura inmovilizada en 6xido de grafeno con respecto al pH.
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En la Figura 24 se muestra la actividad enzimatica de la levadura inmovilizada en o0xido de
grafeno con respecto a la temperatura. Nuevamente se observa que el valor optimo de
temperatura para la actividad enzimatica es de 35°C, lo cual es similar a lo reportado en la
literatura (Serra, 2005). De nuevo, el sistema elaborado para la inmovilizacidn no ejerce la
funcién de aislante térmico por lo que la levadura lleva a cabo sus funciones metabolicas

como si estuviera en solucion con respecto a la temperatura.
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Figura 24: Actividad enzimatica para la levadura inmovilizada en 6xido de grafeno con respecto a la temperatura.

Es interesante observar que los valores de actividad enzimética Optimos para pH y para
temperatura fueron superiores para el sistema inmovilizado en 6xido de grafeno que para el
sistema inmovilizado en carb6n Vulcan., teniendo el sistema de 6xido de grafeno valores de
0.056 U/mL para pH y 0.089 U/mL para temperatura, mientras que el sistema con carbén
Vulcan obtuvo valores de 0.032 U/mL para pH y 0.071 U/mL para temperatura. Sin embargo,
el sistema que obtuvo mayor actividad enzimatica fue el de la levadura en solucion, para el

cual se obtuvieron valores maximos de 0.068 U/mL para pH y 0.104 U/mL para temperatura.

7.3 Sistema A: Celda con carbon Vulcan

7.3.1 Voltametrias ciclicas

Las pruebas de voltametria ciclica con electrodo de carbon vitreo modificado con la tinta
catalitica anddica de levadura con carbdn Vulcan se muestran en las Figuras 25, 26, 27, 28 y

29. La Figura 25 muestra la voltametria ciclica con el blanco, una solucion sin ningun
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carbohidrato de interés con el mediador CsFeKsNe 1 mM. Se logran observar 2 pequefios
picos, uno anddico y uno catddico en 0.385 y en 0.267 V, respectivamente, con una amplitud
de 5.96 pA para el pico anddico y una de 13.5 pA para el pico catodico. Es posible que estos
picos se deban a las reservas de carbohidratos propios de la levadura al momento de llevar a

cabo el experimento.
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Figura 25: Voltametria ciclica de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para CsFeKaNs 1
mM en ausencia de las azlcares de interés.

La generacion de energia a partir de-carbohidratos dentro de la mitocondria celular se muestra
en la Figura 26. Los carbohidratos pasan a formar Acetil CoA y entran al ciclo de Krebs
desde donde se produce la molécula energética elemental de todo ser vivo: ATP. Mas ATP
se forma en la cadena respiratoria, la cual es la causante principal de la produccion de

electrones por parte de la célula.
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Figura 26: Conversion de energia de los carbohidratos en ATP en la mitocondrias

Las voltametrias ciclicas de glucosa aplicadas al electrodo de carbon vitreo modificado con
la tinta catalitica de levadura con Vulcan se muestran en la Figura 27. Se pueden observar
los picos anddicos a aproximadamente 0.4 V para todas las concentraciones de glucosa, asi
como picos catodicos a 0.35 V aproximadamente. Es interesante notar que para los picos
anddicos no se puede observar una correlacion entrela corriente de pico y la concentracion
de la glucosa, mientras que para los picos catddicos si-hay un aumento en la corriente con
respecto a la concentracion. Los picos se deben a la cadena de respiracién celular en la que

se genera energia a partir del catabolismo de la-glucosa.
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Figura 27: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para glucosa
con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CsFeKaNs 1 mM.
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En la Figura 28 se muestra la ruta metabolica que sigue la glucosa dentro de la cepa
Saccharomyces cerevisiae. Como se puede observar, en esta ruta también se encuentra la
fructosa lo que indica que siguen un camino muy similar en el consumo. Ademaés de la
produccién de energia quimica en forma de ATP y NADH, cada paso influye en la

generacion de electrones por parte de la célula.

Glucosa 2 NADP* 2 NADPH

Glucosa 6-P \/ » Ribosa 5-P

Fructosa 1,6-2P

2 NAD*
2 NADH
2 Piruvato
6 NAD* 2 NADH
6 NADH 2 NAD*
6 CO; 2 Etanol

Figura 28: Catabolismo de la glucosa.en Sacchaormyces cerevisiae (adaptado de Zhao J. et al, 2005).

En la Figura 29 se muestran las voltametrias ciclicas aplicadas a fructosa con el electrodo de
carbdn vitreo modificado con la tinta catalitica de levadura con carbon Vulcan. Los picos
anodico y catodico se encuentran aproximadamente a 0.4 y 0.35 respectivamente. El
catabolismo de glucosa y de fructosa por parte de la cepa Saccharomyces cerevisiae sigue un
mismo camino-para la obtencion de energia por medio de la mitocondria, ya sea para la

generacion-de dioxido de carbono o de etanol (Zhao J. et al, 2005).
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Figura 29: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para fructosa
con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CeFeKaNs 1 mM.

Las voltametrias ciclicas aplicadas a maltosa con un electrodo de carbén vitreo modificado
con tinta catalitica de levadura con Vulcan se muestran en la Figura 30. Se puede observar el
pico anddico a aproximadamente 0.4 V' y el pico catédico a aproximadamente 0.35 V, lo cual
es muy cercano a los valores obtenidos para glucosa y fructosa. Esto podria indicar que la
maltosa se separa en sus monosacaridos constituyentes y sigue la misma ruta metabdlica. Ha
sido reportado en la literatura que la enzima maltasa es producida por la cepa Saccharomyces
cerevisiae por induccion por maltosa. La maltasa es la enzima encargada de la hidrélisis de

la maltosa para separarla en sus monosacaridos de glucosa (Zimmerman F., 1974)
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Figura 30: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con tinta catalitica dellevadura con Vulcan para maltosa
con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CsFeKaNs1 mM.

La Figura 31 muestra las voltametrias aplicadas a sacarosa con un electrodo de carbdn vitreo
modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan. Nuevamente el pico anddico se puede
observar a aproximadamente 0.4 V y el pico catédico a 0.34 V, muy cercanos a los valores
de glucosa y fructosa. De nuevo esto sugiere que la sacarosa es separada via enzimética en
sus monosacaridos constituyentes, glucosa y fructosa. Esta reportado que la cepa
Saccharomyces cerevisiae expresa una cantidad significativa de sacarasa, enzima encargada
de la hidrolisis de la sacarosa, por lo que se podria concluir que ésta es separada en sus
monosacaridos constituyentes que luego son consumidos por la levadura (Herbrecht R.,
2005). Al ser separada la sacarosa en glucosa y fructosa, ambas son convertidas en piruvato
y otros productos metabolicos y al mismo tiempo se genera energia que es consumida por el
microorganismo, del cual a partir de la respiracion celular se generan electrones que generan

una corriente la cual se observa en los picos de la voltametria.
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Figura 31: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para sacarosa
con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CgFeKaNs 1 mM.

7.3.2 Voltametrias de pulso diferencial

La Figura 32 muestra las voltametrias de pulso diferencial aplicadas a glucosa con un
electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan.
Nuevamente los picos anddicos se-observan a aproximadamente 0.4 V lo cual concuerda con
las voltametrias ciclicas. Conforme aumenta la concentracién aumenta la corriente de pico

hasta llegar a 5 mM donde aparentemente deja de aumentar.
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Figura 32: Voltametrias de pulso diferencial de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para
glucosa con concentraciones de 1, 2, 3,5, 10 y 20 mM con CeFeKsNs 1 mM.

La Figura 33 muestra las voltametrias de pulso diferencial aplicadas a fructosa con un
electrodo de carbdn vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan. En este
caso los picos se ven un poco desplazados hacia la izquierda con repecto a la glucosa, a
aproximadamente 0.38 V. Es interesante notar que la corriente aumenta conforme aumenta

la concentracion hasta que llega a3 mM, donde empieza a bajar hasta llegar a 20 mM
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Figura 33: Voltametrias de pulso diferencial de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para
fructosa con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CsFeKaNs 1 mM.

