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RESUMEN

En el presente trabajo, se evaluaron tres formas diferentes de inmovilizacion de la
enzima glucosa oxidasa (GOx) para su uso como biodnodo en una biocelda de
combustible hibrida microfluidica (BCH-uF) que utiliza glucosa como combustible.
Los meétodos de inmovilizacion probados fueron: adsorcion fisica, por
entrecruzamiento e inmovilizacion covalente de la GOx. La inmovilizacion fisica de
la GOx se caracterizo por voltamperometria ciclica (VC) encontrandose un pico de
oxidacion en -0.44 V y otro de reduccion a -0.49 V (vs Electrodo de Calomel
Saturado ECS) pertenecientes al cofactor FAD/FADH, (Flavin adenin dinucleétido)
respectivamente. Por otro lado, los dos agentes entrecruzadores evaluados fueron
glutaraldehido (GA), poli-L-lisina y una combinacion de ambos, obteniendo con GA
(4.5 %) una mayor cantidad de GOx inmovilizada con un recubrimiento de 2.6865
x 10" mol cm™. Posteriormente, el depésito se optimiz6 con el uso de nanotubos
de carbono de multipared (NTCMP) combinados con GOx y GA (1%), mejorando
la transferencia directa de electrones (TDE), caracterizado por métodos
electroquimicos y por FTIR (espectroscopia de infrarrojo con transformadas de
Fourier). Mediante el modelo de Laviron se estimo el coeficiente de transferencia
de electrones (a) cuyo valor resultante fue de 0.5 y la constante de velocidad de la
transferencia de electrones (Ks) fue de 1.01 s™ para GOX/NTCMP-GA sobre
grafito. Con el uso del bioanodo GOx/NTCMP-GA se obtuvo el mejor rendimiento
dentro de una BCH-uF utilizando Pt/C como catodo en presencia de glucosa 5mM
en BF, logrando un valor de potencial a circuito abierto de 0.72 V, 1.43 mA cm™? de
densidad de corriente y una potencia de 610 pyW cm™, valores mayores de los
reportados en literatura para una BCH-uF de TDE. Adicionalmente, la
inmovilizacion de la GOxX/NTCMP-GA se realiz0 sobre una estructura de oro
electrodepositada sobre grafito logrando un valor de a=0.5 y Ks=2.1 s™*. Después
se construyd un disefio de electrodo formado por el acido 3-mercaptopropionico
anclado sobre la superficie de oro en presencia de EDC/NHS (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)  carbodiimida)/N-hidroxisuccinamida) para favorecer la
inmovilizacion covalente de la GOXx.

Palabras clave: Glucosa oxidasa, biocelda de combustible microfluidica,
transferencia directa de electrones.



SUMMARY

In this work, three different glucose oxidase (GOx) immobilization methods were
evaluated to be used as a bioanode inside hybrid microfluidic biofuel cell (BCH-uF)
using glucose as fuel. The GOx immobilization methods were: physical adsorption,
cross-linking and covalent. The physical immobilization of GOx was characterized
by cyclic voltammetry (CV); a -0.44 V oxidation peak and a -0.49 V reduction peak
(vs Saturated Electrode Calomel) belonging to the FAD/FADH, (Flavin adenine
dinucleotide) cofactor respectively, were found. On other hand, the two cross-
linking agents evaluated were glutaraldehyde (GA), poly-L-lysine (PLL) and a
combination of both. The highest GOx immobilization, with a 2.6865 x 10 mol cm™
cover, was obtained through GA (4.5 %). Afterwards, the deposit was optimized
with multiwall carbon nanotubes (MWCNT) combined with GOx and GA (1 %),
which improved direct electron transfer (DET), characterized by electrochemical
methods and FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy). The coefficient
electron transfer (a) was estimated at 0.5 and the constant rate of electron transfer
(Ks) was estimated at 1.01 s™ via Laviron’s model for GOXMWCNT-GA on a
graphite electrode. The best performance of BCH-uF with the GOX/MWCNT-GA
bioanode using Pt/C as a cathode in 5 mM of glucose in BF was obtained, resulting
in an open circuit potential (OCP) of 0.72 V, current density at 1.43 mA cm™ and
power density at 610 UW cm™; these results are the highest reported for DET
GOX/MWCNT-GA. Additionally, GOx/MWCNT-GA was immobilization on
architecture of golden electrodeposited on graphite carbon obtaining values of
a=0.5 y Ks=2.1 s™. Afterwards, 3-mercaptopropionic acid electrode was adsorbed
on gold surface and modified by a mixture of EDC/NHS (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide/ N-hidroxisuccinamide) to promote covalent
immobilization of GOx.

Keywords: Glucose oxidase, microfluidic biofuel cell, direct transfer electron.


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CIYBEBYwCQ&url=http%3A%2F%2Fwww.chemspider.com%2FChemical-Structure.2006116.html&ei=LOKXU9z0Dc2IqgbZ-IKYBw&usg=AFQjCNHZyLatUOHWVt_na3ODPuXzOJxhWg&sig2=oANQubQU45XnhaND0qJ0Lg&bvm=bv.68693194,d.cWc
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CIYBEBYwCQ&url=http%3A%2F%2Fwww.chemspider.com%2FChemical-Structure.2006116.html&ei=LOKXU9z0Dc2IqgbZ-IKYBw&usg=AFQjCNHZyLatUOHWVt_na3ODPuXzOJxhWg&sig2=oANQubQU45XnhaND0qJ0Lg&bvm=bv.68693194,d.cWc

.............. como en el lenguaje de los grillo,
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1. INTRODUCCCION

Las celdas de combustibles (CC) son una alternativa para la produccion
de energia por la conversion de energia quimica en eléctrica, de una forma mas
limpia y eficiente a partir de combustibles renovables como la glucosa. Las CC
consisten de un anodo donde se oxida el combustible, aprovechando los
electrones generados en la reaccidon y, un biocatodo donde se reduce el oxidante
cerrando asi el circuito. Una de las ventajas de estos sistemas es que mientras se

suministre combustible de forma constante se producira energia continuamente.

Convencionalmente, se han empleado catalizadores abidticos en las
celdas de combustible que usan glucosa como combustible, pero suelen son
costosos y tienden a disminuir su eficiencia en un periodo de tiempo corto a
mediano. Una de las alternativas para el remplazo de dicho catalizadores son el
uso de enzimas en el anodo y catodo llamadas bioceldas de combustible (BCC), o
un enzimatico y otro abidtico para sistemas hibridos (BCH).

La ventaja de las BCC o BCH es que pueden operar con los dos fluidos,
combustible y oxidante, sin la necesidad de una separacion fisica, como
membranas, lo que permite su miniaturizacion del dispositivo permitiendo la
generacion de energia, su almacenamiento y la interfaz electrénica en un solo
dispositivo de dimensiones micro a nanométricas. Esta uUltima propiedad es muy
importante ya que las BCC o BCH microfluidicos tienen una potencial aplicacion
como fuente de energia en dispositivos biomédicos implantables, como
marcapasos 0 neuro-estimuladores, aprovechando la glucosa y oxigeno que se

encuentran en la circulacion sanguinea.

Para elucidar con mayor claridad la investigacion del presente trabajo
experimental se muestra el planteamiento del problema y su respectiva
justificacion, posteriormente se describen los fundamentos tedricos
proporcionando informacion de lo que se ha investigado en BCC. En los

fundamentos tedricos se podra encontrar una breve resefia histérica de celdas de
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combustible y su clasificacion de acuerdo al catalizador integrado. Posteriormente,
se argumenta informacién de los parametros importantes a evaluar en las BCC y
de los diferentes tipos de celda, centrandose en las de tipo microfluidico.
Finalmente, se muestra informacion relevante de la enzima glucosa enzima
(GOX), dedicando un apartado de las diferentes formas y métodos de
inmovilizaciones aplicadas para esta enzima. Después de la revision de los
fundamentos tedricos se plantea la hipotesis del trabajo, el objetivo general y los

particulares, materiales y métodos utilizados en el presente proyecto.

Los resultados y discusion se encuentran organizados de acuerdo al
método de inmovilizaciobn evaluado: Primero se presenta la inmovilizacion por
adsorcién anexando los estudios electroquimicos en la identificacién de GOXx, su
mecanismo de reaccion y su incorporacion en una BCH microfluidica (BCH-uF).
Se continda con la adicién de agentes de entrecruzamiento como el glutaraldehido
(GA) a diferentes concentraciones, la poli-L-lisina y una mezcla de ambas,
mostrando los estudios electroquimicos de los tres sistemas y por ultimo su
evaluacion dentro de una BCH-uF del bioanodo que mejor propiedades presento.
Se prosigue con los estudios realizados en la incorporacion de nanotubos de
carbono de multipared (NTCMP) junto con la GOx-GA, presentando sus analisis
electroquimicos, espectrofotométricos y su integracion como bioanodo en dos
diferentes disefios de BCH-uF comparando sus desempefios y condiciones de
operacion. Posteriormente, se exhiben los resultados electroquimicos obtenidos al
inmovilizar la GOx y GOX/NTCMP-GA sobre una superficie de oro
electrodepositada sobre grafito, caracterizando su estructura por un método
microscopico. Finalmente, la misma estructura de oro se utilizé para inmovilizar de
forma covalente la enzima GOx asistido por el acido 3-mercaptopropionico. Este
altimo método queda como perspectiva para ser evaluado dentro de una BCH-pF.
Finalmente, es presentado las conclusiones generales y la literatura revisada

durante la presente tesis experimental.
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Planteamiento del problema

Las celdas que utilizan glucosa como combustible son una potencial
alternativa para la produccion de energia de forma constante y amigable con el
medio ambiente a través del consumo de recursos renovables. No obstante, a
pesar de generar energia en el orden de los mW a W cm™ por el uso de
catalizadores abidticos, estos son costosos, poco selectivos y suelen
envenenarse, reduciendo la eficiencia de la celda de combustible en un corto o

mediano tiempo.

Como sustituto a los catalizadores abiéticos, se ha investigado el uso de
enzimas por ser mas econdémica su produccion, poseen una alta selectividad a su
sustrato, operan en condiciones suaves de reaccion, son reutilizables y tienen un
alto potencial al ser empleados en dispositivos biomédicos como biosensores de
glucosa y de implantacion dentro de un organismo como marcapasos,
desfibriladores, neuro-estimuladores y sistemas liberadores de farmacos
principalmente. Por otro lado, las bioceldas de combustible que utilizan glucosa
conllevan ciertas inconvenientes, como una baja obtencion de la potencia, (UW y
mW) y corriente (mA), una ineficiente conduccion de los electrones, un tiempo
corto de vida de la celda y una baja reproducibilidad debido a la degradacién de la
proteina, a una ineficiente inmovilizacion de la enzima e inadecuadas condiciones

de operacion.

Las condiciones de operacién de las bioceldas de combustible son
complejas ya que varian principalmente de la enzima o enzimas a utilizar y con
ello el método de inmovilizacién, tipo de celda de combustible, material de la celda
y de los soportes, electrolitos bases, concentracion del combustible y oxidante,
flujos, pH, temperatura y otros medios de reaccion que repercuten directamente en
la eficiencia de la celda de combustible. Por ello, es necesario de un estudio mas
minucioso de todos los aspectos descritos anteriormente y su interaccion entre

ellos mismo, para un eficiente funcionamiento de las biocelda de combustible.
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Justificacién

Dos de los temas de mayor interés de investigacion a nivel laboratorio e
industrial en el presente y futuro tiempo, han sido la generacion de energia a partir
de recursos renovables de manera sustentable y, la implementacion e innovacion
de nuevas tecnologias de uso biomédico para el tratamiento y diagnostico de
diversas enfermedades de forma segura, confiable y rapida. Para este proposito,
se han estudiado las bioceldas enzimaticas que utilizan glucosa como combustible
como una de las soluciones en la sustitucion de catalizadores abidticos para la
generacion de energia en aparatos electrénicos. Sin embargo, donde tienen un
mayor campo de aplicacion es en dispositivos que puedan ser de implantacion
dentro del ser humano por su biocompatibilidad y versatilidad, ya que los que usan
baterias de litio, como los marcapasos, suelen ser toxicos. Ademas, la fuente de
glucosa en el organismo podria favorecer la generacion de energia constante,
produciendo un estimulo que pueda reflejarse en una respuesta en la activacion
de sistemas neurologicos para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, marcapasos o0 liberadores de farmacos in situ para un

tratamiento oportuno.

Para acercarse a un eficiente funcionamiento de la biocelda de
combustible que pueda ser implantada, es necesario que la enzima mantenga su
actividad catalitica dentro de un espacio limitado. Para ello, se han estudiado
diferentes métodos de inmovilizacion como la unién a un soporte por interacciones
fisicas, diferencia de cargas, puentes de hidrogeno, interaccion electrostatica y
unién covalente; otro de los métodos es por encapsulacién y finalmente por
entrecruzamiento. Para este trabajo se compararan la inmovilizacion fisica por
medio de interacciones electrostaticas, utilizando agentes de entrecruzamiento y
de forma covalente sobre una superficie de oro, para establecer cual proporciona
una mejor estabilidad y preservacion de la actividad catalitica de la enzima

glucosa oxidasa (GOx), ademas de estudiar la relacion de la concentracién entre
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enzima Yy reactivos, cantidad de enzima inmovilizada y constante de la

transferencia de electrones.

Para establecer una mejor transferencia de electrones entre el electrodo y
el sitio catalitico de GOx con el fin de obtener un mejor rendimiento en la reaccion
de la oxidacion de la glucosa, se propone utilizar materiales biocompatibles y con
una buena conductividad eléctrica como las nanoparticulas de oro y por otra parte
los nanotubos de carbono. Posteriormente, el o los métodos de inmovilizacion
para GOx que exhiban mejores propiedades cinéticas, cataliticas, termodinamicas
y que preserven por un mayor tiempo a la GOx, se implementaran en un biocelda
de combustible como bioanodo, mientras que en el catodo se utilizara platino para
aumentar la actividad catalitica y rendimiento de la biocelda, aprovechando en

mayor medida la concentracion limitada de oxigeno.

Ser4 importante la eleccion de la forma y tipo de la biocelda,
enfocandonos principalmente en sistemas microfluidicos y que integren materiales
biocompatibles. Se debe de utilizar una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.0
para todas las evaluaciones experimentales por ser cercano al del cuerpo
humano. La concentraciones de glucosa puede estar entre 3 y 10 mmol L™
estando en el intervalo de una persona saludable y una diabética. Finalmente, se
deben de tomar en consideracion todos los detalles descritos, ademéas de una
eficiente fabricaciébn de la biocelda de combustible para la obtencién de un
desempeiio aceptable de las bioceldas de combustible evaluadas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Celdas de combustible

En la actualidad se tiene una alta dependencia en el consumo vy
produccién de combustibles fésiles como una fuente de energia mayoritaria,
provocando un agotamiento rapido de las reservas de este combustible no
renovable. Para la solucion de dicho problema, se ha puesto interés en la
investigacién a nivel académico e industrial sobre nuevas fuentes alternativas de
energia y sobre todo, que sean amigables con el medio ambiente (Moehlenbrock
et al., 2009).

Los sistemas electroquimicos han sido una importante contribucion y
alternativa para la produccion de energia, principalmente las celdas de
combustible (CC) han demostrado ser efectivas a través del consumo de recursos
renovables, como el metanol, etanol, glucosa, glicerol y &acido férmico,

principalmente.

El primer reporte que se tiene sobre celdas de combustible fue por Grove
(1839), quien publicd en la revista philosophical magazine and journal of the
science la produccion de energia eléctrica y agua, a partir del hidrégeno y oxigeno
invirtiendo la accion de la electrélisis del agua catalizado por platino. A partir de
ese descubrimiento, ha aumentado considerablemente las publicaciones y
tecnologias que aplican las celdas de combustible.