En la Figura 34 se pueden observar las voltametrias de pulso diferencial aplicadas a maltosa
con un electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan. El
pico anddico nuevamente se ve desplazado ligeramente hacia la izquierda con respecto a las

voltametrias ciclicas, a un valor de 0.38 V.
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Figura 34: Voltametrias de pulso diferencial de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para
maltosa con concentraciones de 1, 2, 3,5, 10 y 20 mM con CeFeKaNs 1 mM.
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La Figura 35 muestra las voltametrias de pulso diferencial aplicadas a sacarosa con un
electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan. El pico
anodico se puede observar a aproximadamente 0.38 V llegando a un valor maximo de

corriente de pico de 0.105 A/cm? para la concentracion de 10 mM.
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Figura 35: Voltametrias de pulso diferencial de carbonwitreo modificado con tinta catalitica de levadura con Vulcan para
sacarosa con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM.con CeFeKaNs 1 mM.

7.3.3 Potencial de circuito abierto

En la Figura 36 se puede observar el potencial de circuito abierto para la celda completa con
tinta catalitica anddica de levadura con Vulcan. Se puede observar que el voltaje se estabiliza
conforme se va a acercando a los 150 segundos. El valor maximo obtenido en el blanco fue
de 0.47 V
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Figura 36: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con-tinta catalitica de levadura con
Vulcan en el &nodo para CsFeKasNs 1 mM en ausencia de las.azicares de interés.

En la Figura 37 se pueden observar los potenciales de circuito abierto para la celda completa
del sistema A con glucosaa diferentes concentraciones. El valor maximo de voltaje se obtuvo
con la concentracion de glucosa de 10 mM 'y fue de 0.38 V. Se han obtenido valores
superiores de hasta 0.886 V en sistemas que usan como mediador de electrones al azul de
metileno lo que indica que podriaser un mediador mas eficiente (Permana D. et al, 2015). Al
comienzo de la prueba se deposita una alicuota de la solucion de concentracion variante de
glucosa, la cual al llegar a tener contacto con los electrodos comienza su procesio de
oxidacion por parte de la levadura, la cual al consumirla genera energia hasta que llega a
estabilizarse.
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Figura 37: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con
Vulcan en el anodo para glucosa con concentraciones de 1, 5y/10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

En la Figura 38 se pueden observar los potenciales de circuito abierto para la celda completa
del sistema A con fructosa a diferentes concentraciones. El valor maximo de potencial se
obtuvo con una concentracion de 10 mM y fue de 0.432 V. Se puede observar que no hay
mucha diferencia con respecto a la concentracion de 5 mM, con la que se obtuvo un valor de
0.43 V. De nuevo en la prueba se depositd una alicuota sobre el papel filtro, hasta que por
medio de capilaridad lleg6 a los electrodos, donde comenzo el proceso de oxidacion de la
fructosa por parte de la levadura. Esta oxidacion va en aumento hasta que llega a estabilizarse

generando un potencial continuo que varia poco con respecto al tiempo.
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Figura 38: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con
Vulcan en el anodo para fructosa con concentraciones de 1, 5y 10.mM con'CsFeKsNs 1 mM.

En la Figura 39 se pueden observar los potenciales de circuito abierto para la celda completa
del sistema A con maltosa a diferentes concentraciones. Se observa que el mayor potencial
se obtuvo para una concentracion de 1 mM, con un valor de 0.536 V. Es posible que al tratarse
del disacarido maltosa y debido a que la-levadura no comienza a producir la enzima maltasa
hasta que tiene contacto con la maltosa, haya habido distintos tiempos de respuesta. Sin
embargo se observa que se lleva a cabo la reaccion, lo cual indica que efectivamente la
maltosa se separa en sus monosacaridos constituyentes que luego son oxidados por los

procesos metabolicos del microorganismo para generar un potencial.
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Figura 39: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con
Vulcan en el anodo para maltosa con concentraciones de 1, 5y 10.mM con‘CeFeKaNs 1 mM.

En la Figura 40 se pueden observar los potenciales de circuito abierto para la celda completa
del sistema A con sacarosa a diferentes concentraciones. EI mayor potencial se puede
observar para el caso de sacarosa 5 mM. Es interesante también mencionar la caida y la
posterior subida que tiene la linea de la concentracion de 5 mM, la cual podria deberse a una
ausencia y una posterior produccién de la enzima sacarasa para hidrolizar el disacarido en
sus monosacaridos constituyentes, teniendo en cuenta que la sacarasa es un metabolito el cual
su produccion se ve influida por la presencia de sacarosa. Sin embargo se observa que
efectivamente sus monosacaridos constituyentes son consumidos por el microorganismo para
de esta forma pasar por medio de sus procesos metab6licos y generar energia a través de la

respiracion celular.
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Figura 40: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica'con.tinta catalitica de levadura con
Vulcan en el anodo para sacarosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

7.3.4 Cronoamperometria

La Figura 41 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema A
con una solucién blanco, con ausencia de-carbohidratos pero presencia de mediador
CeFeKsNs 1 mM. Los resultados de la medicion indican que el desempefio del dispositivo
decrece respecto al tiempo debido a que va disminuyendo la concentracion de los

carbohidratos con que cuenta la levadura inicialmente, de su propia reserva energética.
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Figura 41: Cronoamperometria para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con Vulcan en el
anodo para CeFeKaNs 1 mM en ausencia de las azicares de interés.

La Figura 42 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema A
con glucosa. Se observa que la corriente decrece rapidamente debido a que se consume el

carbohidrato presente. Sin embargo para la concentracion de 10 mM la caida de la densidad

de corriente se ralentiza a 0.05 mA/cm?.
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Figura 42: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con Vulcan en
el anodo para glucosa con concentraciones de 1, 5 y 10.mM-con.CsFeKsNs 1 mM.

La Figura 43 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema A
con fructosa. La densidad de corriente decrece rapidamente para todas las concentraciones

indicando que el consumo del carbohidrato ocurre de forma instantanea.
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Figura 43: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con Vulcan en
el anodo para fructosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

La Figura 44 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema A
con maltosa. Se observa una caida en la densidad de corriente hasta llegar a valores de 0.03
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mA/cm? para el caso de la concentracion de 1 mM. En el caso de las concentraciones de 5 y

10 mM se observa que la densidad de corriente decrece mas rapidamente.
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Figura 44: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con Vulcan en
el &nodo para maltosa con concentraciones'de 1,5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

La Figura 45 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema A
con sacarosa. Nuevamente la densidad de corriente decrece rapidamente hasta llevar a valores
de 0.05 mA/cm? para el caso de la concentracion de 5 mM, a partir de donde comienza a
bajar mas lentamente. La concentracion de 10 mM decrece hasta Ilegar a una densidad de
corriente de 0.02 mA/cm?, desde donde contintia decreciendo lentamente.
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Figura 45: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con Vulcan en
el anodo para sacarosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM.con CsFeKaNs 1 mM.

7.3.5 Curvas de descarga y polarizacion

Las curvas de descarga para la celda completa del sistema A con el blanco y los distintos
carbohidratos se muestran en las Figuras 46, 47, 48, 49 y 50. Se puede observar el mismo
perfil para las curvas de descarga de cada grafica. Lo primero que se puede notar es que no
hay caidas de potencial a bajas densidades de corriente, lo cual indica que no hay pérdidas
por polarizacion de activacion, lo que se refiere a que el carbohidrato se consume
directamente por el microorganismo al entrar en contacto con el mismo. A continuacion, se
sigue una caida de potencial debida a pérdidas 6hmicas la cual no es completamente lineal
hasta llegar a densidades de corriente altas, por lo que se puede indicar que ademas de
pérdidas 6hmicas, desde densidades de corriente bajas la polarizacion de concentracion tiene
un efecto negativo en la celda de combustible. La polarizacion de concentracion se debe a
que los productos de la reaccion de oxidacion del carbohidrato permanecen en la zona de
contacto entre el carbohidrato y la levadura, por lo que entran en su camino y dificultan el
consumo correcto del mismo por parte del microorganismo. En la Figura 46 se pueden
observar las curvas de descarga y de polarizacion para la celda completa del sistema A con
una solucion blanco en ausencia de carbohidratos pero con CsFeKsNs 1 mM. Se puede
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observar que el valor maximo de densidad de corriente obtenido en esta grafica es de 0.0311

mA/cm? y el valor maximo de densidad de potencia es de 0.00395 mW/cm?.
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Figura 46: Curva de descarga y polarizacion para celda de combustible'microfluidica con tinta catalitica de levadura
con Vulcan en el anodo para CeFeKaNs 1 mM en ausencia de las azicares de interés.