Una celda de combustible es un dispositivo electroquimico que transforma
la energia de una reaccién quimica de un combustible en energia eléctrica con
ayuda de un agente oxidante (O, aire). Una de las caracteristicas especiales, es
gue mientras el suministro de combustible sea continuo, la produccion de energia

es inagotable, siempre y cuando los catalizadores sigan siendo viables.

Las ventajas que tienen estos dispositivos, es la producciéon de una

eficiente conversion de energia, una factible manufactura, menos contaminantes,

21



un reducido mantenimiento, son seguras, silenciosos y producen una alta
densidad de energia. Debido a esto es que las celdas son de las tecnologias con
mayor crecimiento e interés a nivel industrial y de investigacion, con aplicaciones
potenciales en dispositivos moviles como teléfonos, computadoras portatiles,
juguetes y otros artefactos; en la industria del transporte y como fuentes de
energia fijas (Carter et al., 2012).

Por otro lado dentro de las desventajas se puede mencionar una
operacion compleja, impurezas en los gases, el funcionamiento constante
disminuye el tiempo de vida util de la celda, aun son costosas, lo que limita su

viabilidad y una baja densidad de potencia por volumen (Winter y Brodd, 2004).

Las celdas pueden emplear diferentes tipos de combustibles para la
produccién de energia, destacandose las que utilizan glucosa por ser una fuente
renovable y abundante presente en compuestos naturales, en aguas de
tratamiento, manufacturada por las industrias del azucar y en el cuerpo humano,
principalmente. Tedricamente se puede obtener una alta densidad de energia
durante la oxidacion completa de la glucosa a CO, generandose 24 electrones,
equivalente a 2.87 J mol™ (Li et al., 2013).

El primer paso de la reaccion general comprende la oxidacion de la
glucosa (1) catalizada en el anodo (Figura 1), produciendo como subproductos
gluconolactona que es hidrolizada a acido gluconico (2) méas dos electrones (que
viajan por un circuito externo) y dos protones que fluyen a través del electrolito o
membrana. Posteriormente, los electrones pasan al catodo donde es reducido el

oxigeno (3) (como oxidante) para formar agua (4) en presencia de los protones.
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Figura 1. Acoplamiento de las reacciones de oxidacion de la glucosa y reduccion de oxigeno en
una celda de combustible.

Kerzenmacher et al (2008) incluyeron en su revision bibliografica la
publicacién de Rao J. R y cols., de 1976 (corregido por ellos mismos un afio
después) la posible ruta de la oxidacion completa de la glucosa y cada uno de los
intermediarios generados hasta llegar a dioxido de carbono y agua como
productos finales, anexando el nimero de electrones generados en cada paso con
un total de 24 (Figura 2).
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2.2 Clasificacion de celdas de combustible que utilizan glucosa como
combustible de acuerdo al catalizador
La conversion parcial o total de la glucosa en sus diferentes
intermediarios junto con la ganancia de electrones, depende en gran medida del
catalizador utilizado en el anodo y catodo. Por su interés, versatilidad, naturaleza y
aplicacion de los catalizadores para celdas de combustible, se han clasificado en

tres grandes grupos: 1) catalizadores abiéticos; 2) microbianos y 3) enzimaticos.

2.2.1 Celdas de combustible que utilizan catalizadores abiéticos

La ventaja de emplear este tipo de catalizadores es su estabilidad,
generan una alta densidad de corriente y potencia en el orden de los mW a
W(cm?)™ son materiales muy versatiles, poseen una alta reproducibilidad para
disefios como fotolitografia e impresion por tinta y algunos son biocompatibles
para una posible aplicaciéon biomédica (Yan et al., 2010; Hu et al.,, 2012). Los
metales mas empleados e investigados para el anodo han sido el Au, Pt, Co, Ir,
Rh, Pd y algunas compuestos bimetalicos, para una mayor selectividad al sustrato
como Pt-Ni, Au-Pt, Pt-Pd, Au-Pd, Pt-Zn, Ni-Cu entre otros (Becerik et al., 1999;
Kerzenmacher et al., 2008; Guerra-Balcazar et al., 2010; Percival-Zhang et al;
2011; Oncescu y Erickson 2013). Como catodo se han utilizado Pt, Ag, carbén
activado principalmente y, de igual manera, aleaciones bimetalicas como Pt-Pb,
Pt-Cu, Pt-Ru, Pt-Au, Pt-Bi, Rh-Ir, Pt-W, asi como trimetélicos, Pt-Ru-Os, Pt-Ru-Ir y
complejos con un nucleo central de Cu, Co y Fe enlazados a ftalocianinas (Qu et
al., 2010; Percival-Zhang et al., 2011; Yan., et al 2011).

No obstante, utilizar este tipo de catalizadores conlleva algunas
desventajas. Varios de los catalizadores empleados en el anodo y catodo son
metales preciosos muy costosos, no son ampliamente selectivos para la electro-
oxidacion de la glucosa en el anodo o reduccién de oxigeno en el catodo, pueden

ser envenenados por subproductos de la reaccién, el maximo rendimiento de este
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tipo de celda de combustible es en medio alcalino, disminuyendo drasticamente a
pH neutro, limitando su aplicacién para dispositivos biomédicos.

2.2.2 Celdas de combustible que utilizan catalizadores microbianos

Se basan principalmente en el uso de microorganismos tanto en el &nodo
como en el catodo. En base a la terminologia, son llamadas bioceldas de
combustible (BCC), debido a que el catalizador es un compuesto biolégico, y se
especifica que es microbiana (BCCM). La ventaja cuando se utilizan este tipo de
catalizadores es que la oxidacion de la glucosa puede llegar hasta CO,, con la
generacion de una alta densidad de corriente y potencia, dependiendo del tipo y
namero de microorganismos, asimismo, pueden ser empleadas aguas residuales
como fuente de glucosa (Cha et al.,, 2010). No obstante, las desventajas al
emplear este tipo de catalizadores son una disminucion rapida en la baja densidad
de corriente y potencia, puede haber competencia metanogénica y dafio de unos
microrganismos a otros, el rendimiento global de las BCCM son poco
reproducibles y no son consideradas para dispositivos implantables debido a que

pueden ser patdgenos para el huésped (Leropoulos et al., 2010; Lyon et al., 2010).

2.2.3 Celdas de combustible que utilizan catalizadores enzimaticos

Al igual que los catalizadores microbianos, son nombrados bioceldas de
combustible con la diferencia de que en este caso se emplean Unicamente
enzimas (BCCE) para la oxidacion de glucosa. El uso de enzimas es atractivo
debido a que son altamente especificas para la glucosa, en concreto la D-(+)-
glucosa, pueden producir una potencia en el orden de los mW cm™, operan a
temperatura ambiente, pH neutro y no generan reacciones violentas, su
produccion es relativamente economica y renovable, poseen la propiedad de
desempeniarse bajo condiciones fisiolégicas humanas (37 °C pH 7), por lo que su

aplicacién en implantes dentro del organismo como marcapasos, desfibriladores,
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implantes cloqueares, neuro-estimuladores, corazones artificiales y sistemas
liberadores de farmacos es viable [Calabrese et al.,, 2004; Mousavi et al., 2011;
Falk et al., 2012).

La reaccion enzimética general consiste en la oxidacion de la D-(+)-
glucosa (1) por en el bioanodo, produciendo acido gluconico (2) como
subproducto, més dos electrones y dos protones (Figura 3). Posteriormente, en el
biocatodo el agente oxidante (usualmente oxigeno o peréxido) se reduce al

reaccionar con los electrones y protones, generando agua (Kim et al, 2006).

~

o
(1]
{
(1]

e- e
1
OH I
B
OH b IB I I o
HO OH
T - 1 o 2
1 4 1 c
+ + .
nlH T4 f
2 E : °
e 4 d ! d H,0
e A, © 1 2 272
1 |

Membrana de intercambio
proténico

Figura 3. Reaccién de oxidacién y reduccién enzimaticas en una biocelda de combustible.

Las enzimas mas utilizadas para BCCE en el anodo son la glucosa
oxidasa (GOXx), glucosa deshidrogenasa (GDH) y celobiosa deshidrogenasa CDH),
mientras que en el catodo son la lacasa (Lc) y la bilirrubin oxidasa (BOD). Por otro
lado, en algunos casos se genera una baja eficiencia en la produccion de la
densidad de corriente y potencia, la pobre estabilidad asociada con el tiempo de
vida util y una ineficiente inmovilizacion, son tres factores limitantes para un
eficiente funcionamiento de una BCCE (Tamaki et al., 2006; Mousavi et al., 2011;
Beneyton et al., 2013).

2.2.4 Celdas de combustible hibrida

Cabe mencionar que en la literatura se ha citado un subtipo de celda de

combustible que emplea, ya sea en el anodo o catodo, un catalizador abiético y en

26



su complemento uno enzimatico, conocido como biocelda de combustible hibrida.
Las ventajas de emplear este tipo de biocelda hibrida son las mismas que se han
mencionado con los catalizadores abidticos y enzimaticos, con la diferencia, si
alguno de los catalizadores en al anhodo o catodo no es el mas optimo, puede
sustituirse por un elemento abidtico u organico segun sea el caso, disminuyendo
las desventajas mencionadas para cada catalizador de forma independiente (Choi
et al., 2009; Smolander et al., 2008).

El tipo de celda en la cual nos enfocaremos en el presente proyecto son
las de tipo enziméatico y las hibridas, particularmente en el desarrollo de
bioanodos. Para evaluar la eficiencia de los diferentes bioanodos investigados, se
mediran el potencial de circuito abierto, la densidad de corriente y la potencia. En

el siguiente apartado se definen estos tres parametros.

2.3 Desempeiio de las bioceldas de combustible

Para celdas de combustible, independientemente del catalizador a
emplear, el desempefio ideal buscado es el mismo, con la diferencia que al
emplear enzimas se ve condicionado por la estabilidad y actividad catalitica. El
rendimiento de una biocelda es caracterizado en términos de potencia (W) que
esta dada por el producto entre el voltaje (V) y la corriente (I) (Cracknell et al.,
2008).

El méaximo voltaje que se obtiene en una BCC se conoce como voltaje a
circuito abierto (VCA) y se obtiene cuando la celda estd en equilibrio vy
corresponde a la diferencia de potenciales termodindmicos entre el anodo y

catodo. El maximo voltaje esta dado por la siguiente ecuacion 1:

_ —AGrx

Eeq = — Ecuacion 1

En donde n es el nimero de electrones transferidos, F es la contante de
Faraday y AG es la energia libre de Gibbs de la reaccion, siendo una importante

funcién termodinamica que define la cantidad maxima de energia que puede
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derivar de la reaccion de la BCC a una cierta temperatura dada. Por lo general las
BCC generan un bajo VCA o cercano al del equilibrio (Cracknell et al., 2008).

Otro parametro importante es la polarizacion, que describe la caida del
voltaje maximo cuando el flujo esta continuo y el valor de este potencial con
respecto a E¢q es definido como polarizacion, sobrepotencial o sobrevoltaje n; esta

dado por la diferencia entre el potencial medido menos el potencial en equilibrio.

El sobrepotencial se considera la suma de tres pasos primarios; el
sobrepotencial de activacion (nac), el sobrepotencial 6hmico o caida éhmica (nir) y
el sobrepotencial de concentracidén (nconc). Cada tipo de sobrepotencial contribuye

a la forma general de una curva voltaje vs corriente o curva de polarizacién para

BCC (Figura 4).
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Figura 4. Curva de polarizacion con las tres diferentes etapas del sobrepotencial.

La pérdida del sobrepotencial de activacion o polarizacién de activacién,
es provocada por la baja velocidad de reaccién en la superficie de los electrodos,
en otros términos, por una limitada transferencia de los electrones al electrodo.
Este puede ser resultado de un pobre acoplamiento electronico de la enzima al

electrodo, por la doble capa producida por el electrolito o por imperfecciones de la
misma biocelda (Eg and G Technical Services, 2004).
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El sobrepotencial 6hmico, es el resultado de varias resistencias de la
BCC,; la resistencia del flujo de iones en el electrolito, el flujo de electrones a
través del electrodo y por la conduccidén i6nica de la membrana si es usada. Esta

pérdida 6hmica es directamente proporcional a la densidad de corriente.

Sobrepotencial de concentracion es causado por la disminucion de la
concentracion del combustible u oxidante en la superficie del electrodo. Esta
limitacion esta presente durante todo el rango de la densidad de corriente y es
mas importante en la regidbn cercana a la corriente limite donde es dificlil
proporcionar un flujo constante de los reactantes a los sitios activos de la BCC
(Larminie et al., 2003).

En resumen, los parametros importantes del rendimiento de una biocelda
de combustible estan dados por el voltaje a circuito abierto que es determinado
por la diferencia entre los potenciales del anodo y el catodo; por la densidad de
corriente que puede obtenerse a bajos voltajes (V) de la BCC y la potencia (W)

que es el producto de la corriente y el voltaje.

Como se menciond en este apartado, la eficiencia de la celda comprende
varios aspectos de operacion, también se debe considerar otro muy importante, el
tipo de celda a utilizar. La principal biocelda que emplea glucosa como
combustible es la de tipo PEM (por sus siglas en inglés; Proton Exchange
Membrane), sin embargo, existe otra innovadora biocelda que se ha empleado

recientemente, la microfluidica que no utiliza membrana.

2.4 Bioceldas de combustible microfluidicas

Existen diferentes tipos de celdas de combustible (CC) que se diferencian
por el tipo de electrolito usado y su aplicacion; la alcalina, la de membrana de
intercambio protonico (PEM), metanol directo, acido fosférico, carbonato fundido y
oxido sélido. Como en la CC de glucosa se generan protones, la de tipo PEM es la

mas eficaz. Las desventajas de utilizar este tipo de CC es que la membrana causa
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resistencia, ademas de hincharse y deformarse por un exceso de hidratacion,
limita su disefio a microescala, suele requerir una mayor cantidad de

biocatalizadores, entre otras (Sayed et al., 2011).

Las microceldas de combustible (UCC), también llamadas de flujo laminar
o CC sin membrana, son definidas como una unidad con suministro y eliminacion
de flujo, sitios de reaccién y lugar de electrodos, todo confinado a un canal
microfluidico. Este tipo de celda de combustible opera sin una barrera fisica para

separar el anodo y el catodo (Liu et al., 2010).

Recientemente, la implementacién de novedosas tecnologias como las
HCC proporciona una alternativa factible a la miniaturizacion de diversos
dispositivos. Se han integrado los dispositivos microfluidicos en aplicacién para
andlisis de ADN, inmunoensayos, citometria, microreactores y recientemente en
biomicroceldas de combustible (BuCC) (Erickson y Li, 2004).

La ventaja de emplear sistemas microfluidicos con respecto a
macrosistemas, es que incrementa la tasa de transferencia de masa, reduce el
tiempo de consumo del combustible y el volumen de la corriente util. Las pCC
aprovechan el flujo laminar en sentido paralelo de la celda del combustible y el
oxidante a través de microcanales (dimensiones menores a 1 mm y mayores a 1
pum) sin mezclarse, por lo gue no es necesario un tipo de membrana (Ferrington et
al., 2002). La interface entre ambos fluidos, combustible y oxidante, representan
una membrana virtual, por lo que el intercambio de iones se da a través de los
canales por migracion, potenciando la reaccion cinética entre en bioanodo y el

biocatodo (Figura 5).
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Figura 5. Componentes de una biocelda de combustible microfluidica.

En el presente trabajo se han evaluado en bioceldas de combustible
microfluidicas biodnodos que emplean glucosa oxidasa de Aspergillus niger
debido su estabilidad, una mayor afinidad por el sustrato y una alta actividad
catalitica en comparacion con GOx de otros organismos, ademas, es una de las

mas estudiadas y de importancia en la investigacion y a nivel industrial.

2.5 Glucosa Oxidasa (GOx)

La glucosa oxidasa (GOx) es una enzima perteneciente al grupo de las
oxidasas, que cataliza la oxidacién de la D-(+)-glucosa a D-gluconolactona vy
peroxido de hidrégeno en presencia de oxigeno. Si estos dos subproductos se
acumulan pueden reducir el pH de la disolucion e inhibir la actividad catalitica de la

enzima.

Es de suma importancia conocer las caracteristicas y propiedades del
material bioldgico utilizando en el disefio de bioanodos para celdas de

combustible.
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2.5.1 Propiedades de la glucosa oxidasa (GOx)

Tiene un peso molecular de 150 a 186 kDa, absorbe en el espectro de luz
UV — VIS a 280, 380 y 450 nm, su actividad especifica (pH 5.6 y entre 25 a 37 °C)
es de 80 — 172 pmol glucosa min™ mg? de enzima. El rango de temperatura al que
puede operar es de 20 a 50 °C, por debajo de 20 °C se ve disminuida
drasticamente su actividad catalitica, mientras que a temperaturas cercanas a 60
°C empieza a desnaturalizarse, el punto isoeléctrico (pH al cual tiene carga cero)
es de 4.2. Algunos iones como Ag®, Hg®" y Cu?, asi como el arsenito, p-
cloromercuribenzoato y el acetato fenilmercurico suelen inhibir a la enzima
(Meredit y Minteer, 2011).

2.5.2 Obtencion natural de GOx y su funcion

La GOx fue descubierta por Muller en 1928 en un extracto de Aspergillus
niger y secuenciado su ADN por Kriechbaum en 1989. De forma natural es
producido por algunos hongos como Talaromycetes flavus, Pleurotus ostreatus,
Penicillium amagasakiense, Penicillium canescens, Penicillium notatum,
Phanerochaete adametzii, Botrytis cinérea, entre otros e insectos como la abeja
melera (Apis mellifera), las larvas de Helicoverpa zea, Helicoverpa armigera,
Helicoverpa assulta, entre otras. Su funcién principal es anti bacterial y anti fingico
a través de la produccion de peréxido de hidrégeno. Otras funciones incluyen la
asistencia en la infeccion en plantas, degradacion de la lignina, disminuir el pH del
medio, etc. (Clarke et al., 2006).

2.5.3 Sustratos utilizados por la GOx

La enzima GOx de A. niger tiene la capacidad de oxidar monosacaridos,
nitroalcanos y compuestos hidroxilos. Tiene una preferencia por la B-D-glucosa por

lo que se toma como referencia del 100 % para comparar con otros sustratos
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como 2-deoxy-D-glucosa con un 20-30 %, 4-O-metil-D-glucosa (15 %),6-deoxi-D-
glucosa (10 %) y para otros sustratos es menor al 2 %.

2.5.4 Aplicacion de la GOx

GOx tiene importancia a nivel industrial, comercial, académico y de
investigaciéon. GOx es generalmente considerada como segura (GRAS siglas en
inglés) por la FDA (Food and Drugs Administration) por lo que es utilizada en la
industria alimenticia como aditivo liquido o en polvo, como antioxidante, para
preservar alimentos y estabilizar sus propiedades. Asimismo, es utilizado en las
panificadoras como agente oxidante y de maduracién, para preservar alimentos

secos como el polvo de huevo y lacteos deshidratados (Wu et al., 2011).

En la industria farmacéutica es empleada como compuesto oxidante en
formulaciones, remplazando a los tradicionales. En la industria vinicola se utiliza
para disminuir la cantidad de azucares y subsecuentemente disminuye la cantidad
de alcohol en el proceso de elaboracién del vino, ademas de reducir la actividad o
crecimiento de S. cerevisiae usado para la fermentacion del alcohol.

Como se mencion6 en apartados anteriores, uno de los subproductos en
la oxidacion de la glucosa es el acido glucénico; GOx es utilizada para la
produccion de esta molécula, ya que posee una utilidad industrial en el secado de
telas, limpieza de las superficies metdlicas, aditivo en alimentos, detergentes,
concreto, cosméticos y en compuestos farmacéuticos (Wong et al., 2008).

Una importante aplicacion que se le ha dado a GOx es como elemento de
reconocimiento de la glucosa en biosensores. Newman y Turner en el 2005
estimaron el mercado mundial de biosensores cerca de 5 billones de délares y el
85% es atribuido a biosensores de glucosa, la mayoria se basa en la actividad de
GOx (Yoo y Lee, 2010). Este tipo de biosensores tienen importancia clinica en el
tratamiento y cuantificacion de la glucosa en pacientes con diabetes (Malhotra y

Chaubey, 2003). Asimismo, son utilizados en la industria alimenticia para la
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elaboracion de vinos (Dzyadevych et al., 2008). Ademas, se ha usado GOx como
biosensor para la determinacion de metales pesados (Ghica y Brett, 2008).

Otra de las importantes aplicaciones no tan recientes, es el uso de GOx
para celdas de combustible. A pesar de tener una eficiencia cercana del 100 %,
las bioceldas aun no son factibles para una aplicaciéon fuera de laboratorio,
estando limitadas principalmente por el tiempo de vida util corto, y una pérdida en
la potencia, principalmente por su estabilidad (Minteer 2007).

2.5.5 Composicién de la GOx

Esta enzima se puede obtener a partir de diferentes fuentes biolégicas,
existiendo una minima variacion estructural y teniendo la misma funcion. La
enzima que mas suele emplearse para el estudio de bioceldas de combustible es

a partir de Aspergillus niger.

GOx es un dimero glicoproteico constituido de dos cadenas polipeptidicas
idénticas que estan unidas covalentemente entre si a partir de uniones disulfuro.
La conformacién estructural es estabilizada por una variedad de interacciones

hidrofébicas, electrostaticas y de complejos coordinativos (Rubenwolf et al., 2011).

El 20 % del peso de la enzima son amino azlcares y cerca de 16 a 19%
de su peso por carbohidratos, de los cuales el 80 % son N-O-glicosilados unidos a
moléculas de manosa. El centro activo consiste de seis aminoacidos Y68, E412,
F414, W426, H516, H559 y la coenzima flavin adenin dinucleétido (FAD). H516
juega un papel importante como base iniciadora en la oxidacion del sustrato,
mientras que el resto influyen en la actividad catalitica y reconocimiento de la -d-
glucosa (Bankar et al., 2009; Prabhakara et al., 2003).
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Figura 6. Estructura del sitio activo de la glucosa oxidasa de Aspergillus niger.

2.6 Métodos para la inmovilizacion de la enzima GOx

El término de inmovilizacion enziméatica se refiere al confinamiento fisico
de alguna enzima localizada en un cierto espacio o region definida, con la
conservacion de su actividad catalitica y que puede ser usada repetidas veces y
de forma continua. Como se mencioné en apartados anteriores, una de las
limitantes para un éptimo funcionamiento de una BCCE es el reducido tiempo de
vida util de la enzima como consecuencia de una inmovilizacion ineficiente de la

enzima (Sassolas et al., 2012).

Pero, porqué es importante la inmovilizacion del catalizador enzimético en
la BCCE. Son tres principales beneficios; facilita la separacion de los subproductos
de la reaccion, protege en mayor medida la desnaturalizacién de la macromolécula
y permite el reuso de las mismas. En BCCE microfluidicas que emplean GOXx
disuelta en el electrolito se han alcanzado potencias altas como el trabajo de
Zedba et al (2009) con 110 mWcm™, sin embargo, el excesivo gasto de enzima

limita su aplicacion.

Dependiendo de la forma, material, tipo de interaccién y naturaleza de los
reactivos, los métodos de inmovilizacidn puedes clasificarse en tres grandes

grupos; unién a un soporte, atrapamiento 0 encapsulacion y entrecruzamiento

35



(mejor conocido como cross-linking por su denominacién en el idioma inglés)
(Sheldona, 2007).

2.6.1 Union a un soporte

La enzima puede ser unido a un soporte por fuerzas fisicas como
interacciones hidrofobicas y de Van der Waals, i6nicas o de naturaleza covalente.
Las uniones fisicas son generalmente débiles para mantener a la enzima fijada al
soporte y puede ser facilmente removible. Mientras que la inmovilizacién por
fuerzas ionicas y covalentes son mas fuertes, manteniendo unida la enzima al
soporte con una mayor estabilidad. Los soportes pueden ser resinas sintéticas,

biopolimeros, polimeros inorganicos, como silice o zeolitas.

2.6.1.1 Polimeros organicos sintéticos

Algunas resinas acrilicas, como el Eupergit ®, son usadas como soportes
para la inmovilizaciéon de GOx. Eupergit ® es un co-polimero conformado por
macroporos derivados del metacrilato, glicidil metacrilato, alilglicidil éter vy
metacrilamida. Es altamente hidrofébico y estable, posee una buena resistencia
mecénica y quimica (pH 0 a 14). La inmovilizacion de la enzima es covalente,
debido a sus residuos oxiranos que interaccionan con los grupos aminos libres,
confiriéendole una alta estabilidad (Figura 7). Otra resina acrilica utilizada para la
inmovilizacién de enzimas ha sido la amberlita XAD-7, con la diferencia que la
union es por simple adsorcion (Sheldona, 2007).
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Figura 7. Inmovilizacién a un soporte utilizando Eupergit ®.

2.6.1.2 Biopolimeros

Se han empleado diversas variedades de biopolimeros conformados por
polisacaridos insolubles en agua como la celulosa, almidon, agarosa, quitosano,
ademas de proteinas como la gelatina y albuminas, como soportes para la
inmovilizacion de enzimas. Un ejemplo de ello, fue la implementacion de
biopolimero DEAE-Sefadex para la inmovilizacién de GOx conservando el 70 % de

su actividad catalitica (Karboune, 2005).

La idea de implementar biopolimeros es para una posible aplicacién en
dispositivos, ya sea biosensor o biocelda, que se puedan implantar y, ser
biocompatibles. Se ha utilizado la celulosa, un polimero utilizado en la industria
alimenticia, en ingenieria de tejidos y sistemas de liberacion de farmacos, para la

inmovilizacién de GOx (Won et al., 2013).

2.6.1.3 Hidrogeles

Los hidrogeles conformados por el alcohol poli vinilico son de los mas
empleados, debido a que pueden ser sintetizados a temperatura ambiente, poseen
una buena estabilidad mecéanica y quimica, facil separacion, son biocompatibles y

le confieren hidratacion a la enzima. Una de las desventajas que pudiera conllevar
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este tipo de hidrogeles, si es muy laxo la enzima puede difundir fuera de la matriz
del gel (Perale et., 2011).

Se ha investigado novedosas modificaciones de hidrogeles a partir del
poliacido acrilico, metacrilatos, poliéxido de etileno y del polietileno glicol, que le
confieren una mayor estabilidad mecanica, tienen la capacidad de cambiar su
configuracion en pH y temperatura, similar a los polimeros inteligentes, y en
algunos casos se les ha incorporado particulas de osmio para mejorar su
conductividad eléctrica (Khutoryanskiy et al., 2004; Khutoryanskaya et al, 2008;
Friedrich y Tieke, 2011; Irmukhametova et al, 2012).

Se han reportado el uso el uso de hidrogeles a partir de acrilamidas,
hidroxiletil metacrilato, acetato de polivinilo y polietilen glicol (PEG) principalmente,
para la inmovilizacion de GOx (Figura 8). Ademas, se ha empleado la técnica de
fotolitografia junto con el hidrogel sobre oro para la fabricacién de un biosensor de

glucosa a microescala (Yan et al., 2010).
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Figura 8. Estructura del hidrogel polivinilico.

2.6.1.4 Soportes Inorganicos

Una variedad de sélidos inorganicos pueden ser usados para la
inmovilizacion de GOx, por ejemplo, alimina, silice, zeolitas y materiales
mesoporosos de silice. GOx se ha podido inmovilizar en soporte de silice

funcionalizado por union covalente en un medio acuoso, manteniendo su actividad
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hasta en un 90 % por un periodo de un mes en una hidrélisis enantioselectiva del

oxido p-nitrotireno (Petri et al., 2005).

La ventaja de emplear materiales mesoporosos a partir de silice, es el
control del tamafio del poro, que puede incorporar a GOx sobre la superficie del
mismo en un solo paso de forma fisica o0 modificando la superficie para enlazarla
de manera covalente, de ambas forma se ha mantenido la actividad catalitica (Bil
et al., 2005; Jara et al., 2013).

2.6.1.5 Polimeros inteligentes

Es un método muy novedoso al emplear este tipo de agentes
inmovilizadores, permitiendo la uniéon de forma covalente y, lo mas importante, le
confiere un cambio conformacional de la estructura del polimero en respuesta a
cambios de temperatura, pH y fuerza idnica, principalmente. El polimero mas
estudiado ha sido el poli-N-isopropil acrilamida (polyNIPAM nombre en inglés) que

cambia en respuesta a la temperatura y es biocompatible (Figura 9).

\__ Poly-NIPAM Poly-NIPAM-GOx _/
Figura 9. Reaccién entre el polimero polyNIPAM y GOXx.

Otro polimero que cambia su conformacion en respuesta a la temperatura
es el 2-(2-metoxietoxi)etil metacrilato y el oligo(etilenglicol) metacrilato (OEGMA
por sus siglas en inglés) el cual no es toxico, y no provoca respuesta auto-inmune
(Sheldona, 2007).
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2.6.1.6 Union covalente a partir de la activacion de grupos

quimicos del soporte

Esta forma de inmovilizacién es el método mas atractivo desde el punto
de vista industrial para la manufactura en serie de biosensores o de cualquier
dispositivo que emplea macromoléculas, ya que tiende a ser mas reproducible y

repetible en comparacion a otras formas de inmovilizacion.

Para llevar a cabo este tipo de inmovilizacién es necesario que el soporte
posea grupos funcionales amino o carboxilo terminales, posteriormente son
activas mediante algun derivado de las carbodiimidas como la 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y en presencia de los grupos aminos de la
enzima sustituye la carboiidimida para formar un enlace covalente tipo amida con
el soporte. Para mejorar la inmovilizacion de la enzima, se suele utilizar la N-
hydroxisuccinamida (NHS) que se asocia con la EDC formando un intermediario
mas estable y reactivo para la formacion del enlace covalente con la enzima
(Mashazi et al., 2006).

Una de las estrategias mas utilizadas para la union covalente al soporte
de GOx ha sido empleando una superficie de oro, buen conductor eléctrico y
biocompatible, a la cual se le adsorbe una molécula con un grupo tiol inicial y una
cadena intermedia de diferente nUmero de carbonos y un extremo carboxilo final
para su posterior modificacién con la carbodiimida y NHS permitiendo la unién
covalente de la enzima (Figura 10) (Wasserberg et al., 2013; Claussen et al.,
2011).

Figura 10. Unién covalente de GOx sobre una superficie de oro modificada.
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Las ventajas de utilizar esta forma de inmovilizacion es que la carga
enzimatica permanece constante, posee una mayor resistencia a la desactivacion
por efecto de la temperatura, de disolventes organicos, al pH, conservando su
estructura terciaria la enzima. Dentro de las desventajas de este método es que
conlleva mas pasos para realizarla y la cantidad de enzima estd condicionada al
ndmero de uniones enzima-soporte, principalmente (Yang et al., 2012).