La Figura 47 muestra las curvas de descarga de-la celda completa del sistema A para glucosa
con concentraciones de 1, 5y 10 mM. Nuevamente se puede observar en la curva de descarga
gue no se presentan pérdidas apreciables por polarizacion de activacion, lo que se debe a que
la glucosa es oxidada y consumida por el microorganismo al momento de entrar en contacto
con el mismo, pero se pueden observar pérdidas por polarizacion de concentracion conforme
se acerca a valores altos de densidad de corriente, lo que indica que no hay remocion de los
productos de la reaccion con la glucosa y permanecen como un obstaculo para el consumo
de la glucosa por parte de la levadura. Para glucosa 1 mM se obtuvieron valores maximos de
0.008 mA/cm? y de 0.000608 mW/cm? para densidad de corriente y densidad de potencia
respectivamente. Para la concentracion de 5 mM estos valores fueron de 0.0109 mA/cm? y
de 0.00093 mW/cm? y para la concentracion de 10 mM los valores fueron de 0.015 mA/cm?
y de 0.000954 mW/cm? lo que indica un aumento en densidades de corriente y de potencia

conforme aumenta la concentracion.
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Figura 47: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con Vulcan en el anodo para glucosa con concentraciones de 1, 5 y'10 mM:con CeFeKaNe 1 mM.

La Figura 48 muestra las curvas de descarga para la celda completa del sistema A con fructosa
a concentraciones de 1, 5 y 10 mM. Para este caso, de manera similar a la glucosa, no se
observan pérdidas apreciables por polarizacidn de activacion por lo que la fructosa también
se consume por parte de la levadura al entrar en contacto directo con la misma, pero se ve un
aumento en las pérdidas por polarizacion de concentracion conforme se acerca a valores
mayores de densidad de corriente, lo cual se debe a que se acumulan los productos de la
reaccion de oxidacion de fructosa en la celda de combustible. Los valores maximos de
densidad de corriente y densidad de potencia son de 0.0248 mA/cm? y 0.0014 mW/cm? para
1 mM, 0.0244 mA/cm?.y 0.00176 mW/cm? para 5 mM y de 0.0192 mA/cm? y 0.00169
mW/cm? para 10 mM.
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Figura 48: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica.con tinta catalitica de levadura
con Vulcan en el anodo para fructosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKsNs 1 mM.

La Figura 49 muestra las curvas de descarga para la celda.completa del sistema A con maltosa
a concentraciones de 1, 5y 10 mM. De nuevo se observa la forma de la grafica mencionada
previamente para glucosa y fructosa, lo cual concuerda con el hecho de que la maltosa es un
disacéarido constituido de glucosa y fructosa, separado por hidrélisis por la enzima maltasa
por lo que se siguen las mismas vias de consumo que para la glucosa y para la fructosa. Los
valores maximos de densidad de corriente y densidad de potencia son de 0.028 mA/cm? y
0.002 mW/cm? para 1 mM, 0.035 mA/cm? y 0.0031 mW/cm? para5 mM y de 0.0265 mA/cm?
y 0.00334 mW/cm? para 10 mM. Nuevamente no se presentan pérdidas por polarizacion de
activacion lo que indica-que el metabolito y enzima maltasa se encuentran presentes dentro
de la levadura desde antes de llevar a cabo la reaccion de oxidacion de la maltasa, a pesar de
que la produccion de maltasa por parte de la cepa Saccharomyces cerevisiae se lleva a cabo
cuando se tiene contacto con la maltosa por parte de la cepa. De nuevo se observan pérdidas
por polarizacion de concentracion debidas a que se acumulan los productos de la oxidacion

de la maltosa y de sus monosacéridos constituyentes dentro de la celda de combustible.

71



T T L} T L] T L) T y T T T T T T T
0.35 - O Maliosa 1 mM - 0.0035
L fat A Maliosa 5 mi |
—— Maltosa 10 mM

0.30 - {00030 o
g £
L
0.25 - 400025 3
I i E
—~ 0.20F 400020 o
b I i 3
=
L 015} {00015 @
S Q
© I 1 a
> 010 Jooo10 @
I 1 o)
0.05 400005 8
®
0.00 400000 2

-0.05 e e e w1 1 gooos

-0.005 0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040
Densidad de corriente (mA/cm®)

Figura 49: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con Vulcan en el anodo para maltosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

La Figura 50 muestra las curvas de descarga para la celda completa del sistema A con
sacarosa a concentraciones de 1, 5 y 10 mM. De nuevo se observa la forma de la gréfica
mencionada previamente para glucosa, lo cual se debe al hecho de que la sacarosa es un
disacérido constituido de dos moléculas de glucosa, separada por hidrdlisis por la enzima
sacarasa por lo que se siguen las mismas vias de consumo que para la glucosa. Los valores
maximos de densidad de corriente y densidad de potencia son de 0.0124 mA/cm? y 0.001
mW/cm? para 1 mM, 0.0159 mA/cm? y 0.0018 mW/cm? para 5 mM y de 0.0191 mA/cm? y
0.00184 mW/cm? para 10 mM. En este caso las pérdidas por polarizacion de activacion se
pueden considerar nulas, al igual que en los casos anteriores lo que indica que la levadura
comienza a consumir la sacarosa al momento de entrar en contacto con ella. Esto solo es
posible si hay presencia de la enzima sacarasa desde antes de que la cepa tenga contacto con
la sacarosa. Las pérdidas por polarizacion de concentracion van aumentando conforme
aumenta la densidad de corriente dentro de la gréfica, lo que indica que se acumulan los
productos de la oxidacion de la sacarosa y de sus monosacaridos constituyentes dentro de la

celda de combustible.
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Figura 50: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con Vulcan en el &nodo para sacarosa con concentraciones de 1, 5y 20 mM con CsFeKaNs 1 mM.

Es interesante observar que para el sistema A el potencial de circuito abierto asi como las
densidades de corriente para el blanco fueron superiores que para la mayoria de las soluciones
con presencia de carbohidratos. Esto podria deberse a que el coeficiente de difusion en el
sistema para el mediador ferrocianuro. de potasio se ve afectado en presencia de los
carbohidratos de interés, lo que afecta la transferencia de electrones. La alta porosidad del
carbén Vulcan es una propiedad deseable para la reaccion de reduccién de oxigeno en el
catodo, sin embargo podria afectara la conductividad en el &nodo. La maltosa al liberar dos
moléculas de glucosa al separarse produce un potencial de circuito abierto superior al de los
demas, de 0.536 V para una concentracion de 1 mM lo que indica que al consumir el doble

de la cantidad de glucosa se genera mayor energia.

7.4 Sistema B: Celda con oxido de grafeno

7.4.1 Voltametrias ciclicas

Las pruebas de voltametria ciclica con electrodo de carbon vitreo modificado con la tinta
catalitica anddica de levadura con Oxido de grafeno se muestran en las Figuras 51, 52, 53 y
54. En la Figura 51 se muestran las voltametrias ciclicas para glucosa con concentraciones

de 1, 2, 3, 5, 10, 20 mM. Los picos anddicos se encuentran a aproximadamente 0.43 V, el
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cual es un voltaje ligeramente superior al obtenido para las voltametrias de glucosa con el
sistema A. También se pueden observar picos catodicos a 0.33 V. Estos picos se deben a la
reaccion de la levadura con la glucosa, a la cual consume para su propia energia y por medio

de la cadena respiratoria mitocondrial produce electrones.
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Figura 51: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con-tinta catalitica de levadura con 6xido de grafeno para
glucosa con concentraciones de 1, 2,:3,'5, 10y 20 mM con CsFeKaNs 1 mM.