2.6.1.7 Inmovilizacién por afinidad antigeno-anticuerpo

La inmovilizacion de GOx por la reaccién antigeno-anticuerpo son de los
métodos menos estudiados y empleados. No obstante, son de los mas eficientes,
estables y especifico. Consiste en la inmovilizacion de un antigeno en una
superficie y se hace reaccionar con un anticuerpo, posteriormente se une un anti-
anticuerpo especifico para el primer anticuerpo, este segundo anticuerpo (anti-
glucosa oxidasa) a su vez esta fusionado de forma selectiva a la enzima (Figura
11). La desventaja de utilizar este método es el costo de los reactivos y, es muy
complejo, pero por otro lado, es muy selectivo y reproducible (De Alwis et al.,
1987; Tam et al., 2009).

\/_ Anti-anticuerp)

Figura 11. Inmovilizacién de GOx por afinidad antigeno-anticuerpo.
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2.6.2 Atrapamiento o encapsulacion

Este tipo de inmovilizacion se refiere a la inclusion de la enzima dentro de
una estructura o una red polimérica (gel reticular) como algun polimero orgénico,
silice sol-gel o membrana que retenga a la enzima en fibras huecas o micro-
encapsulamiento. Por lo general, este tipo de retencion fisica es de uniones

débiles, pero previenen la difusion de la enzima.

La diferencia entre este tipo de inmovilizacién con la de unién al soporte,
es que en este Ultimo la enzima estd unida al soporte, indistintamente se
encuentre en el exterior o interior de la superficie, mientras que en el
atrapamiento, la enzima se encuentra dentro de una red o estructuras (Figura 12)
(Sheldona, 2007).

Figura 12. Atrapamiento de GOXx.

2.6.2.1 Atrapamiento por medio de sol-gel

En este tipo de inmovilizacién se puede citar el sol-gel formado por una
polimerizacion hidrolitica de metales alcoxido. Aditivos como el polietil glicol
(PEG), el polivinil alcohol y la albumina, pueden servir como estabilizadores en la

inmovilizacion tipo sol-gel.

Las propiedades Uunicas del sol-gel a base de silice como la alta
porosidad, rigidez fisica, estabilidad quimica, estabilidad térmica y biologicamente
inertes, los hacen buenos candidatos para la inmovilizacion de enzimas. Uno de

los inconvenientes, es que durante el secado en la preparacién del sol-gel, la
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matriz puede fracturarse y los poros colapsarse, perdiendo &area superficie y de
contacto.

La formacion del sol-gel comprende la hidrdlisis del precursor, seguida de
su condensacion y finalmente su polimerizacion. EI mecanismo por el cual queda
atrapada la enzima dentro del sol-gel, ocurre cuando los silicatos se polimerizan
alrededor de la biomolécula envolviéndola fisicamente en la red de crecimiento de

los 6xidos (Yamanaka et al., 1992).

Hidrdlisis
O—CH O—CH
| |
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Figura 13. Mecanismo general de reaccion de la formacion del sol-gel alrededor de GOx.

2.6.2.2 Atrapamiento por electropolimerizacion

Es una forma simple y atractiva de inmovilizar la enzima en la superficie
del electrodo. Consiste en la aplicaciéon de un potencial o corriente apropiado
dentro de una solucion que contiene la enzima y el mondmero. Posteriormente, el
polimero es formado en la superficie del electrodo y la enzima se incorpora dentro
del polimero. Los polimeros conductores son los que mas se utilizan para facilitar
la conduccién eléctrica como la polianilina, polipirrol o el politiofeno (Sung y Bae,
2000).
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Se ha publicado la inmovilizacion de GOx empleando polipirroles
depositandola sobre el electrodo de manera fisica y por electrodeposicion, para
comparar la eficiencia de ambos meétodos (Uang y Chou, 2003) y en otra
investigacion se realiz6 el mismo método sobre una superficie de oro (Njagi y
Andreescu, 2007). De igual manera Tsai et al (2006) inmovilizaron a GOx via
electrodeposicion utilizando polipirroles con la variante de la incorporacién de

nanotubos de carbono.

2.6.2.3 Inmovilizacion por atrapamiento y por medio de

biopolimeros

El quitosano ademas de ser considerado un biopolimero como soporte
para la inmovilizacion de GOXx, se utiliza como un copolimero para atrapar a la
enzima, ya que se encuentra formado por N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina (Figura 14). Estos polisacéaridos pueden formar un gel en ciertas

condiciones para la encapsulaciéon de la enzima (Sheldona, 2007).

f OH OH ] \
—o o O
O
NH NH
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- 3 -

\ D-glucosamina N-acetil-D-glucosamina 9
Figura 14. Estructura del quitosano.

2.6.2.4 Atrapamiento utilizando membranas

Una de las membranas mas estudiadas para la inmovilizacion de GOx es
el Nafion® por ser biocompatible, buen conductor eléctrico, posee una alta
adhesion a la superficie, conserva la actividad catalitica de la enzima y permite la
difusion selectiva de iones y cationes. Por otro lado, suele deformarse e hincharse,
su funcidén optima no se facilita en concentraciones acuosas altas y es un reactivo

costoso (Karyakin et al., 2002). Asimismo, se ha reportado el uso del Nafion® junto
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con fenotiazinas como mediador y GOx en un mismo sistema (Sekretaryova et al.,
2012).

2.6.3 Inmovilizacién por entrecruzamiento

Se basa en la retencion de la enzima haciendo reaccionar los grupos
amino con un reactivo bifuncional como el glutaraldehido (GA), que es el mas
utilizado por no ser costoso y disponibilidad comercial, el gluoxal o el
haxametilendiamina. De esta manera se mantiene a la enzima dentro de una
matriz con uniones intermoleculares entre las moléculas de la enzima,
protegiéndola de la solubilidad y al mismo tiempo conservando su actividad
catalitica (Figura 15). Sin embargo, este método tiene ciertas desventajas como la
baja retencion de la actividad catalitica, una pobre reproducibilidad, baja
estabilidad mecénica y en algunos casos, puede ser dificultosa la manipulacion de

la mezcla enzima-agente cross-linking.

Figura 15. Inmovilizacién de GOx por entrecruzamiento.

El glutaraldehido ha sido el agente entrecruzador mas utilizado para la
inmovilizacién estable de GOx por medio de la reaccién como base de Schiff entre
los grupos aldehido del GA (A) y los sitios amino libres de la proteina (Figura 16).
Como facilitadores para llenar los sitios no ocupados por GOx, suelen emplearse
otras proteinas inocuas en la reaccion, como la hemoglobina y la albumina (Qi et
al., 2009).
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Figura 16. Interaccion quimica entre los grupos funcionales del glutaraldehido con GOXx.

Existen diversos métodos para inmovilizar a la enzima GOx. Sin embargo,
se deben valorar sus ventajas y desventajas. En el presente proyecto, se
evaluaran diferentes formas fisicas para inmovilizar a GOXx, por entrecruzamiento y
union covalente a un soporte, y se comparo la estabilidad y tiempo de vida til de
la enzima. Los métodos que proporcionen un mejor resultado, seran utilizados
como biodnodos para ser evaluados en una biocelda de combustible microfluidica

que utiliza glucosa como combustible.
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3. HIPOTESIS

La inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa (GOx) por adsorcion
simple, empleando entrecruzadores y mediante union covalente sobre electrodos
de carbono y modificados con depdésitos de oro, permite su aplicacion como

bianodo en una biocelda hibrida de combustible microfluidica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Desarrollar y evaluar biodnodos basados en la enzima glucosa oxidasa para su

aplicacion en una biocelda microfluidica que emplea glucosa como combustible.

4.2 Objetivos particulares

» Inmovilizar la enzima GOXx sobre electrodos de grafito utilizando los métodos
de adsorcién y con los agentes entrecruzadores glutaraldehido y poli-L-lisina

» Caracterizar electroquimicamente en media celda los electrodos modificados
con GOx y optimizar su desempefio para la reaccién de oxidacion de la
glucosa.

» Modificar electrodos de grafito mediante depdsito electroquimico de particulas
de oro para inmovilizar la GOx mediante enlace covalente.

» Incorporar nanotubos de carbono multipared tanto a los electrodos de carbono
modificados con GOx y agente entrecruzador, como a los depositados con oro
para mejorar la transferencia directa de electrones.

» Evaluar el desempefio para la oxidacion de la glucosa de los bioanodos

propuestos en una biocelda de combustible hibrida microfluidica.
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5. METODOLOGIA

La Glucosa Oxidasa (GOx) de Aspergillus Niger (E.C.1.1.3.4) con
=>100,000 unidades/g, el cofactor flavin adenin dinucleétido (FAD), las placas de
grafito, glutaraldehido (50 % en agua V/V), la poly-L-lisina (0.1 % W/V) y la B-d-
glucosa fueron adquiridos de Sigma Aldrich. EI HNO3 (70 %) y el alcohol
isoporpilico se adquirido de J. T. Baker. La solucién de Nafion® 5 % es de marca
Electrochem Inc. El fosfato acido de sodio (Na,HPO4) y de potasio (KH,PO4) y el
hidréxido de potasio (99 % pureza) son grado reactivo marca Merck. Todas las

soluciones se prepararon con agua desionizada de water high purity®.

5.1 Pre-tratamiento del electrodo de grafito

Para los experimentos en media celda, el electrodo de grafito se pulié
utilizando alimina (0.05 pm) y después se sonicdé durante 20 min en agua
desionizada para retirarle el exceso de alimina. Posteriormente, fue sometido a
una limpieza electroquimica empleando voltamperometria ciclica, 100 ciclos a una
velocidad de barrido de 100 mV s™ en un rango de potencial de -0.9 a 1.3 V en

una solucion de acido sulfdrico 0.5 M.

5.2 Preparacion del electrodo de grafito con GOx (inmovilizacién

fisica)

Para la inmovilizacion fisica de GOx se utilizé el grafito con pretratamiento
electroquimico y se deposité 50 pL de una solucion de GOx a una concentracion
de 5 mg mL" en una solucién amortiguadora de fosfatos (BF) pH 7 0.1 M.
Posteriormente se dej0 secar a temperatura ambiente. Las disoluciones de
glucosa se prepararon a partir de una solucion madre de 100 mM de B-d-glucosa y
de alli se realizo6 diluciones de 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 20, 50 mM para evaluar el efecto
sobre GOXx.
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5.3 Preparacion del electrodo con GOx utilizando agentes de
entrecruzamiento glutaraldehido (GA), poli-L-lisina (PLL) y GA-PLL

Se utiliz6 dos concentraciones de GA 4.5y 0.2 % preparadas en BF a
partir de GA 50 %. Posteriormente, se mezclaron con la disolucién de GOx (5 mg
mL™?) en PB pH 7 (0.1 M) en una proporcién de 1:4 V/V, se dejaron secar a
temperatura ambiente, después se enjuago constantemente con BF para remover
la enzima no inmovilizada. Para la inmovilizacion con la PLL se utilizd la
concentracion 0.1 % W/V mezclado con GOx (5 mg mL™) en la misma proporcién
que con GA 4:1 para comparar ambos métodos, se dejé secar a temperatura
ambiente y se enjuago con PB para retirar la GOx que no quedo entre la PLL. La
preparacion del electrodo con la mezcla de GA y PLL fue en una proporcion de 1:1
de ambos reactivos de entrecruzamiento, completando la proporcién de 4:1 con
GOx en PB. La evaluacion con la D-(+)-glucosa se realizé en diferentes
concentraciones de glucosa 0, 1, 5, 10, 20, 50 y 100 mM y modificada para caso,
saturando las soluciones con Nz y Os.

5.4 Preparacion del electrodo GOx/NTCMP-GA

Al electrodo de grafito pre-tratado se le deposité 50 pL de una mezcla que
consistié en GOx (5 mg mL™) con GA al 1% 4:1 vlv, este disolucién se agregé a
una dispersién de NTCMP en iso-OH (1mg mL™) anteriormente sonicados por 20
min. Los nanotubos antes de ser utilizados fueron previamente tratados con HNO3

(9 M) durante 24 h en reflujo y neutralizados con lavados de agua desionizada.

5.5 Preparacion del electrodo para lainmovilizacion covalente de GOx

A la estructura de oro en forma de flor se dejé sumergido en una solucién
1 mM del &cido 3-mercaptopropionico (3-AMP) disuelta en EtOH, EtOH/H,0 1:3 y
3:1, acetona/H,O 1:1 V/V durante 24 h. Pasado el tiempo, se enjuago con EtOH

para remover el tiol no adsorbido, posteriormente, se sumergio el electrodo de oro
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modificado en una mezcla de EDC ((N-3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodimida) y
la NHS (N-hidroxisuccinamida) en una proporcion 3:1 durante 2 h. Finalmente, el
electrodo se dejé sumergido en una disolucién de GOx (5 mg mL™) por 24 h'y
después se enjuago con BP pH 7 para remover la GOx no inmovilizada en la

superficie de GOx modificada con el tiol.

5.6 Sintesis de la estructura de oro

El electrodo de grafito previamente limpio se sumergi en una disolucion
de 4 mM de HAuCls*3H,0O en 0.1 M de acido perclérico saturado con N, y se
electrodeposito el Au por voltametria ciclica en una ventada de potencial entre
0.183y 1.583 V (vs ENH) a una velocidad de 100 mV s™. El perfil de la estructura

de Au se realiz6 en una disolucion de H,SO,4 0.5 M previamente nitrogenada.

5.7 Evaluacion de biocelda de combustible hibrida microfluidica (BCH-
uF) “Y”

La BCH-uF en forma de “Y” es de metacrilato con dimension de los
microcanales de 4.5 cm de largo, 0.3 cm de ancho y 0.1 cm de profundidad de un
area para el depésito de los catalizadores de 0.45 cm?. El biéanodo consistié en
una disolucién de GOx/NTCMP-GA depositandolos sobre el canal por goteo y el
catodo fue preparado de Pt/C (30 %), disperso en Nafion® (5 % H,0) y iso-OH,
depositandolo con ayuda de un aerdgrafo. El anolito fue preparado de una
disolucién de glucosa 10 mmol L™ en BF pH 7 saturado con nitrégeno y el catolito
fue una disolucion de KOH (0.3 M) saturada con oxigeno.

5.8 Evaluacion de la BCH-pF tipo air-breathing

La celda air-breathing consistio en un dos placas de metacrilato

empalmadas con un microchanel que integra un polimero de silicona
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biocompatible Arcare® con 3 pm de espesor y con medidas de 3.0 x 1.0 cm, con
un &rea para depositar el bionodo de 0.1 x 0.9 cm que consistié en una mezcla de
GOX/INTCMP-GA. El catodo fue de preparado a partir de Pt/C (30 %), disperso en
Nafion® (5 % H,0) y iso-OH, depositandolo sobre papel toray de carb6n (con
dimensiones de 3.0 x 1.0 cm y el area para reaccion fue de 0.09 cm?) con ayuda
de un aerdgrafo.

5.9 Caracterizacién y mediciones electroquimicas

Las mediciones electroquimicas se realizaron usando un
potenciostato/gasvanostato BioLogic Science Instruments modelo VMP3. En todos
los estudios electroquimicos fue empleada una celda de vidrio de 25 mL
empleando un electrodo de calomel saturado (ECS) como referencia, un alambre

de platino como contra-electrodo y uno de grafito como trabajo.

5.9.1 Mediciones por voltametria ciclica (VC)

Para evaluar la GOx sobre el electrodo por los diferentes métodos de
inmovilizacién, se realiz6 por VC en un rango de potencial de -0.8 a 0 V a una
velocidad de barrido de 50 mV s™. Todas las medicines se llevaron a cabo en BF
pH 7 (0.1 M) en temperatura ambiente en saturacion o ausencia de oxigeno segun

sea el caso.