En la Figura 52 se muestran las voltametrias ciclicas para fructosa con la tinta catalitica del
sistema B con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10, 20 mM. Se observan los picos anddicos a
aproximadamente 0.43 V para todas las concentraciones y los picos catodicos a 0.33 V para
todas las concentraciones. Estos picos se deben al consumo de fructosa por parte de la
levadura por medio del proceso que se muestra en la Figura 28, para producir energia para el
microorganismo. A lo largo de la cadena respiratoria del microorganismo, se produce energia
eléctrica la cual es captada por el electrodo de carbon vitreo de la prueba de voltametria
ciclica. La levadura forma enlaces con los distintos grupos funcionales que se encuentran en
el oxido de grafeno, lo cual facilita el mecanismo de transferencia de electrones con el
electrodo.
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Figura 52: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura-con.6xido de grafeno para
fructosa con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CeFeKsNs L-mM.

En la Figura 53 se muestran las voltametrias ciclicas para maltosa con la tinta catalitica del
sistema B con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10, 20 mM.. Los picos anddicos y catodicos se
pueden observar a 0.43 V y 0.33 V respectivamente, muy similar a los observados para
glucosa y fructosa lo cual se debe a que es un disacarido conformado por ambos
monosacaridos como ha sido mencionado previamente, por lo que sigue las mismas vias
metabdlicas dentro de la levadura Saccharomyces cerevisiae. La maltosa es separada en sus
monosacaridos constituyentes por medio de la enzima maltasa, los cuales son consumidos

por el microorganismo para obtener energia de los mismos.
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Figura 53: Voltametrias ciclicas de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con éxido de grafeno para
maltosa con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con CsFeK4Ns 1 mM.
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En la Figura 54 se muestra la voltametria ciclica para sacarosa con la tinta catalitica del
sistema B con concentracion de 1 mM. EIl pico anddico se encuentra a 0.449 V vy el pico
catddico se encuentra a 0.315 V, Nuevamente similares a los mostrados para glucosa ya que
es un disacarido de glucosa, por lo que sigue su misma via metabolica. El disacarido sacarosa
se separa en dos moléculas de glucosa por medio de la enzima sacarasa la cual esté presente
dentro de la cepa Saccharomyces cerevisiae. Estos monosacaridos de glucosa son

consumidos por la via metabdlica mencionada en la Figura 28.
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Figura 54: Voltametria ciclica de.carbdn vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con 6xido de grafeno para
sacarosa con concentracion de 1 mM con CsFeKaNs 1 mM.

7.4.2 Voltametrias de pulso diferencial

Las Figuras 55, 56 y 57 muestran las voltametrias de pulso diferencial aplicadas a glucosa,
fructosa y maltosa para un sistema de media celda con un electrodo de carbén vitreo
modificado con la tinta catalitica del sistema B que contiene levadura y 6xido de grafeno. En
la Figura 55 se muestran las voltametrias de pulso diferencial para la glucosa con
concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM. Los picos se pueden observar a 0.38 V. Se puede
observar una diferencia caracteristica en todas las pruebas de voltametria de pulso diferencial

del sistema B con respecto al sistema A y es que las del sistema B comienzan con una

76



densidad de corriente mayor, la cual se debe a que el contacto de la levadura con el carbon

Vulcan es distinto al contacto que tiene con el 6xido de grafeno, al formar enlaces idnicos

con los grupos funcionales que se encuentran en el mismo.
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Figura 55: Voltametrias de pulso diferencial de carbdn vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con 6xido de
grafeno para glucosa con concentraciones de 1,2;3;5, 10 y 20 mM con CeFeKaNe 1 mM.

En la Figura 56 se muestran las voltametrias de pulso diferencial para la fructosa con

concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM. Los picos se observan nuevamente a

aproximadamente 0.38 V para todas las concentraciones, muy cercano a los valores obtenidos

para la glucosa, debido a que siguen una via metabdlica similar (Figura 28). De nuevo se

observa que los valores de densidad de corriente comienzan mas altos que aquellos

observados en las pruebas del sistema A, lo que indica que hay mayor flujo de electrones

desde el comienzo de la prueba debido a los enlaces que forma la levadura con los grupos

funcionales del 6xido de grafeno del sistema B
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Figura 56: Voltametrias de pulso diferencial de carbén vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con 6xido de
grafeno para fructosa con concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM con-CeFeKaNe 1 mM.

En la Figura 57 se muestran las voltametrias de pulso diferencial para la maltosa con
concentraciones de 1, 2, 3, 5, 10 y 20 mM. El pico se encentra a 0.38 V, similar a los
resultados obtenidos para la glucosa y la fructosa debido a que la maltosa es un disacérido de
las mismas, por lo cual sigue las mismas vias metabdlicas dentro del microorganismo
Saccharomyces cerevisiae. Al ser separada en sus monosacaridos constituyentes por la
enzima maltasa, se convierte en glucosa y fructosa, las cuales son consumidas de forma
similar a la observada en las Figuras 56 y 55. La densidad de corriente comienza con valores
superiores a los del sistema A debido al mecanismo de transferencia de electrones que se ve
modificado por el 6xido de grafeno, con el cual forma enlaces debido a los grupos funcionales

con los que cuenta.
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Figura 57: Voltametrias de pulso diferencial de carbén vitreo modificado con tinta catalitica de levadura con 6xido de
grafeno para maltosa con concentraciones de 1, 2, 3,5, 10 y 20 mM con CsFeKaNg 1 mM.

7.4.3 Potencial de circuito abierto

En las Figuras 58, 59, 60, 61 y 62 se muestran las pruebas de potencial de circuito abierto
para el blanco, la glucosa, la fructosa, la maltosa y la sacarosa con la celda completa del
sistema B. En la Figura 58 Se observa el potencial con una solucion blanco en ausencia de
carbohidratos con CeFeKaNs 1 mM. El potencial maximo alcanzado con esta prueba fue de
0.67 V. A pesar de haber una ausencia de carbohidratos, los valores de potencial obtenidos
en esta prueba son superiores a aquellos obtenidos en las pruebas de potencial de circuito
abierto del sistema A. El 6xido de grafeno favorece el mecanismo de transferencia de
electrones al formar enlaces con la cepa Saccharomyces cerevisiae para pasar los electrones

generados en la respiracion celular hacia el electrodo de la celda de combustible.
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Figura 58: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con
oxido de grafeno en el &nodo para CsFeKaNs 1 mM en ausencia de las azucares de interés.

En la Figura 59 se muestran los resultados de la prueba de potencial de circuito abierto para
la glucosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM. Los valores maximos de voltaje obtenidos
para cada prueba fueron de 0.887 V, 0.936 V.y 0.85 V para las concentraciones de 1, 5y 10
mM, respectivamente. Han sido reportadas en la literatura celdas de combustible que hacen
uso de glucosa, Saccharomyces cerevisiae que han obtenido valores de potencial de circuito
abierto maximos de 0.479 V y _.0.689 V, lo que indica que la celda de combustible
desarrollada puede producir potenciales de circuito abierto comparables con los valores
reportados prevamiente (Rossi R. et al, 2015) (Permana D., 2015). Los valores que se
observan son muy superiores a aqueloos que se observan en las pruebas con el sistema A el
cual contiene carbén Vulcan, lo cual se debe a que la levadura forma enlaces con el 6xido de
grafeno que facilitan el mecanismo de transferencia de electrones directa con el electrodo de
la celda de combustible. Se observa un decremento en los calores de voltaje a partir de que
Ilegan a su valor maximo, lo cual se debe a que la cepa consume la glucosa y los productos
de la-oxidacion de la misma permanecen en la zona de contacto con la levadura, lo cual

permanece como un obstaculo para el consumo de nuevas moléculas de glucosa.
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Figura 59: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con
oxido de grafeno en el anodo para glucosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

En la Figura 60 se muestran los resultados de la prueba de potencial de circuito abierto para
la fructosa con concentraciones de 1, 5 y 10 mM. Los valores maximos de voltaje obtenidos
para cada concentracion fueron de 0.722 V para 1 mM, 0.713 V para 5 mM y 0.764 V para
10 mM, lo que indica que hubo un aumento en el potencial de circuito abierto para cada
aumento en la concentracion. Se puede observar también que después de llegar al valor
méaximo, decrece lentamente el valor del voltaje, lo cual podria deberse al consumo del
carbohidrato por parte de la levadura, por medio del cual se generan productos que
permanecen en la misma zona que la levadura y obstaculizan la llegada de nuevas moléculas
de glucosa para ser consumidas por parte de la cepa. Los valores obtenidos en esta prueba
son superiores a.los obtenidos en el sistema A debido a la presencia de 6xido de grafeno el
cual facilita el mecanismo de transferencia de electrones directa, a comparacion del carbén
Vulcan el cual no cuenta con grupos funcionales para formar enlaces con la cepa

Saccahromyces cerevisiae.
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Figura 60: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con
oOxido de grafeno en el anodo para fructosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM.con'CgFeKaNs 1 mM.