5.9.2 Medicion por voltametria de pulso diferencial (VPD)

Se utilizé la técnica DPV para evaluar el efecto de FAD/FADH, de GOx a
diferentes concentraciones de glucosa, para ello se considerd el par de reduccién
de FAD en un potencial de inicio de -0.25 V y final -0.65 V (vs ECS) en BF pH 7 en
una velocidad de barrido de 10 mV s™.

51



5.9.3 Analisis de FAIR-ATR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy

— Attenuated Total Reflectance)

Se utilizé un espectrofotémetro Perking Elmer FTIR (Precisely Spectru,
100) para establecer la GOx inmovilizada comparando la GOx pura con respecto
al sistema GOX/NTCM-GA. Asimismo, se emple0 para verificar que el 3-AMP fue

adsorbido sobre la estructura de oro.

5.10 Microscopio Electronico de barrido

Para determinar la forma y tamafio de la estructura de oro
electrodepositada sobre el electrodo de grafito se utilizd un microscopio

electrénico de barrido de emision de campo JSM-7401F.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Inmovilizacion de GOx unida a un soporte

Una de las formas mas simples de inmovilizar GOx a un soporte es a
través del deposito directo sobre la superficie que se mantiene a través de
interacciones débiles como electrostéticas, diferencia de cargas, puentes de
hidrogeno, fuerzas de Van Der Waals, principalmente. En este primer apartado se
presentan los resultados de la inmovilizacion directa al soporte, tomandolos como
base comparativa para otros métodos de inmovilizacion utilizados en el presente

trabajo.

6.1.1 Transferencia electrénica mediada por GOx

Los electrodos de grafito (Gf) previamente tratados y depositados con la
solucion de la enzima como se detalla en la metodologia, fueron colocados en la
celda electroquimica que contenia una solucién amortiguadora de fosfatos (BF)
(0.1 M) pH 7 previamente burbujeada con nitrdgeno. La presencia de GOx en la
superficie de los electrodos modificados se verificO por voltamperometria ciclica
(VC) a una velocidad de barrido de 50 mVs™ en una ventana de potencial de -0.9 a
0.0 V (vs ECS). Ademas se prepararon electrodos de grafito sin modificar que se
evaluaron en las mismas condiciones. En la Figura 17 se presentan los
voltamperogramas obtenidos con un electrodo sin modificar y otro modificado con
GOXx, en el primero no se observo respuesta en la ventana de potencial evaluada,
mientras que en el electrodo modificado se observo un pico de oxidacion en -0.462
V y uno de reduccion a -0.531 V (vs ECS) que coinciden con los potenciales
reportados por otros autores (lvnitski et al., 2006) para el par de picos redox
atribuidos a la transicion del cofactor FAD (flavin adenin dinucleotido) a FADH, y
viceversa que se ubica en el sitio catalitico de la enzima (Goran et al., 2013). La
separacion entre picos (AEp) fue de 69 mV y un potencial formal de (E”) 0.486 V.
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Figura 17. Voltamperogramas ciclicos tanto del electrodo de grafito sin modificar como del

electrodo modificado con la enzima GOX sin inmovilizar.

Para corroborar que los picos realmente corresponden al par FAD/
FADH,, se depositd al cofactor sobre el grafito bajo las mismas condiciones de la
VC antes descritas. Los voltamperogramas (Figura 18) mostraron tanto al pico de
oxidacion (-0.422V vs ECS) como al de reduccion (-0.521V vs ECS) desplazados
catdédicamente y de una mayor intensidad de corriente con respecto a lo obtenido
con los electrodos modificados con GOx. Como era de esperarse en estos
electrodos existe una mayor facilidad para que ocurran las reacciones y la
transferencia directa de electrones que cuando se deposita la enzima (Goran et
al., 2013), pues de acuerdo a investigaciones cristalograficas de la estructura
terciaria de GOXx, la coenzima FAD se localiza en el fondo de una cavidad por lo
gue bajo condiciones normales existe una mayor resistencia a la transferencia

directa de electrones entre el sitio activo y el electrodo (Ming et al., 2008).
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Figura 18. Voltamperogramas ciclicos de la oxidacion-reduccién del cofactor par FAD/ FADH,
depositado sobre un electrodo de grafito (linea roja) y respuesta del electrodo sin modificar (linea
azul).

6.1.2 Calculo de la densidad del area electroactiva de GOx

El célculo de la cantidad promedio de enzima activa adsorbida se realizo

integrando el pico de reduccion de GOXx utilizando la ecuacion 2:

M= Q/nFA Ecuacién 2

Donde I' es el promedio de enzima inmovilizada, Q es la carga de la
reaccion de reduccion (u oxidacion), n el nimero de electrones transferidos, en
este caso es igual a 2, A el area geométrica del electrodo y F es la constante de
Faraday (Wu et al., 2010). Para los electrodos de Grafito/ GOx se calcul6 una I' de
enzima inmovilizada de 8.28947 x 10™** mol cm™, lo que corresponderia a 4.99 x
10" moléculas cm™. Los electrodos se almacenaron a 4°C en BF y durante tres
dias consecutivos se evalu6 su actividad, conservando el 76.4% y se pierde el
23.6% con una densidad promedio de 1.95915 x 10 mol cm™, la disminucién se

atribuyd principalmente al lavado de la enzima durante cada medicién.

La densidad de enzima inmovilizada fue mayor al del valor teérico de 2.86
x 102 mol cm™ para una monocapa de GOx (Fu et al., 2011). En el cuadro 1 se
presentan diferentes valores de I reportados; en algunos casos se han utilizado
materiales y métodos mas complejos, y por el contrario en el presente trabajo los

electrodos de grafito sélo fueron ciclados electroquimicamente con lo que
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posiblemente se promovio la formacion de especies oxidadas en la superficie
como quinonas, carboxilos y lactonas principalmente (Yang y Lin, 1995), que
pudieran haber favorecido la inmovilizaciéon de la enzima. Al comparar el valor
obtenido de I" con lo publicado podemos concluir que se alcanz6 una densidad de
GOx adecuda.

Cuadro 1. Comparacion de la I’ de GOx inmovilizada sobre diferentes soportes.

Electrodo I mol cm™ Referencia
Laponita/GOx/CV 2.66 x 10" Shan et al (2010)
Fenantrolina/GOx/CV 8.5x10™ Oztekin et al (2011)
GOx/grafeno/CV 1.3+0.3x 10" Wu et al (2010)

GOX/NPsC 4.9+0.3 x 10™° Szot et al (2013)
GOx/NHC-NEC/CV 3.18 x10™ Yin et al (2011)
GOx/Grafito 8.28947 x 107 Este trabajo

*CV Carbon vitreo;, NPsC (nanoparticulas de carbono); NHC (Nanohojas de carbono); NEC
(nanoesferas de carbono).

6.1.3 Oxidaciéon de D-(+)-glucosa por GOx

Una de las maneras de evaluar el efecto de la glucosa sobre GOx es
midiendo el peréxido generado en la reaccidbn por medio de una técnica
espectrofotométrica o electroquimica mediante el uso de un mediador. No
obstante, se ha investigado poder evaluarlo de forma directa para prescindir de

algun tipo de molécula externa.

Se propuso evaluar la actividad catalitica de GOx sobre las sefiales del
par redox FAD/FADH, utilizando concentraciones crecientes de glucosa (0, 1, 5,
10, 20, 50 y 100 mM) en BF 0.1M y pH 7 bajo atmésfera de nitrégeno. En los
voltamperogramas de la Figura 19 se observa una pequefia disminucion en la
intensidad de corriente, particularmente en el pico de reduccion y para
concentraciones menores a 10 mM; a concentraciones mayores el efecto no
incrementd. Este efecto de FAD reducido se puede atribuir a la saturacion del

centro activo de GOx por la concentracion de glucosa y a la transformacion de
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oxigeno a peroxido de hidrégeno por la enzima, disminuyendo la concentracion de

oxigeno en la superficie del electrodo (Su y Klinman, 2003) [11].
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Figura 19. Efecto del FAD/FADH, de GOx en presencia de 0, 1, 5, 10, 20, 50 y 100 mM de D-(+)-
glucosa.

La disminucién de la densidad de corriente es debido a que en
condiciones anaerobicas y en ausencia de glucosa, la GOx oxidada (FAD) pasa a
su estado reducido GOx" (FADH,) por un proceso reversible electroquimico
(Figura 20-A). En presencia de glucosa (1) una fraccién de GOx-FAD se reduce a
GOx-FADH; por el proceso electroquimico y el resto por la via de la oxidacion de
la glucosa (ademas de generarse la gluconolactona 2° como subproducto). En la
otra media reaccion GOx-FADH, se reduce basicamente a través del proceso
electroquimico, pues el proceso enzimatico esta limitado por la poca disponibilidad
de oxigeno (Figura 20-B). Por lo que en el sistema estan ocurriendo dos procesos
competitivos, electroquimico y enzimatico, viéndose limitado GOx-FADH, mas la
saturacion de sitios activos de GOx a mayor concentracion de glucosa,
reflejandose en el VC de la Figura 19 como una disminucion en la densidad de
corriente en los picos de oxidacién y principalmente en la reduccion de GOXx
(Tominaga et al, 2008).
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Figura 20. Reaccién reversible de FAD-FADH, por un proceso electroquimico (A) y enzimatico en
presencia de glucosa (B).

La razon del porqué la enzima con las dos partes que la conformas,
apoenzima y cofactor, son necesarias para la oxidacion de la glucosa es que es
necesario una parte de reconocimiento del sustrato y la otra de aceptor/donador
proténico y de electrones, el cual se explica en su mecanismo de reaccion. La
investigacion realizada para establecer su mecanismo de reaccion comprende

analisis cristalograficos, termodindmicos y computacionales (Won et al., 2013).

6.1.3.1 Mecanismo de reaccién en la oxidacion de la glucosa por GOx

El mecanismo para oxidacion de la glucosa por GOx considera aspectos
como el tamafio de la enzima de 2.3 A, la estructura terciaria de la proteina en la
que la coenzima FAD se localiza en el fondo de una cavidad dentro de la
apoenzima, y la evidencia de que el centro de la reaccion catalitica es el nitrogeno
en la posicion 5 del anillo isoaloxazina de FAD (Figura 21) que se encuentra mas
expuesto al &rea hidrofilica y es potencial aceptor de protones y electrones
(Ghosla y Marrey 1986).
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Figura 21. Estructura quimica de FAD.

Existen tres aminoacidos proximos al centro catalitico, Glu412, His516 y
His559. Mientras que His559 esta unido fuertemente por puentes hidrogeno con el
Ne y Oe del Glu412 que se encuentra mas en el interior de la enzima, la His516 es
mas flexible y expuesta al contacto con el disolvente (Roth y Klinman, 2013). En
presencia de la molécula de agua, el sitio activo contiene H,O w110 que forma

enlaces a partir de los hidrégenos bifurcados con los 2 residuos de histidina.

El mecanismo de reaccion, en ausencia de oxigeno, comienza con el
acercamiento de la glucosa por el C1 a 3.42 A de N5 de FAD, el oxigeno del
hidroxilo de la glucosa (GlcO1) se encuentra posicionado equidistante a 2.78 A
entre el nitrégeno en His516Ne2 y la His559Nd1. En esta posicion la His516Ne2
por un ataque nucleofilico remueve un protén de la B-D-glucosa del C1-hidroxilo,
seguido por la formacién de un doble enlace del oxigeno C1 promoviendo la
transferencia de un protén de C1 a N5 de FAD. Posteriormente, una molécula de
agua w110 es remplazada por glucosa dejando el sitio activo con el N3 un protén
de His516. Finalmente la gluconolactona es remplazada por una molécula de
w110, dejando el sitio activo con His516 protonada y la coenzima en la forma
FADH" (Figura 22). Se vuelve a repetir el ciclo con otra molécula de glucosa para
formar FADH, (Leskovac et al., 2005).
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Figura 22. Mecanismo de reaccién de GOx en la oxidacion de glucosa en ausencia de oxigeno.

La &-gluconolactona es hidrolizada para la formacion del acido glucénico
como subproducto de la reaccion (Figura 23). Asimismo, dependiendo del pH del
medio se puede favorecer o no la velocidad de reaccion, a pH neutro no existe un
cambio significativo en la velocidad de reaccion, dependiendo directamente de la
concentracion de glucosa y la actividad catalitica de la enzima (Meyer et al., 1998).
Cabe mencionar que la reaccion en presencia de oxigeno se explica a través de

otro mecanismo posteriormente abordado.

OH OH
OH

Figura 23. Hidrdlisis de la gluconolactona para la formacion del acido glucénico.

6.1.4 Desempefo del bioanodo a partir de GOx en una biocelda de
combustible hibrida miclofluidica (BCH-uF)

Establecidas las condiciones de inmovilizacion para GOx en media celda,
se prosiguid en evaluarla en celda completa. Para ello, se utilizd una celda
microfluidica reportada anteriormente por Gonzalez-Guerrero et al (2013). El

biodnodo se prepar6 a partir de una solucién de GOx (5 mg mL™) en BF (0.1 M,
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pH 7) que se deposité por goteo sobre una superficie de carbén (25 x 10 mm) de
PPF (por sus siglas en inglés pyrolyzed photoresist films). El catodo consistio de
una tinta que contenia la mezcla: Pt/C 40 % (1mg), isopropanol (73 pL) y nafién ©

(7 L) y se depositd con ayuda de un aerdgrafo.

En la primera prueba se utilizé flujos ideales tanto para el bioanodo (10
mM glucosa en BF) como para el catodo (KOH 0.3 M). Se obtuvo un potencial a
circuito abierto (PCA) de 0.542 V, una densidad de corriente de 0.023 mA cm™ (a
una potencia maxima) y una potencia de 6.3 pW cm™ (0.49 V) a un flujo de 1.5 mL
h™’. Para intentar mejorar el rendimiento de la celda se aument el flujo a 3 mL h™
mejorando la potencia a 7.8 pW cm™ (0.61 V) y significativamente la densidad de
corriente en 0.032 mA cm? (Figura 24). Al aumentar el flujo a 5 mL h™ el
rendimiento neto de la celda decayd considerablemente, atribuyéndoselo a la débil
fijacion de la enzima al soporte que favorece su remocion de la superficie

particularmente cuando la fuerza de arrastre aumenta.
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Figura 24. Curvas de polarizacién del rendimiento de la biocelda de combustible hibrida. El
bioanodo de carbono fue modificado con GOx depositada en la superficie. El desempefio de la

celda fue evaluada con flujos de 1.5, 3.0 y 5.0 mL h™ los cuales se incidan en el grafico.

Para poder comparar nuestro resultado con los de otros autores, es
necesario que cumplan con condiciones similares tanto en el bioanodo y céatodo,
no obstante, la mayoria de bioceldas hibridas reportadas utilizan algan tipo de
mediador o promotor de transferencia de electrones, polimero ionico o fijador de la
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enzima. No obstante, el rendimiento de la celda obtenida se comparara con los
resultados de los otros métodos de inmovilizacion propuestos en el presente

proyecto de investigacion, que se presentaran en apartados mas adelantes.

En resumen, con esta serie de resultados damos evidencia de la
presencia y actividad de GOx depositada en la superficie de electrodos de grafito,
calculandose una cantidad promedio de 8.28947 x 10 mol cm? de enzima
inmovilizada comparable con lo publicado en otros trabajos. La transferencia
directa de electrones a través de la capa de enzima depositada sobre grafito se
demostré por la presencia de los picos de oxidacidon-reduccién del par
FAD/FADH,. La actividad catalitica para la oxidacion de glucosa se infiere de la
disminucién de los picos de FAD/ FADH; en presencia de glucosa. Este efecto fue
minimo y saturable desde concentraciones de 5 a 10 mM de glucosa. Finalmente,
se evaluo este bianodo en una celda completa obteniendo un rendimiento maximo
de 7.8 uyW cm™?(0.61 V), una densidad de corriente en 0.032 mA cm?y un PCA de
0.5 V cuando el flujo de alimentacién en anodo y catodo fue de 3 mL h™. Flujos
mayores favorecen la remocion de GOx de la superficie. Para solucionar este

inconveniente se optd por utilizar otro método de inmovilizacion.

6.4 Inmovilizacion de GOx por entrecruzamiento (cross-linking)

El uso de glutaraldehido (GA) para la inmovilizacion por entrecruzamiento
de GOx ha sido muy empleada debido a que es una molécula pequefia con una
alta reactividad hacia los grupos aminos de la enzima, ademas de ser un método
sencillo, la molécula es biocompatible y econémicamente accesible (Gade et al.,
2006). Sin embargo, una proporcién de GA respecto de la cantidad de enzima
utilizada puede provocar un entrelazamiento entre grupos amino de la propia
enzima causando su desnaturalizacion y bloqueando la difusion del sustrato y
subproductos de la reaccion. Por otro lado, una concentracion baja de GA no
permite una G6ptima fijacion de la enzima permitiendo su difusion fuera del sistema
(Elkaoutit et al., 2011).
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Adeloju y Lawal (2011) estudiaron el efecto de la concentracion de GA
sobre la actividad catalitica de enzimas oxidasas adicionando albumina de suero
bovino como auxiliar inerte para la inmovilizacién. Reportaron una concentracion
optima de 4.5 % de GA a concentraciones mayores de 4.8% observaron una
disminucién de la respuesta potenciométrica al parecer por alteracion del sitio
catalitico, cambio de la porosidad y desnaturalizacion de la proteina, y a

concentraciones menores de 4.5 % la medicion amperométrica fue baja.

6.4.1 Caracterizacion electroquimica de GOx con glutaraldehido (GA)

Sobre la superficie de los electrodos de grafito se depositaba la mezcla de
GOx y GA a dos diferentes concentraciones 4.5 % y 0.2 %. En la Figura 25 se
muestra la voltametria ciclica (VC) a 50 mV s donde se compara la respuesta de
dos electrodos en los que se deposité la enzima con ambas concentraciones de
GA. La solucion de la celda fue BF 0.1 M pH 7.0 previamente desoxigenada y se
midié en ausencia de glucosa. Para el sistema GOx-GA 0.2 % se observaron los
picos caracteristicos de FAD/FADH, en -0.468 y -0.516 V (vs ECS)
respectivamente, con una separacion (AEp) de 48 mV y un potencial formal (E°")
de -0.492 V (vs. ECS). Mientras que para GOx-GA 4.5% los picos de FAD/FADH;
se ubicaron en -0.426 y -0.504 V, con un AEp y un E* de 78 mV y -0.465 V
respectivamente. Una mayor densidad de corriente es observada con GA 4.5 %
debido principalmente a una mayor cantidad de GOx inmovilizada, reflejAndose
ademas en la transferencia de electrones de la capa méas externa a la superficie
del electrodo, en consecuencia el AEp es mayor con respecto a GA 0.2 %. La
densidad de corriente para los picos anddicos y catodicos de GOx-GA 0.2 %
fueron de 0.019 y 0.014 mA cm™ respectivamente, mientras que para GOx-GA
4.5% fueron de 0.026 y 0.023 mA cm? un 36 % mas que GOx-GA 0.2%,

debiéndose a una mayor cantidad de enzima inmovilizada.
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Figura 25. VC comparativa entre GOx-GA(0.2%) vs GOx-GA(4.5%).

El efecto de la concentracion del GA sobre los potenciales de oxidacion y
reduccion modifico el AEp de 48 mV con GA 0.2 % y 78 mV con GA al 4.5 %, se
podriamos decir entonces que las reacciones son reversible y cuasi-reversible,
respectivamente e indicando en el primero de los casos una transferencia de
electrones al electrodo mas rapida. Por otro lado, comparando los E°” con el valor
tedrico para FAD/FADH, de -0.46 V en pH 7 a 25.8 °C sefialando que no existe un
impedimento en la reaccion oxido-reduccion independientemente si se utilizé una
concentracion de 0.2 0 4.5 % de GA (Kausaite-Minkstimiene et al., 2011). Ademas
en la Figura 25 se observa que la sefial de GOx-GA 4.5 % obviamente es mas

capacitiva que GOx-GA 0.2 % ya que el GA no es un compuesto conductor.

6.4.2 Calculo de la densidad del area electroactiva de GOx-GA

Se calcul6 la densidad del recubrimiento de GOx sobre la superficie (')
para ambas concentraciones de GA, determinandosé para GOx-GA 0.2 % 1.6195
x 10™° mol cm™ mientras que para GOx-GA 4.5 % de 2.6865 x 10°, 16.59 veces
mas con respecto a 0.2 % logrando una mayor inmovilizacion de GOx sobre el
grafito. Comparandolo con otros reportes donde utilizan GA con PANI el valor de I
1.77 x 10® mol cm?un 11 % menor a partir de una disolucién de 15 mg mL™ de
GOx (Gvozdenovic'et al., 2011).
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Es evidente que una mayor concentracion de GA puede enlazar y retener
una mayor cantidad de moléculas de GOx. El mecanismo de reaccion entre GOx y
el GA consiste con el ataque nucleofilico de uno de los grupos aminos de la
enzima sobre uno de los carbonos del aldehido provocando la deslocalizacion de
un par de electrones del oxigeno. A continuacién el oxigeno con carga negativa
remueve uno de los protones de la amina excedida de carga formando un alcohol
y el intermediario carbinolamina. Posteriormente, el par libre del oxigeno del grupo
hidroxilo remueve uno de los protones del agua (o de algun grupo funcional acido
de otra molécula de GOXx) permitiendo su remocién en forma de agua. El par de
electrones libres de la amina forma un doble enlace con el carbocation quedando
con carga positiva. Finalmente, se recupera el proton removido anteriormente del
agua (o de la parte acida de la enzima) para formar la imina y una molécula de
agua (Figura 26). Los fragmentos aminos libres de lisina de GOx son mas

probables para interactuar con el GA (Wu et al., 2004).

o o
//U\/\g]\ o M PH
H H [Lr oH ~
+ = R T -H — R N—H
\
HN—E HOE HE
2 \
H—0" H\O+ "
_ o «
R=C=N—"E <«—— R—C=N"-H =—— R—C-—N—H = R N—H
! \ ] \
H E H E

Figura 26. Mecanismo de reaccion entre GOx y el GA.

6.4.3 Evaluacién de GOx-GA(0.2 %) en presencia de la D-(+)-glucosa

Para evaluar el efecto de la glucosa sobre GOX-GA se eligido la
concentracion de 0.2 % de GA. Para ello, se emple6 concentraciones crecientes
de glucosa de 0, 1, 5, 10, 20, 50 y 10 mM en BF pH 7 a temperatura ambiente
(entre 20y 25 °C).

En la Figura 27-A se observan las VCs comparativas de las diferentes
concentraciones de glucosa, mostrando una disminucion en la densidad de
corriente en la oxidacion y reduccion. En las Figura 27-B se muestra la relacion

densidad de corriente pico de oxidacién y reduccién vs la concentracién de
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glucosa, observando una relacion no lineal y saturable a concentraciones mayores

B \
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a 10 mM de glucosa (Figura 27-B).
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Figura 27. VC comparativas de GOx-GA (0.2 %) a diferentes concentraciones de glucosa (A),
concentracion de glucosa vs picos maximos de oxidacion y reduccion (B).

La relacion que existe entre la concentracion de la glucosa con respecto a
la densidad de corriente de GOx-GA (0.2 %) no es lineal, pero no significa que el
comportamiento sea al azar. Lo que conocemos es que la corriente disminuye al
aumentar la concentracion de glucosa, pero lo que no sabemos si es con la misma
magnitud, por lo que podemos utilizar una dependencia potencial. Graficando el
logaritmo de los picos redox podemos obtener una relacién lineal para la corriente
de la oxidacion (R= 0.9926) siendo modelo propuesto para facilitar su
interpretacion (Figura 28). Es necesario realizar otros experimentos y compararlo
con los convencionales para poder establecerlo como un método que se pudiera

utilizar posiblemente en la cuantificacion de glucosa.
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Figura 28. Modelo lineal de una dependencia potencial en el proceso de GOx-GA (0.2%).
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6.4.4 Caracterizacion electroquimica de GOx con poli-L-lisina

Otro de los agentes cross-linking empleados para la inmovilizacién de
GOx fue la poli-L-lisina (PLL). La PLL es un homopolimero formado por L-lisinas
con propiedades anfifilicas y al estar conformado por uno de los derivados de
aminoacidos esenciales para el humano es de caracter biocompatible (Figura 29).
Se ha empleado para la fijacion de células, tejidos y enzimas justificando su uso
en la inmovilizacion de GOx. La forma en la que interactta la PLL es por medio de
su grupo amino libre con los grupos carboxilos més disponibles de GOx derivados
del aspartato y glutamato (Krikorian et al., 2002).

/- NH_\
2

—NH [

Figura 29. Estructura quimica de la PLL.

La preparacion de GOx-PLL consistié en una solucién de GOx (5 mgmL™)
en BF pH 7 y PLL (0.1 w/v) completando el 25 % de la mezcla final.
Posteriormente, se dejo secar durante 24 h y después se enjuag6 con BF para

retirar la enzima no inmovilizada. El electrodo fue evaluado por VC a 50 mV s™.

Los picos de oxidacion y reducciéon de FAD/FADH, coinciden con las
anteriores formas de inmovilizacion, -0.456 y -0.525 V respectivamente, el AEp es
de 69 mV similar al de 4.5 % con GA lo que indica que la trasferencia de
electrones no es muy efectiva y la E°” calculada fue de -0.49 V (Figura 30). La
densidad de corriente para el pico anddico fue de 0.012 mA cm™ vy para el catédico
0.0092 mA cm valores por debajo en comparacion con el GA. La I' para GOx-
PLL fue de 1.178 x 10™*® mol cm™, muy similar al de 0.2 % de GA y muy por debajo
del de 4.5 %. Se puede concluir parcialmente que la PLL posee una baja
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conduccion de los electrones al electrodo y de una limitada eficacia para
inmovilizar GOXx, con respecto a las diferentes concentraciones de GA evaluadas.
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Figura 30. VC de GOx-PLL sobre grafito.

6.4.5 Evaluacién de GOx-PLL en presencia de la D-(+)-glucosa

Posteriormente, se evalu6 el efecto de GOx-PLL a diferentes
concentraciones de glucosa sobre a 0, 1, 5, 10, 50 mM en PB (0.1 M) pH 7
saturado la disolucién en N, y O, para estimar su efecto sobre FAD. En atmdsfera
de N, (Figura 31-A) se observé un comportamiento similar con respecto a las
anteriores formas de inmovilizacién, GOx sobre grafito y GOx-GA. Por otro lado,
utilizando las disoluciones de glucosa saturadas con O, es mas evidente la

disminucion en las sefiales de FADH; (Figura 31-B).

\ 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00 09 08 07 06 05 04 03 02 ,0'_1/,&/
E(ECS)V E(ECS)V

Figura 31. VC del electrodo GOx-PLL a diferentes concentraciones de glucosa saturado en

nitrégeno (A) y oxigeno (B).
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La razon de esta disminucidbn mas notoria sobre FAD reducido en
presencia de oxigeno se puede explicar mediante el mecanismo de reaccion. La
His-516 se le ha asignado un importante papel como la base general en la
oxidacion de la glucosa como se menciond anteriormente y entre FADH, puedo

albergar la molécula de oxigeno.

La reaccidbn completa esta conformado en dos etapas: En la primera
etapa de reduccion se es transferido dos protones y electrones a FAD; en la
segunda etapa o de oxidacion, FADH, actia como una molécula que transfiere
electrones y protones al oxigeno diatomico para formar peréxido de hidrégeno y

completar el ciclo catalitico (Figura 32).

FAD + Glucosa — FADH, + Gluconolactona....... 1

FADH,+0, — > FAD+H,0,.....cccrvuiiniinirnnns 2
Figura 32. Reaccién completa de la reduccién de la glucosa en presencia de oxigeno.

En el mecanismo de reaccién en atmésfera de nitrégeno (ver mecanismo
de reaccion con GOx) la His-516-H" se encontraba de forma protonada siendo una
cuestién critica para que se lleve a cabo la reaccion y la distancia entre el
nitrégeno con el protén (N°) de His-516 y del nitrégeno N1 de FADH, se encuentra
a una proximidad de 3.4 A, y en este espacio es donde se alberga la molécula de

oxigeno (Prabhakara et al., 2003).

En el primer paso del mecanismo un electrén es transferido del cofactor
reducido FADH, al oxigeno que se encuentra entre la cavidad de N1 y N
quedando como un par radical FAD™....0,". La transferencia es factible debido a
que el O, en presencia de la His-516™ la afinidad es alta de 118.2 Kcal mol™ en
comparacion con la afinidad electronica del oxigeno gaseoso de tan solo 10.4 Kcal
mol™. Posteriormente, el i6n FAD™ transfiere su proton del nitrégeno N1 al radical
O,", seguido por un acoplamiento de electrones transferidos al radical O,H
formando H,O,. No es necesario una energia de activacion porque la atraccion es
fuerte entre las cargas de 0O2....H" (Figura 33). Finalmente, el H,O, deja su

posiciéon de la cavidad (Prabhakar et al., 2002).
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Figura 33. Mecanismo de reaccion de FADH, a FAD en presencia de oxigeno y formacion del
H,0..

Como se observo experimentalmente y por la explicacion del mecanismo
de reaccion, existe una disminucion en la sefial de FADH; por la disponibilidad de
oxigeno en la superficie del electrodo, ademas de la competencia del cofactor por
la reaccién acoplada electroquimica. Asimismo, si existe una alta concentracion de
H.O, puede disminuir el pH del medio provocando un dafio estructural y funcional

de la enzima, viéndose reflejado en una disminucion en la corriente.

Comparando los agentes de entrecruzamiento, el GA a diferentes
concentraciones se encontr6 una buena cantidad de GOx inmovilizada sobre la
superficie de grafito y los parametros electrocinéticas de FAD indicaron una buena
transferencia de los electrones con el GA al 0.2 % y en menor medida con 4.5 %.
Al ser sustituido por la PPL presentd caracteristicas similares que con el GA
independientemente de la concentracion. Posteriormente, se evalué un tercer
sistema realizando una mezcla de ambos compuestos (GA-PLL) para establecer

su comportamiento con GOX.

6.4.6 Caracterizacion electroquimica de GOx en una mezcla de GAy PLL

Se ha reportado el uso de la PLL con otros agentes inmovilizadores sobre
GOx para tratar de mejorar el efecto de la sefial de la corriente y de la cantidad de
enzima inmovilizada. Mizutani et al (1995) reportaron la co-adsorpcion de la PLL y
el poli (sulfonato de 4-estireno) con GOx sobre una superficie de oro modificada
con el acido mercaptopropionico. Chung et al (2001) utilizaron los polimeros no
conductores GA-PLL pero con una permeabilidad selectiva dispersos en etilen
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politetrafluoro y Pt/1,3-diaminobenceno para ser utilizado como sensor de glucosa.
Thangamuthu et al (2011), presentaron un trabajo interesante mezclando el GA
con la PLL incorporando un mediador para la reduccion de peroxido de hidrogeno

y ser utilizado como compuesto antiséptico.