En la Figura 61 se muestran los resultados de la prueba de potencial de circuito abierto para
la maltosa con concentraciones de 1, 5 y 10 mM. Los valores maximos de voltaje obtenidos
para cada concentracion fueron de 0.779 V para 1 mM, 0.695 V para5 mM y 0.737 V para
10 mM. De nuevo se observa que el potencial decrece lentamente, lo cual podria estar
asociado al consumo del carbohidrato por parte de la levadura y la ausencia de capilaridad
para remover los productos de la oxidacién de la maltosa y de sus monosacaridos
consituyentes los cuales son glucosa y sacarosa. La enzima maltasa se encarga de separar a
la maltosa por medio de hidrdlisis para luego hacer pasar a la glucosa y a la fructosa por sus
vias metabdlicas. Posteriormente pasan a la cadena de respiracién celular donde se generan
electrones que viajan de forma extracelular a través de proteinas como lo es el citocromo
hacia el 6xido de grafeno por medio de enlaces no covalentes. Debido a la alta conductividad

del 6xido de grafeno, éste hace pasar los electrones al electrodo de la celda de combustible.
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Figura 61: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta'catalitica de levadura con
oOxido de grafeno en el anodo para maltosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

En la Figura 62 se muestran los resultados de la prueba de potencial de circuito abierto para
la sacarosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM. Laos valores maximos de voltaje obtenidos
para cada concentracion fueron de 0.855 V para 1. mM, 0.832 V para 5 mM y 0.709 V para
10 mM. Al igual que en las graficas anteriores, se observa un decrecimiento del valor de
voltaje con respecto al tiempo asociado al consumo del carbohidrato por parte de la levadura
y a la falta de remocion de los productos de la oxidacién de los monosacaridos constituyentes
de la sacarosa, obtenidos por medio de la hidrdlisis de la misma por parte de la enzima
sacarasa. Los electrones que se generan en la cadena respiratoria celular pasan al 6xido de
grafeno que posteriormente tiene contacto con el electrodo del &nodo de la celda de

combustible.
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Figura 62: Potencial de circuito abierto para celda de combustible microfluidica con tinta'catalitica de levadura con
oxido de grafeno en el &nodo para sacarosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

7.4.4 Cronoamperometria

Las Figuras 63, 64, 65, 66 y 67 muestran las pruebas de cronoamperometria para la celda
completa del sistema B con el blanco y los distintos carbohidratos glucosa, fructosa, maltosa
y sacarosa. La Figura 63 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa
del sistema B con una solucion blanco, con ausencia de carbohidratos pero presencia de
mediador CeFeKsNs 1 mM. Se muestra que la densidad de corriente decrece rapidamente

hasta llecar a un valor-aproximado de 0.02 mA/cm?, donde decrece mas lentamente.
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Figura 63: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica.de levadura con éxido de
grafeno en el anodo para CsFeKaNs 1 mM en ausencia de las azucares de interés.

La Figura 64 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema B
con glucosa para concentraciones de 1, 5 y 10 mM. Se observa que la corriente decrece
rdpidamente debido a que se consume el carbohidrato presente. Sin embargo la corriente se
estabiliza para valores de 0.1 mA/cm? en el caso de la concentracion de 5 mM, y en 0.025

mA/cm? para el caso de la concentracion de 10 mM.
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Figura 64: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con 6xido de
grafeno en el anodo para glucosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CeFeKaNg 1 mM.
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La Figura 65 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema B
con fructosa para concentraciones de 1, 5y 10 mM. Se observa que la densidad de corriente
se estabiliza a valores de 0.4 mA/cm? para la concentracion de 5 mM y a 0.2 mA/cm? para

las concentraciones de 1y 10 mM.
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Figura 65: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con 6xido de
grafeno en el &nodo para fructosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNes 1 mM.

La Figura 66 muestra la prueba de cronoamperometria para la celda completa del sistema B
con maltosa para concentraciones de 1, 5 y 10 mM. Se observa que para la concentracién de
maltosa de 1 mM la densidad de corriente se estabiliza a 0.5 mA/cm? a partir de donde
comienza a decrecer méas lentamente. En el caso de la concentracion de 10 mM la corriente

se estabiliza a 0.3 mA/cm?.
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Figura 66: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con 6xido de
grafeno en el &nodo para maltosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

La Figura 67 muestra las pruebas de cronoamperometria para la celda completa del sistema
B con sacarosa para concentraciones de 1, 5y 10 mM. Se observa que la densidad de corriente
se estabiliza a 0.4 mA/cm? para la concentracion de 10 mM, mientras que se estabiliza a

valores de 0.1 mA/cm? para las concentraciones de 1.y'5 mM.
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Figura67: Cronoamperometrias para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura con éxido de
grafeno en el anodo para sacarosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKsNs 1 mM.

7.4.5 Curvas de descarga y polarizacion
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Las curvas de descarga para la celda completa del sistema B con el blanco y los distintos
carbohidratos se muestran en las Figuras 68, 69, 70, 71 y 72. Se puede observar el mismo
perfil para las curvas de descarga de cada grafica. Lo primero que se puede notar es que no
hay caidas de potencial a bajas densidades de corriente, lo cual indica que no hay pérdidas
por polarizacion de activacion, por lo que las distintas azucares son consumidas desde el
momento en que entran en contacto con la levadura. A continuacion, se sigue una caida de
potencial debida a pérdidas éhmicas la cual, a diferencia de las que se pudieron observar para
las graficas del sistema A, son més lineales, las cuales representan pérdidas 6hmicas debidas
al sistema de la celda de combustible ya sea el contacto con los electrodos, el electrolito de
la solucién y etc. En la Figura 68 se pueden observar las curvas de descarga y de polarizacion
para la celda completa del sistema B con una solucion blanco en ausencia de carbohidratos
pero con CeFeKsNs 1 mM. Se puede observar que el valor maximo de densidad de corriente
obtenido en esta grafica es de 0.0256 mA/cm? y el valor maximo de densidad de potencia es
de 0.003 mW/cm?,
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Figura 68: Curva de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con 6xido de grafeno en el &nodo para CeFeKaNe 1 mM en ausencia de las azlcares de interés.
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La Figura 69 muestra las curvas de descarga de la celda completa del sistema B para glucosa
con concentraciones de 1, 5y 10 mM. Se puede observar en la curva de descarga que no se
presentan pérdidas apreciables por polarizacion de activacion lo que indica que la levadura
consume la glucosa desde el momento en que entra en contacto con ella, pero se observa un
comportamiento lineal en la caida de potencial que se debe a pérdidas 6hmicas del sistema
de la celda de combustible. También se observa una caida al final de las curvas de descarga
que se debe a la polarizacion de concentracion, sin embargo no es tan notoria como las que
se pueden observar en la Figura 41 para el sistema A. Para glucosa 1 mM se-obtuvieron
valores maximos de 0.0716 mA/cm? y de 0.0086 mW/cm? para densidad de corriente y
densidad de potencia respectivamente. Para la concentracion de 5 mM estos valores fueron
de 0.1424 mA/cm? y de 0.0174 mW/cm? y para la concentracion de 10 mM los valores fueron
de 0.3372 mA/cm? y de 0.063 mW/cm? lo que indica un aumento en densidades de corriente
y de potencia conforme aumenta la concentracion. Los valores de densidad de corriente y
densidad de potencia son superiores a los obtenidos para el sistema A, lo cual se debe a la
transferencia de electrones que se ve modificada por el uso de 6xido de grafeno en las celdas