Para esta experimento se utilizé la PLL a una concentracion de 0.1 w/v
mientras que el GA fue de 4.5 % con la intencidon de obtener una mayor cantidad
de enzima inmovilizada y mejorar sus caracteristicas electrocinéticas con respecto
a los anteriores métodos. El GA y la PLL se prepararon en una proporcion 1:1 con
una concentracion total del 20 % de todo el sistema GOx/GA-PLL. El electrodo fue
evaluado electroquimicamente por VC en BF en una solucién nitrogenada a una
velocidad de 50 mV s™.

La VC nos muestra dos picos caracteristicos bien definidos en -0.516 V
(FADHy) y -0.447 V (FAD). La AEp calculada fue de 69 mV y con una E® de 0.481
V obteniendo una ' de 1.44552 x 10*° (Figura 34). Comparando la I de nuestro
resultado con respecto a otros con GOx-PLL es alto para lo reportado por Mizutani
et al (1995), ellos calcularon para diferentes modificaciones de GOx de 3 x 1072,
7 x 10 y 1 x 10 mol cm™. Estos resultados de GOX/GA-PLL no denotan una
mejoria en el proceso de transferencia de electrones y cantidad de GOx

inmovilizada con respecto al utilizar el GA o PLL de manera separada.
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Figura 34. VC de GOx inmovilizado con una mezcla de GA y PLL.
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6.4.7 Evaluacion de GOx/GA-PLL en presencia de la D-(+)-glucosa

Se estudi6 el efecto del electrodo a diferentes concentraciones de glucosa
(0, 1, 5, 10, 50 mM) en BF en una solucion nitrogenada y oxigenada
respetivamente, para comparar su comportamiento. En la Figura 35-A se puede
observar una disminucién significativa en la corriente a medida que aumenta la
cantidad de la glucosa saturada la disoluciébn con nitrogeno. De 0 a 1 mM de
glucosa hay un disminucién de la corriente de 6.4 pA cm™, de 1 a5 mM 3.3 pA cm’
2 de 5 a 10 mM disminuye la 1.1 pA cm? y de 10 a 50 mM de 1.8 pA cm™
Mientras que en las soluciones saturadas con oxigeno la disminucién del pico de
reduccion fue mayor medida con los incrementos de glucosa (Figura 35-B).

K 9s 95 97 95 95 94 95 92 <1 oo 95 48 o7 48 <5 44 <1 4 /‘

E(ECS)V E(ECS)V
Figura 35. VC comparativa de GOx/GA-PLL a diferentes concentraciones de glucosa en ausencia
de oxigeno (A) y saturado en oxigeno (B).

6.4.8 Estudid de los electrodos GOx-PLL y GOx/GA-PLL a diferentes

velocidades de barrido

Adicionalmente, se estudio el efecto de los sistemas GOx-PLL y GOx/GA-
PLL a diferentes velocidades de barrido de 20 a 1000 mV s™ en intervalos de 40
mv s y en ausencia de glucosa (Figura 36-A). En la Figura 36-B se graficé las
diferentes velocidades de barrido con respecto a los picos maximos de oxidacién
en GOx-PLL (y= 6.9466x10°x + 0.0344, r’= 0.9972) y de reduccién
(y= -7.3921x10™x — 0.04177, r’= 0.9981) ambas con una tendencia lineal. Este tipo
de comportamiento indica que la transferencia de electrones de GOx-PLL sobre

grafito se lleva a cabo en la superficie por un proceso electroguimico y no por
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difusion, lo cual indica que la enzima se encuentra inmovilizada y permite la

transferencia de electrones.

—m— Maximos picos de oxidacion
4 —m— Maxi picos de 0

R

0.9972(0%) | 0.9981 (red)
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-7".}
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ndiente | 6.94685E-4 7.39215E-6
004477 | 000395
ccion| 7.51587E4  6.50314E6
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Figura 36. VCs comparativo del electrodo GOx-PLL a diferentes velocidades de barrido, de 20 a
1000 mV s™ (A), velocidades de barrido VS maximos picos de oxidacién y reduccién (B).

Para el sistema GOx/GA-PLL se realiz6 el mismo procedimiento y
calculos (Figura 37-A), encontrando una tendencia lineal tanto en la oxidacién
como en la reduccion, con una ecuacion de la linea recta en la oxidacion de
y= 6.9468x10x + 0.03449 (r’=0.9972) y para la reduccién y= -7.5158x10x -
0.04177 (r?=0.9981) (Figura 37-B). Por seguir una tendencia lineal a medida que
aumenta la corriente con respecto a la velocidad de barrido, el proceso se lleva a

cabo en la superficie del electrodo.
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Figura 37. VCs comparativo del electrodo GOx/GA-PLL a diferentes velocidades de barrido, de 20
a 1000 mV s™ (A), velocidades de barrido VS maximos picos de oxidacién y reduccion (B).

Adicionalmente, para ambos sistemas, GOx-PLL y GOx/GA-PLL, se
calculo la constante de la velocidad de transferencia de electrones (Ks) de
acuerdo al modelo de Laviron (Laviron, 1979a) para un proceso llevado a cabo
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sobre el electrodo, en donde la a es el coeficiente de transferencia de carga, R
constate de los gases ideales, F constante de Faraday, T temperatura, n nimero
de electrones transferidos, V velocidad de la corriente y AEp es la separacion de

los picos de oxidacion y reduccion maximos (Laviron, 1979b).

RT

(1 - a)nFAEp
14

logKs = alog(1 - a) + (1 - a)loga — log 23T

Ecuacién 3

En la Figura 38-A se muestra la grafica de los logaritmos de la velocidad
de barrido sobre los picos maximos de los voltajes anddicos y catodicos para el
sistema GOx-PLL, de los cuales se escogen las relaciones consecutivas que
permiten una mejor regresion lineal (Figura 38-B). Se calcul6 un a de 0.31 y
tomando una velocidad de barrido de 0.3 V s se obtuvo una Ks de 1.57 s™.
Mientras que para el sistema GOx/PLL-GA la a fue de 0.43 y la Ks fue de 1.62 s™
(Figura 38-C,D) muy similar con respecto a GOx-PLL. Cuando GOx se encuentra
inmovilizado sin ningtn otro tipo de reactivo, la Ks es de tan solo 0.1 s™ debido a
que la distancia entre el centro activo de la enzima y el electrodo de grafito es
alrededor de 13 A procediendo una transferencia lenta e ineficiente y por la

estructura proteica de la enzima (lvnitsky et al., 2006).
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Figura 38. Logaritmo de la velocidad vs maximos picos anddicos y catddicos para los sistemas
GOx-PLL (A) y GOX/GA-PLL (C); y seleccién de los puntos que sugieren una mejor regresion lineal
de GOx-PLL (B) y GOX/GA-PLL (D).

Finalmente, se comparo los voltamperogramas de los diferentes métodos
de inmovilizacién de GOx sobre el grafito, observando una mayor densidad de
corriente para GOx-GA 4.5 % y 0.2 % en comparacion cuando se utiliz6 PLL y GA-
PLL. Asimismo, la densidad GOx en la superficie del grafito fue mayor cuando se
utilizé una mayor concentracion de GA, aunque con GA 0.2 % se mejoro las
caracteristicas electroquimicas como el AEp y el E® (Figura 39). Por ello, se
decidié evaluar el sistema GOx-GA 0.2 % en celda completa para evaluar su

comportamiento.

045 ——GOx-GA(0.2 %)
GOx-GA(4.5 %)
GOx-PLL

GOx-PLLIGA

09 08 07 06 05 04 03 02 01 00
E(ECS)V

Figura 39. VC comparativo de GOx-GA(0.2 %), GOx (4.5 %), GOx-PLL y GOx/GA-PLL.

6.4.9 Rendimiento del bioAnodo GOx-GA(0.2%) en una biocelda de
combustible hibrida microfluidica (BCH-uF)

Para evaluar el rendimiento del bioAnodo GOx-GA (0.2 %) fue empleada
la celda microfluidica de 4ta generacion, depositando tanto el bioanodo como el
catodo (Pt/C) sobre los electrodos de PPF. En la primera evaluacién se utilizé los
fluidos ideales: el anolito consistié en una solucién de glucosa 10 mM en BF pH 7
(0.1 M) saturada en nitrogeno gaseoso Y el catolito fue KOH (0.3 M) en O (g). A
un flujo de 1.5 mL h™* se alcanzé un PCA de 0.28 V con una potencia de 15 uwW
cm? y una densidad de corriente a una potencia méaxima de 0.1 mA cm™

Posteriormente, se aumento el flujo a 4.5, 6 y 9 mL h™* encontrando un resultado
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similar entre ellas: un PCA 0.22 + 0.0035 V, una densidad de corriente de 0.016
mA cm™y una potencia de 9.16 + 0.0003 V (Figura 40).
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Figura 40. Curvas de polarizacion comparativas del bibanodo GOx-GA (0.2 %) en una BCH- pF a

fluidos ideales y a diferentes flujos.

La biocelda de combustible hibrida microfluidica (BCH-pF) se continué
evaluandola por algunos dias en los mismos flujos y fluidos, mostrando los
resultados en la Cuadro 2. Los resultados muestran que en la mayor parte de los
casos al aumentar el flujp aumentaba la potencia, siendo la méxima de
22 uW cm™ a un flujo de 9 mL h™ durante el octavo dia de evaluacién. EI PCA se
mantuvo constante dentro de un rango con un promedio de 0.248 +0.031 V y el
maximo alcanzado fue de 0.283 V. Mientras que para la densidad de corriente se
obtuvo una méaxima de 0.142 mA cm™. No se continué evaluando la celda debido
a la remocién de los depdésitos.

Cuadro 2. Resultados de la BCH-pF a diferentes flujos y dias de operacion.

Flujo_1 2do dia 5to dia 8vo dia
mLh PCA mAcm® uWcm* PCA mAcm® pWcm™ PCA mAcm® uWcm™
1.5 0.273 0.071 11 0.249 0.073 9.95 0.207 0.112 12.8
4.5 0.265 0.07 10.5 0.254 0.108 15.7 0.191 0.112 12
0.251 0.082 12.3 0.275 0.121 19.1 0.206 0.003 0.36
0.249 0.1 15.1 0.283 0.123 20.2 0.276 0.142 22
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Los resultados de la BH-pUF nos indican un funcionamiento constante de la
BCH-puF, en gran medida por la implementacion del GA, logrando inmovilizar a
GOx por un tiempo mas prolongado permitiendo la difusion del sustrato y
subproductos, mas no de la enzima. Las variaciones del PCA y la potencia son de
un corto rango pudiendo ser reproducibles. Por otro lado, no hay reportes que
utilicen unicamente GOx con GA ya sea en celdas microfluidicas o tipo PEM para

comparar resultados.

Nuestro sistema que es sencillo de preparar, puede ser comparable con lo
publicado por Buckner et al (2010) empleando GOx con nanotubos de carbono
fijados con quitosano y como anolito una solucion de glucosa (3.8 mM) y ferroceno
como mediador disuelto en la solucion; el catodo consisti6 en Pt haciéndole
difundir aire. Obtuvieron con este método mas complejo un PCA de 0.32 V, una
potencia de 16 YW cm™ y una densidad de corriente de 1.24 mA cm?. No

especifican la celda ni el tiempo de operacion.

Se logré cumplir con uno de los requerimientos de las bioceldas de
combustible, prolongar el tiempo de vida util. Por otro lado, el rendimiento global
de la BCH-uF es bajo debido principalmente a una ineficiente transferencia de
electrones del centro activo de la enzima al electrodo. Para solucionar este
inconveniente, fue necesario implementar una estrategia amigable para el bianodo

en funcion a su posible aplicacion.

6.5 Estudio para facilitar la transferencia de los electrones de la GOx al

electrodo

Existen dos formas principales de coOmo comunicar eléctricamente la
enzima con el electrodo, utilizando un mediador (TEM) que es una molécula activa
redox con una buena cinética de transferencia de electrones y que es inmovilizada
con la enzima o en la disolucién; funge el papel como intermediario en la
transferencia de electrones generados por la enzima en la reaccion al electrodo
(Figura 41) (Moncy et al., 2012).
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Figura 41. Transferencia de los electrones generados por la oxidacién de la glucosa a partir de la
enzima con la intervencion del mediador para transferirlos al electrodo.

En el caso del mediador para el anodo en celdas de combustible, es
necesario un potencial redox por encima del potencial de la enzima para obtener
una transferencia de electrones rapida y eficiente, pero si el potencial del mediador
es para altos potenciales de la celda, disminuye la conduccion y la densidad del
potencial. Las principales desventajas de utilizar mediadores es el costo elevado
de algunos, y la mayoria son biotoxicos limitando su posible aplicaciéon para
dispositivos implantables, y en algunos casos su uso conduce a una pérdida del
voltaje por la diferencia del potencial del sitio activo de la enzima con la del
mediador (Falk et al., 2012).

La otra forma de transferencia electrénica es conocida como transferencia
directa de electrones (TDE), consiste en utilizar la capacidad que posee la misma
enzima en dirigir los electrones generados en la reaccion hacia el electrodo y sin
perder su bioactividad, sin la necesidad de algin mediador o promotor dentro de
la superficie del electrodo o en la disoluciéon (Figura 42). Enzimas como
pexodidasas, la lacasa e hidrogenasas es mas sencillo este tipo de transferencia
porqué el sitio activo esta dispuesto en la periferia de la proteina. En la caso de

GOx es mas dificultoso ya que el sitio activo se encuentra en el interior.
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Figura 42. Transferencia de los electrones generados por la oxidacion de la glucosa a partir de la
enzima con la intervencién del mediador para transferirlos al electrodo.

Una de las estrategias mas investigadas para facilitar la transferencia de
los electrones de GOx al electrodo es utilizar nanotubos de carbono (NTC). Los
NTC consisten en ldminas de grafeno enrolladas con forma cilindrica con un
tamafio de micrométros de longitud y mas de 100 nm de didmetro. Por sus
singulares propiedades mecanicas, eléctricas, térmicas y biocompatibilidad suelen
utilizarse principalmente para la fabricacién de biosensores y en menor medida las

bioceldas de combustible (Pumera et al., 2007).

6.6 Caracterizacion electroquimica de GOx/NTCMP-GA

Para facilitar la transferencia de electrones se utilizaron los nanotubos de
carbono de multipared (NTCMP) (Fama et al., 2011). Se evaluaron dos tipos de
NTCMP; sin i y con tratamiento acido ii. La diferencia radicaba que con tratamiento
acido se removia una mayor cantidad de hierro fijado en los NTCMP, ya que esté
pudiera facilitar o no la dispersion y la transferencia de electrones. La cantidad de
hierro dispuesta en los NTCMP se determiné por espectrometria de fluorescencia

de rayos X.

En la Figura 43 se muestra las VCs comparativas entre los electrodos
preparados con GOx/NTCMP-GA iy ii fijados con GA al 0.2 %. Los potenciales de
los picos de oxidacion y reduccion se aprecian a -0.432 V y -0.505 V
respectivamente para ii, mientras que i se encontraron desplazados a -0.368 V y -

0.469 V y con una menor densidad de corriente. Por lo que se decidié utilizar los
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NTCMP con el tratamiento acido. Ademas, se decidi® aumentar la concentracion
de GA a 1 % debido a que se observo desprendimiento de los NTCMP.