de combustible del sistema B.
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Figura 69: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con oxido de grafeno en el anodo para glucosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNg 1 mM.
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La Figura 70 muestra las curvas de descarga para la celda completa del sistema B con fructosa
a concentraciones de 1, 5 y 10 mM. Se puede observar que no hay pérdidas debido a cruce
de combustible, ya que solo se trabaja con una solucion mientras que el oxigeno se obtiene
del aire. De nuevo no se observan pérdidas debido a la polarizacion de activacion debido a
que la fructosa se consume al entrar en contacto con la levadura, sin embargo comenzando
la curva de descarga se observa una ligera caida de potencial debida a pérdidas 6hmicas que
se estabilizan. Otra caracteristica a destacar es que no se perciben pérdidas ‘debido a
polarizacion de concentracion al llegar a densidades de corriente altas lo que indica que la
acumulacién de productos de la oxidacion de fructosa es nula en la zona de contacto con el
electrodo. Los valores méaximos de densidad de corriente y densidad de potencia son de
0.1722 mA/cm? y 0.0365 mW/cm? para 1 mM, 0.254 mA/cm? y 0.0492 mW/cm? para 5 mM
y de 0.1889 mA/cm? y 0.033 mW/cm? para 10 mM.
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Figura 70: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con oxido.de'grafeno en el anodo para fructosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CeFeKaNe 1 mM.

La Figura 71 muestra las curvas de descarga para la celda completa del sistema B con maltosa
a.concentraciones de 1, 5y 10 mM. Se observa que no hay pérdidas de voltaje debido a cruce
de combustible al igual que en el caso de la fructosa, y de nuevo no caida de potencial debido
a pérdidas por polarizacion de activacion, lo que indica que se lleva a cabo hidrolisis de la
maltosa por medio de la enzima maltasa y es separada en sus monosacaridos constituyentes
que luego son consumidos desde el comienzo de la curva de descarga. Es interesante observar

que hay una caida de potencial a altas densidades de corriente, asociada a polarizacion de
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concentracion, lo que indica que los productos de la oxidacién de la maltosa y de los
monosacaridos constituyentes de la misma. Los valores m&ximos de densidad de corriente y
densidad de potencia son de 0.0468 mA/cm? y 0.0108 mW/cm? para 1 mM, 0.0862 mA/cm?
y 0.0154 mW/cm? para 5 mM y de 0.098 mA/cm? y 0.0192 mW/cm? para 10 mM. Estos
valores son muy superiores a los obtenidos en el sistema A. El éxido de grafeno favorece la

transferencia de electrones entre la levadura y el electrodo a comparacién del carbén Vulcan.
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Figura 71: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con oxido de grafeno en el &nodo para maltosa con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKaNs 1 mM.

La Figura 72 muestra las curvas de descarga para la celda completa del sistema B con
sacarosa a concentraciones de 1, 5y 10 mM. Se observa que no hay pérdidas de voltaje
debido a cruce de combustible ademas de que no hay pérdidas por polarizacion de activacion
lo que indica que al entrar en contacto la levadura con la sacarosa, la enzima sacarasa lleva a
cab la hidrolisis de la misma y la separa en sus monosacaridos constituyentes, los caules osn
dos-moléculas de glucosa que posteriormente son consumidos por el microorganismo. Sin
embargo se presenta una caida de potencial que podria asociarse a pérdidas 6hmicas del
mismo disefio de la celda de combustible que se va volviendo lineal paulatinamente. No se
observa una caida de potencial apreciable a altas densidades de corriente, asociada a
polarizacion de concentracion lo que indica que no hay un efecto negativo por parte de la

acumulacién de los productos de la oxidacion de los carbohidratos. Los valores maximos de
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densidad de corriente y densidad de potencia son de 0.0418 mA/cm? y 0.0085 mW/cm? para
1 mM, 0.0756 mA/cm? y 0.0174 mW/cm? para 5 mM y de 0.2941 mA/cm? y 0.0258 mW/cm?
para 10 mM. Nuevamente estos valores son superiores a los valores obtenidos en las pruebas
del sistema A con carbon Vulcan. El 6xido de grafeno favorece la transferencia de electrones

directa dentro de la celda de combustible.
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Figura 72: Curvas de descarga y polarizacion para celda de combustible microfluidica con tinta catalitica de levadura
con oxido de grafeno en el anodo para sacarosa.con concentraciones de 1, 5y 10 mM con CsFeKasNs 1 mM.

7.5 Comparacion de sistemas
7.5.1 Pruebas electroquimicas

A partir de las voltametrias ciclicas aplicadas a los electrodos de carbon vitreo con las tintas
cataliticas de los sistemas A y B, se obtuvieron las corrientes de pico y los voltajes de pico
para cada. carbohidrato con su respectiva concentracion. Se observa un pequefio
desplazamiento entre el sistema A el sistema B para los valores de voltaje de pico anddico y
catodico, siendo los de pico anodico del sistema A de 0.4 V aproximadamente y de 0.43 para
el sistema B. Los picos catodicos del sistema A permanecieron cercanos al valor de 0.35 V

mientras que para el sistema B se mantuvieron cercanos a 0.33 V.

Existe una consideracion muy importante a tomar en cuenta debido al mecanismo de

transferencia de electrones en una celda de combustible microbiana, y es que a partir de los
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sustratos organicos consumidos no se pueden obtener todos los electrones que se obtendrian
de su degradacion debido a que el microorganismo usa una parte de estos electrones para su
propio consumo energeético. Las pérdidas energeéticas se ilustran en la Figura 73.
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Figura 73: Pérdidas energéticas en celda de.combustible microbiana (adaptado de Schréder U., 2007)

Es debido a esto que no se conoce con exactitud la cantidad de energia obtenida a partir de
cada mol de sustrato organico, pues se requiere ain mucha investigacion en el campo de los
mecanismos de transferencia de electrones en celdas de combustible microbianas. Por lo
tanto, calculos aplicables como la ecuacion de Randles-Sevcik no se pueden llevar a cabo
para obtener los coeficientes de difusidn de los sustratos organicos en el anodo. La ecuacion

de Randles- Sevcik tiene la siguiente forma:
i, = 2.686 * 10°n3/2AcD/?v*/?

En donde ip es la corriente de pico, A es el area del anodo, D es el coeficiente de difusion, ¢
es la concentracion, v es la velocidad de barrido y n es el nimero de electrones que participan
en la semireaccion. Al no conocer el nimero de electrones que participan en la semireaccion,
no se puede aplicar la formula, por lo que se requeririan otras técnicas para determinar los

coeficientes de difusion
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Para los calculos de capacitancia especifica no es necesario conocer la cantidad de carga
obtenida por cada mol de sustrato, por lo que se puede obtener a partir de las voltametrias
ciclicas. El procedimiento para obtener la capacitancia especifica se muestra en anexos. La
Tabla 3 muestra los valores obtenidos para cada sistema, tomando en cuenta la tinta catalitica

anodica sobre un electrodo de carbdn vitreo en pruebas de media celda.

Tabla 2: Capacitancia especifica de los materiales anddicos de los sistemas Ay B

Sistema A 2.955234106
Sistema B 1.352898937

Han sido reportados trabajo donde se usa un aerogel de grafeno para un biodnodo en celdas
de combustible microbianas con capacitancia especifica de 3670 F/m?, lo cual indica que el
grafeno ha sido utilizado especificamente para afiadir propiedades capacitivas a celdas de
combustible microbianas (Yu F. et al, 2018). Ademds de 6xido de grafeno han utilizado
nanoparticulas para modificar bioanodos y mejorar su capacitancia especifica, en particular
se puede mencionar un trabajo que utilizé RuO; y obtuvo una capacitancia especifica de 3.74
F/lcm? (Lv Z. et al, 2014).

Los valores de voltaje maximos obtenidos en las pruebas de potencial de circuito abierto para

los sistemas A y B se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Potencial maximo obtenido para los sistemas Ay B con los distintos carbohidratos en las pruebas
de potencial de circuito abierto.

_sPotenciaI de circuito abierto Potencial de circuito abierto
V) V)

Blanco 0.47 0.67
GlucosalmM 0.332 0.887
Glucosa5mM 0.363 0.936
‘Glucosa 10 mM 0.38 0.85
‘Fructosal mM 0.219 0.722
Fructosa5mM 0.43 0.713
Fructosa 10 mM 0.432 0.764
‘Maltosal mM 0.536 0.779
‘Maltosa5mM 0.265 0.695
‘Maltosa 10 mM 0.347 0.737
‘SacarosalmM 0.334 0.855
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0.432 0.832
0.416 0.709

Se puede observar que se obtuvieron valores superiores en general para las pruebas del
sistema B, el cual incluye el 6xido de grafeno. El valor maximo obtenido fue de 0.936 V el
cual se obtuvo con glucosa a una concentracion de 5 mM con una celda completa del sistema
B. Han sido reportados valores de 0.32 V en pruebas de potencial de circuito abierto para la
levadura Saccharomyces cerevisiae en una celda de combustible micro fabricada con
polidimetil siloxano (Chiao M., 2008).También se han reportado trabajos de celdas de
combustible que hacen uso de nanotubos de carbono con Escherichia coli en el anodo para
celdas de combustible sin membrana de intercambio i6nico, enlas cuales se obtuvieron
valores de pruebas de OCP de hasta 0.35 V (Nath D. et al, 2019).

Los valores de densidad de corriente y densidad de potencia maximos obtenidos en las
pruebas de curvas de descarga para los sistemas Ay B con los distintos carbohidratos se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Densidad de corriente maxima y densidad de potencia maxima obtenidas para los sistemas Ay B con
los distintos carbohidratos.

. mACm® mWiem? mA/cm? mwW/cm?

‘Blanco 0.0311 0.00395 0.0256 0.003
‘GlucosalmM | (0.008 0.000608 0.0716 0.0086
‘Glucosa5mM 0.0109 0.00093 0.1424 0.0174
'GlucosalOmM | 0.015 0.000954 0.3372 0.063
FructosalmM. 0.0248 0.0014 0.1722 0.0365
Fructosa 5mM", 0.0244 0.00176 0.254 0.0492
Fructosa 10mM 0.0192 0.00169 0.1889 0.033
‘MaltosalmM 0.028 0.002 0.0468 0.0108
‘Maltosa5 mM 0.035 0.0031 0.0862 0.0154
_Maltosa10mM 0.0265 0.00334 0.098 0.0192
\SacarosalmM 0.0124 0.001 0.0418 0.0085
‘Sacarosa5mM 0.0159 0.0018 0.0756 0.0174
“Sacarosa 10 mM 0.0191 0.00184 0.2941 0.0258
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Se puede observar, al igual que en las pruebas de potencial de circuito abierto, que se
obtuvieron valores superiores en general con el sistema B, el cual contiene 6xido de grafeno.
Los valores méximos obtenidos de todas las pruebas se consiguieron con el sistema B
aplicado a glucosa con una concentracion de 10 mM, y los valores fueron de 0.3372 mA/cm?
para la densidad de corriente y de 0.063 mW/cm? para la densidad de potencia,
respectivamente. En un trabajo mencionado previamente en que se hacia uso de Escherichia
coli con nanotubos de carbono el valor médximo que se obtuvo de densidad de potencia fue
de 0.004 mW/cm? (Nath D. et al, 2019). En otro trabajo que hacia uso de una celda de
combustible microbiana de un solo canal se obtuvieron valores de densidad de potencia de
500 mW/m? (Cristiani P. et al, 2013).

8. Conclusiones

El analisis SEM mostro la morfologia de la cepa Saccharomyces cerevisiae inmovilizada
sobre un sustrato de carbono donde se observo una gran-adherencia y distribucién por parte

de la levadura en el material poroso.

En las pruebas bioquimicas se observo un desplazamiento en el pH 6ptimo para la actividad
enzimatica de la levadura en ambos sistemas de inmovilizacién con respecto a la levadura en
solucidn, siendo este valor de pH 6.5 para ambos sistemas de inmovilizacion y de pH 6 para
la levadura en solucién. En el caso de las pruebas con respecto a la temperatura no hubo
cambios para la temperatura 6ptima de la actividad enzimatica en los sistemas con la levadura
inmovilizada y en el sistema con levadura en solucion. Ademas se observo un aumento en la
actividad enzimatica en el sistema con la levadura inmovilizada en 6xido de grafeno con
respecto al sistema con la levadura inmovilizada en carbon Vulcan, pero el valor 6ptimo se

obtuvo con-la levadura en solucion.

Las pruebas de voltametria ciclica corroboraron el consumo por parte de la cepa
Saccharomyces cerevisiae de los distintos carbohidratos, siendo estos glucosa, fructosa,
maltosa y sacarosa, y generando una corriente a partir del consumo de cada uno de los
mismos. El mismo resultado se comprobd con las pruebas de voltametria de pulso diferencial,
donde de igual manera se obtuvo una corriente asociada a la oxidacion de cada carbohidrato

tanto en el sistema con la levadura inmovilizada en carbdn VVulcan como en el sistema con la
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levadura inmovilizada en 6xido de grafeno. Debido a la similitud en las vias metabdlicas de
consumo entre los distintos carbohidratos, los valores de voltaje de pico permanecieron
similares para todos los casos, con ligeros desplazamientos en los voltajes de pico debidos al

material en que se inmovilizo la levadura, ya sea carbon Vulcan u 6xido de grafeno.

Las pruebas de potencial de circuito abierto indicaron un aumento en el voltaje obtenido de
las celdas del sistema B en la cual la levadura se encuentra en 6xido de grafeno, con respecto
a las celdas del sistema A, en las cuales la levadura se encuentra en carbon Vulcan, con
valores de potencial de circuito abierto maximos de 0.936 V y de 0.536 V para las celdas del
sistema B y del sistema A, respectivamente. El valor maximo de potencial de circuito abierto
para el sistema B se obtuvo con glucosa a una concentracion de 5 mMy para el sistema A se

obtuvo con maltosa a una concentracién de 1 mM.

Las curvas de descarga y polarizacion mostraron un aumento en la densidad de corriente y
en la densidad de potencia obtenidos para las celdas del sistema B con respecto al sistema A,
obteniendo valores maximos para el sistema B de 0.3372 mA/cm? para glucosa con una
concentracion de 10 mM y de 0.063 mW/cm? para glucosa con 10 mM, mientras que para el
sistema A se obtuvieron valores maximos-de 0.035 mA/cm? para maltosa con una
concentracion de 5 mM y de 0.00334 mW/cm? para maltosa con una concentracion de 10
mM.

Los resultados observables en el aumento de tanto la densidad de corriente como la densidad
de potencia asi como el potencial de circuito abierto obtenidos por parte del sistema B con
respecto al sistema A, implican que existe transferencia de electrones directa para la cepa
Saccharomyces- cerevisiae, debido a que ambos sistemas trabajaron con mediador
ferrocianuro de potasio a una concentracion de 1 mM, con la Unica diferencia entre ambos
sistemas siendo la base en que se inmovilizé la levadura, comprobando que la cepa tiene
mayor contacto y transferencia de electrones con el 6xido de grafeno que con el carbon

Vulcan.

9. Perspectivas a futuro
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Ha sido reportado que el cianuro inhibe el complejo 1V de la cadena respiratoria, de modo
que puede suspender por completo la respiracion celular (Murray, 2010). Es por eso que para
trabajos futuros se sugiere indagar en otras sustancias que cumplan la funcion de mediador

para el sistema.

Para indagar mas acerca de la cinética de la reaccion entre la levadura y los distintos
carbohidratos se sugiere llevar a cabo voltametrias ciclicas en las que se varie la velocidad

de barrido.

Se propone también llevar a cabo pruebas sin presencia de mediador para-evaluar el
mecanismo de transferencia de electrones directa por parte de la levadura en la celda de

combustible.
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11. Anexos
11.1Técnicas de caracterizacion
11.1.1Microscopia electronica de barrido

El SEM o MEB surge antes de la primera guerra mundial en Alemania. Este microscopio
permite obtener imégenes de gran resolucion en tres dimensiones en materiales pétreos,
metalicos y organicos. La microscopia electronica y sus métodos de anélisis de morfologia,
composicion y de estructura microscopica, son una via de caracterizacion microestructural.
La importancia de la microscopia se debe a la alta resolucién espacial obtenida de manera
eficiente y simultanea a la informacion topografica, cristalografica y composicional del
material en estudio. El cafion de electrones debe emitir los electrones del catodo y acelerarlos
hacia el anodo, y producir un haz de alto brillo y coherencia. Para lograr dicho haz los
microscopios electronicos operan en vacio. La importancia de la microscopia se debe a la
alta resolucion espacial obtenida de manera eficiente y simultanea y a la informacién
topografica, cristalografica y composicional del material en estudio. Esta informacion se
obtiene de la muestra a partir de la interaccion entre los electrones y el espécimen analizado,

con lo cual se generan diversas imagenes.

Rayos x
fluorescentes
Electrones

Electrones  Electrones retrodispersados Rayos x
incidentes i v o
Catodo Electrones secundarios caracteristicos
i £ o
luminiscente Auger
— Rayos x
continuos

Muestra

Figura 74: Interaccion entre electrones y espécimen a analizar en microscopia electronica
de barrido.
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Los electrones secundarios (SEI) salen de la muestra excitados por el haz de electrones
incidente a la misma. Se detectan todos aquellos generados en la regién de incidencia (10
nm), y una ligera extensién de zona provocada por la excitacion de electrones de los &tomos
vecinos a la region de incidencia; en total se tiene una region de aprox. 15 nm. La difusion
de los electrones incidentes en la especie tiene una pequefa influencia en la imagen. El
contraste en la imagen obtenida por electrones secundarios depende principalmente del
angulo de inclinacion y la topografia de la superficie de la muestra. Las imagenes obtenidas
son muy parecidas a las que vemos en una "pantalla de television a blanco y negro"”, nos
resultan muy Utiles para el analisis morfoldgico, sin embargo este tipo de imagenes pueden
conducir a errores en el analisis topografico puesto que no es claro distinguir las elevaciones
y desniveles en algunas muestras, de ahi que para topografia se recurra mas al uso de
imagenes obtenidas con electrones retro dispersados. Después de que los electrones retro
dispersados incidentes (BEI) llegan e interactian con la muestra, algunos de ellos son
rebotados o retro dispersados manteniendo una alta energia, misma que les permite salir de
nueva cuenta de la superficie de la muestra. El contraste en la imagen de electrones retro
dispersados depende del angulo de incidencia, el cambio en la intensidad de los electrones
retro dispersados, y la velocidad de generacion de los mismos depende del nimero de masa
atdmica de las sustancias que-constituyen dicha muestra. La cantidad y direccion de los
electrones retro dispersados dependen de la composicién, topografia de la superficie,

cristalinidad, y magnetizacion de la muestra.

La espectroscopia de electrones Auger o AES es la técnica mas utilizada. Se emplea un haz
de electrones para excitar los electrones (denominados electrones Auger) de los atomos
localizados en la superficie. Debido a que los electrones del haz inicial interaccionan
fuertemente con los electrones Auger, los electrones incidentes penetran realmente poco en
lamuestra, por lo que se resulta ser una técnica de analisis superficial. Una de las limitaciones
de esta técnica es el estudio de las superficies de materiales aislantes, ya que como se estan
enviando cargas eléctricas puede haber problemas con la acumulacion de carga sobre la
muestra. Esta técnica con barrido se le denomina SAM por sus siglas en inglés (Scanning

Auger Microprobe). En cambio, en la espectroscopia de fotoelectrones producidos con rayos
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X (XPS), un haz es de rayos X es el que excita los electrones de la superficie. Esta técnica
permite conocer con precision la naturaleza quimica de 21 los &tomos de la superficie ya que
la energia de los fotoelectrones depende directamente de la configuracion energética de los
atomos de los que proviene. Practicamente no causa dafios en la superficie y puede usarse en
materiales delicados, el inconveniente es que no tiene gran resolucion en area ni en
profundidad. En la espectrometria de masa de iones secundarios (SIMS por sus siglas en
inglés), los atomos de la superficie son arrancados usando un haz de iones de baja energia.
En esta técnica los fragmentos ionizados se miden directamente con un espectrometro de
masas, proporcionando gran informacion acerca del contenido quimico de la superficie. A
diferencia de las otras técnicas, presenta la ventaja de detectar hidrogeno y distinguir entre
diferentes isotopos. Tiene una buena resolucion espacial y proporciona excelente
informacién sobre el perfil de concentraciones con la profundidad, pero es una técnica
destructiva. Finalmente, en la espectroscopia de esparcimiento de iones (LEIS) un haz de
iones con energia fija se lanza sobre la superficie esparciéndose por los atomos superficiales.
Los iones tienen energias que dependen de la_masa de los &omos superficiales y son
analizados mediante espectrémetros de masa. La técnica es altamente sensible a la superficie
y puede dar informacion sobre la estructura de la superficie por medio de la variacion de los
angulos de incidencia, pero como no penetra mas alla de la superficie, no tiene capacidad
para estudiar perfiles a profundidad. (Saucedo, 2017)

11.1.2 Voltametria ciclica

La voltametria ciclica es una técnica electroanalitica muy usada e importante. Es de
considerable aplicacion en el estudio de reacciones de oxidacién/reduccién, deteccion de
productos intermedios de reaccién y .a observacion de reacciones de seguimiento de
productos formados en los electrodos. En la voltametria ciclica, el potencial aplicado se barre
primero en una direccion y luego en la otra mientras se mide la corriente. Un experimento de

voltametria ciclica puede abarcar un ciclo completo, un ciclo parcial o varios ciclos.

Durante un experimento de voltametria ciclica, la respuesta de corriente de un pequefio
electrodo fijo en una disolucion no agitada se excita mediante una onda triangular de

potencial. El ciclo suele repetirse varias veces. Los potenciales a los que se realiza la
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inversion se llaman potenciales de cambio. En un experimento dado estos potenciales se
seleccionan de modo que se puedan observar la oxidacién o reduccién controladas por
difusion de una o0 méas especies. Segun la composicion de la muestra, la direccion del barrido
inicial puede ser negativa o positiva. Un barrido en la direccidn de potenciales mas negativos
se llama barrido directo, y en la direccion opuesta, barrido inverso. En general, la duracién

del ciclo varia de 1 ms 0 menos a 100 s 0 maés.

Los parametros importantes en un voltamograma ciclico son el potencial de pico catddico
Epc, el potencial de pico anddico Eps, la corriente de pico catodica ipc y la corriente de pico
anddica ipa. En el caso de una reaccion de electrodo reversible, las corrientes de pico anddica
y catddica son casi iguales en valor absoluto, pero de signo contrario. En cuanto a una
reaccion de electrodo reversible a 25 °C, se espera que la diferenciaentre los potenciales pico

Sea

AE, = |Eyq — Epe| = 0.059/n

Donde n es el numero de electrones que participan en la semirreaccion. La irreversibilidad
a consecuencia de una cinética lenta de transferencia de electrones hace que la diferencia de
los potenciales pico exceda el valor esperado. Una reaccién de transferencia de electrones
puede parecer reversible a una velocidad de barrido lenta, mientras que al aumentar la
velocidad se obtienen valores crecientes de AE,,, signo claro de irreversibilidad. Por tanto,
para detectar cinéticas lentas de transferencia de electrones y obtener constantes de velocidad,

se mide AE), a diferentes velocidades de barrido.

La informacion cuantitativa se obtiene a partir de la ecuacion de Randles-Sevcik, que a 25

°Ces
i, = 2.686 x 10°n3/24cD'2p1/?

Donde ip es la corriente de pico en Amperes, A es el area del electrodo (cm?), D es el
coeficiente de difusion (cm?/s), ¢ es la concentracion (mol/cm®) y v es la velocidad de barrido
(VI/s). Si se conocen la concentracion, el area del electrodo y la velocidad de barrido, la

voltametria ciclica es una forma de determinar los coeficientes de difusion.
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La voltametria ciclica se usa mucho en quimica organica e inorgancia. Es frecuente que sea
la técnica elegida en primera instancia para investigar un sistema con especies electroactivas.
En muchos casos el voltamograma ciclico revela la presencia de compuestos intermedios en

reacciones de oxidacion/reduccion. (Skoog et al, 2005)
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