——GOx/NTCMP-GA(i)
——GOx/NTCMP-GA(ii

T T T T T T T T T 1
-09 -08 -07 -06 -05 -04 -03 -02 -01 00
E(ECS)V

Figura 43. VCs comparativa entre los sistemas GOx/NTCMP-GA sin limpieza acida i y con limpieza
acida GOX/INTCMP-GA ii.

Con el nuevo sistema evaluado (GOxX/CNTMP-GA) con GA 1 % no se
observo una diferencia significativa en el potencial de los picos redox FAD/FADH,
(Figura 44), mostrando una AEp de 70 mV a 50 mV s siendo un proceso cuasi-
reversible y con un E* de 0.47 V (vs. ECS) para un pH 7 a 25.8 °C (Wu et al.,
2011). Estos valores sugieren una transferencia directa de electrones entre

GOx/NTCMP-GA sobre el electrodo (Gao y Zheng, 2009).
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0084 - Grafito
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-0.12 4
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Figura 44. VC del sistema GOX/NTCMP-GA al 1 % en BF pH 7 y 50 mV s™.

Debido a que los NTCMP conectan con el centro activo de GOx a la
superficie del electrodo se consiguidé superar la distancia crucial de 19 A para

llevar a cabo la TDE (Figura 45). Asimismo, la velocidad de transferencia del
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electron del sitio activo es mayor a la velocidad de la fase catalitica por lo que el
proceso depende directamente de la reaccion enzimatica en funcion de la
velocidad de la reaccion, viéndose reflejado con el aumento de la corriente

(Varfolomeev y Kurochkin, 1996).
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Figura 45. Transferencia de electrones ineficiente del centro catalitico de la enzima al electrodo
(izquierda); implementacion de los NTC para facilitar la transferencia de los electrones.

6.6.1 Calculo de la densidad del area electroactiva de GOx/NTCMP-
GA (1%)

Se calculo la densidad de GOx inmovilizada en estos electrodos siendo
de 2.15 x 10™*° mol cm™. Comparado con otros resultados publicados para GOx
por ejemplo sobre carbén vitreo y NTC con valores de 2.35 x 10™** mol cm; sobre
NTC y nafion ® de 5.93 x 10™ mol cm™; y GOx sobre NTC en nanoparticulas de
ZnO de 6.49 x107*° mol cm™, pero con un método méas complejo al nuestro (Hu et
al., 211).

6.6.2 Evaluacion del sistema GOX/NTCMP-GA (1%) a diferentes
velocidades de barrido

Se estudio el sistema de GOX/NTCMP-GA bajo diferentes velocidades de
barrido de 20 a 200 mV s™ (Figura 46-A) encontrando un incremento lineal en los
picos maximos anddicos (ecuacién de ajuste y= 0.00142x — 0.00687, r’= 0.9989) y
catodicos (ecuacion de ajuste y= 0.00151x + 0.00301, r’= 0.9998) (Figura 46-B),
indicando que el proceso de transferencia de los electrones es promovido por
GOX/NTCMP-GA sobre el grafito por un proceso electroquimico y no por difusion

(Feng y Ji, 2011). La separacion de los picos a los diferentes velocidades de 20,
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40, 60, 80, 100, 150 y 200 mV s fue de 50, 64, 75, 84, 84, 90 y 99 mV
respectivamente, indicando que la GOx adsorbida sobre los NTCMP es un

proceso cuasi-reversible.
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Figura 46. Velocidades de barrido del electrodo GOx/NTCMP-GA de 20 a 200 mV s™ (A) y picos
maximos catédicos y anddicos con respecto a la velocidad de barrido (B).

Con esta informacion fue calculada la Ks acorde al modelo de Laviron
para procesos controlados en la superficie, considerando un coeficiente de
transferencia de carga de 0.5 el valor de Ks fue de 1.011 s™, similar a lo reportado
por otros autores (Feng y Ji, 2011; Hu et al.,, 2011) indicando que nuestra

propuesta de utilizar NTCMP beneficié la TDE de GOx al electrodo.

6.6.3 Efecto de GOx/NTCMP-GA a diferentes pH

El cambio de pH juega un papel importante sobre la enzima provocando
su inhibicion catalitica, desnaturalizacion o incrementa su actividad sobre el
sustrato. Ademas, la posible transferencia de dos portones y electrones de FAD es
dependiente al pH (Wong et al., 2008). Por ello, se estudio el efecto del pH sobre
GOx/NCTMP-GA utilizando varias soluciones amortiguadoras de 4 a 9 en
ausencia de oxigeno. En el voltamperograma (Figura 47-A) se observa un
desplazamiento a potenciales mas negativos de los picos de oxidacién y reduccién
(FAD/FADH,) con una diferencia de 0.054 + 5x10° V. Al graficar el pH vs. E*
(Figura 47-B) sigue una tendencia lineal (R?= 0.9992) con una pendiente de -55

mV pH™ siendo un valor muy cercano al teérico de -58.6 mV pH™ a 22 °C para
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sistemas reversibles, esto indica que dos protones y dos electrones estan
comprometidos en la TDE en la reaccion electroquimica de GOx/NTCMP-GA
inmovilizados sobre el grafito, descrito en la siguiente reaccion (1) (Wang et al.,
2009).

GOX(FAD) + 2H* + 2¢° GOX(FADH,) (1)

E"/V

R2 0.99835
-0.50 - |Intercepcion -0.07818

Pendiente  -0.05523
-0.55 4

T T T T T T T T T T 1 -0.60 T T T T T T
-09 -08 -07 -06 -05 -04 -03 -02 -01 00 0.1 4 5 6 H 7 8 9
E(ECS)V P

Figura 47. VCs comparativas de GOx/NTCMP-GA apH 4,5, 6, 7,8 y 9 (A) y relacién lineal del pH
vs E°(B).

Para corroborar la presencia de GOx inmovilizada sobre el grafito se
utilizé la espectrofotometria de infra rojo (FT-IR), realizando un analisis
comparativo de la GOx de forma pura y en la placa de grafito modificada con
GOXx/INTCMP-GA. En la Figura 48 se observa una similitud de los principales
grupos funcionales detectados para GOx y GOX/NTCMP-GA; alrededor de 3284
cm™, 2880 cm™, 2163 cm™ pertenece a los enlaces de tipo hidrogeno con —OH, -
NH, -CH y —SH respetivamente, caracteristicos de los diferentes aminoacidos que
conforman a GOx. Se realiz6 una acotacion del espectrograma entre 1750 y 900
cm™ donde se encuentran dos principales picos caracteristicos de absorcién para
GOx en 1610 y 1537 cm™ de las aminas | y II. La sefial a 1610 cm™ es causada
por los enlaces de tipo C=0 de las uniones peptidicos del esqueleto de la proteina
y el del 1537 cm™ resulta de una combinacién del enlace N-H de las flexiones en
el plano y del estiramiento de C-N de los grupos peptidicos (Haouz et al., 1998;
Herec et al., 2008). Por la alta similitud en ambos analisis IR se pudo corroborar la

presencia de GOx inmovilizada en la superficie del grafito.
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Figura 48. Andlisis FT-IR comparativo de GOx puro (linea roja) y GOX/NTCMP-GA (linea negra).

GOx al interaccionar con el GA no hay cambios o modificaciones en la
estructura, por lo que su interaccion es de tipo superficial, a diferencia que con los
NTC. La GOx con carga negativa, por tener en su periferia aminoacidos como la
lisina, al interaccionar con los NTC con la enzima, esta se pliega envolviendo al
NTC sin modificar el sitio activo y de esta manera funge como un tipo cable
comunicando a GOx y la superficie de electrodo. Por IR y UV-VIS se puede

observar cambios en la absorbancia por IR en la regién del la amina | (Zhao et al.,
2010).

6.6.4 Estabilidad de electrodo GOX/NTCMP-GA por voltamperometria
ciclica

Uno de los métodos utilizados para evaluar la estabilidad del electrodo
GOX/NTCMP-GA fue realizandole 100 ciclos a una ventana de potencial de -0.9 a
0 V, con una velocidad de barrido de 50 mV s™ en BF. Comparando la sefial de
reduccion del ciclo 2 con el 50 se encontré una disminucion en la corriente de 6.1
HA cm™ (33.3 %), y del ciclo 50 al 100 fue solamente de 1.5 pA cm? (12.3 %),
siendo diferencias en el rango de los microamperios, por lo que podemos concluir

gue bajo este esquema de inmovilizacion GOx se mantiene estable (Figura 49).
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Figura 49. Prueba de estabilidad de GOx/NTCMP-GA comparando el 2do, 50mo y 100mo ciclo.

6.6.5 Rendimiento del bioAnodo GOX/NTCMP-GA en una BCH-puF

Establecido los estudios en media celda, se prosiguié en evaluar el
bioanodo GOX/NTCMP-GA en una celda completa hibrida y para ello se utilizo la
celda de cuarta generacion microfluidica. Se utiliz6 como anolito una disolucién de
glucosa 0.1 M en BP nitrogenado y como catolito KOH (0.3 M) saturado con
oxigeno gaseoso. En estas condiciones se obtuvo un PCA de tan solo 0.04 V una
corriente a una potencia maxima de 0.077 mA cm™ y una potencia de 1.45 pW cm’
2. Como se obtuvo un desempefio muy bajo de la BCH-pF se cambi6 el PPF por
otras superficies de carb6n como un carbén adhesivo y dos papeles carbén Toray,
uno con mas perfluoracién (1) y otro con menos (2), con el fin de favores la

conductividad eléctrica.

Utilizando las tres modificaciones en las mismas condiciones
experimentales con respecto al PPF se mejoré el resultado. EI PCA y la densidad
de corriente a la maxima potencia alcanzados fue con el carbén adhesivo, con
valores de 0.195 V y 0.17 mA cm™ respectivamente. Mientras que la mejor
potencia se obtuvo con el papel Toray (1) y 18 W cm™ como se muestran en la

Figura 50.
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Figura 50. Curvas de polarizacion comparativas del desempefio del bioanodo GOxX/NTCMP-GA en
diferentes superficies de carbono.

A pesar de haber mejorado los resultados con el cambio de superficie de
carbono, aun no se obtuvieron rendimientos de la BCH-pF comparables con lo
reportado en la literatura. Se decidi6 cambiar la celda en donde los catalizadores
se depositaron sobre las paredes, utilizando una celda microfluidica en forma de Y
reportada anteriormente por Morales-Acosta et al (2010). Las condiciones

experimentales fueron las mismas con respeto a la celda anterior.

En la primera evaluacién de la BCH-pF a un flujo de 25 uL min™y con la
disoluciéon de glucosa (10 mM) nitrogenada se logré obtener un PCA de 1.2 V con
una densidad de corriente de 0.3 mA cm™ y una alta potencia de 200 pW cm? (1.4
V) sin observar una caida drastica en el potencial. La explicacion de esta mejora
en los parametros es por operar en sus Optimas condiciones de fluidos.
Posteriormente, se evalué la BCH-pF saturando la disolucion de glucosa en
oxigeno obteniendo una ligera disminucién de PCA a 1.16 V y en la densidad de
corriente a 0.2 mA cm™ (Figura 51). La potencia es la que mas se vio afecta
disminuyendo en 145 pW cm™ (0.95 V), debido a que el oxigeno parasita la forma
reducida del FADH, produciendo peroxido de hidrogeno sin ganancia de
electrones (Mano et al., 2003; Szot et al., 2013).
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Figura 51. Curvas de polarizacion comparativas del desempefio del bioanodo GOx/NTCMP-GA en
presencia y ausencia de oxigeno en una BCH-pF en forma de “Y”.

Después de cuatro dias se volvid a evaluar la BCH-pF con las
condiciones de operacion Optimas y utilizando la disolucién de glucosa saturada
en oxigeno. Se obtuvo un PCA de 0.93 V con una densidad de corriente de 0.13
mA cm™ y una potencia maxima de 77 pW cm™ equivalente a 46.6 % menos que
en la primera evaluacion. Finalmente, en la BCH-uF se utiliz6 un solo fluido
consistiendo en glucosa 0.01 M en BF saturado de oxigeno, alcanzando una
potencia de 72 pW cm™ a un PCA de 1.06 V y con una densidad de corriente de

0.11 mA cm™ similar al anterior experimento con dos fluidos (Figura 52).
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Figura 52. Curvas de polarizacion comparativas del bioAnodo GOX/NTCMP-GA utilizando unos y
dos fluidos en la BCH-pF.
El desempeiio del bioanodo en esta BCH-puF que utiliza la TDE es

0.24

comparable con lo reportado por otros autores, pero con la ventaja de prescindir

de algun tipo membrana, pudiendo ser aplicada en dispositivos biomédicos. Para

87



acercarnos a este Ultimo propdésito, se remplazé la celda por una de tipo air-
breathing que cosiste en un flujo constante de oxigeno por el catodo, simulando la

circulacion continua de este gas en la sangre.

Para utilizar esta celda se realizaron algunas modificaciones a las
condiciones de reaccion que se habian estado utilizando. EIl bioanodo se mantuvo
constante, GOX/NTCMP-GA, y como anolito se empled una disolucién de glucosa
5 mmol L™ en BF pH 7 estando en el rango de concentracién que se encuentra
cominmente en el cuerpo en un individuo sano, de 3 a 5 mmol L™ (Zedba et al.,
2013). El catodo se mantuvo constante con la modificacion de remplazar el KOH
(0.3 M) por la solucion amortiguadora de fosfatos como catolito, con la finalidad de

acercarse mas a condiciones fisioldgicas del ser humano.

Los flujos 6ptimos encontrados para el anolito y catolito fueron 0.5y 1.5
mL h respectivamente. El maximo PCA alcanzado para este tipo de celda BCH-
UF air-breathing fue de 0.72 V, con una densidad de corriente de 1.43 mA cm™@y
una potencia de 610 UW cm™ valores muy por encima en comparacién con la
celda en forma de “Y”, a excepcion del PCA, la razén es que el Pt/C en medio
basico es més electroactivo que en neutro (Figura 53). Al utilizar un solo fluido el

resultado no viaria significativamente.
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Figura 53. Curva de polarizacion del bioanodo GOx/NTCMP-GA en una BCH-pF air-breathing.

La disminucién de los rendimiento de ambas BCH-pF (air-breathing y tipo
Y) se debe a que los subproductos de la oxidacion de la glucosa pueden atravesar
por la interface de ambos flujos y bloquear los sitos activos del catodo. Ademas, la
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acumulacion de H,O, producida por la disolucion de glucosa saturada con O
pudiera dafar la estructura conformacional y actividad catalitica de GOx (Mano et
al., 2013).

El desempefio global conseguido para la BCH-pF tipo “Y” (PCA de 1.2V,
densidad de corriente de 0.3 mA cm™; potencia de 200 pW cm™) y principalmente
de la BCH-uF tipo air-breathing (PCA de 0.71 V; densidad de corriente de 0.3 mA
cm?; potencia de 200 yW cm™) ha sido los valores méas altos para bioceldas
hibridas microfluidicas sin membrana que utilizan GOX/NTCMP a partir de la
transferencia directa de electrones. En la Cuadro 3 se muestran los diferentes
tipos de BCH-pF publicados en diferentes articulos que utilizan NTC con GOx en
el biodnodo y Pt en el catodo; algunos utilizan un tipo de mediador, ya sea junto a

la GOx o en la disolucion, y otros son de tipo PEM.

Se destaca el trabajo por Chena et al (2011) reportaron una potencia de
1600 pW cm™ con un procedimiento mas complejo y es de tipo PEM limitando su
disefio para miniaturizacibn y su aplicacibn para dispositivos biomédicos.
Fischback et al (2012) utilizaron una BCH-uF air-breathing tipo PEM utilizando
GOX/INTCMP-GA y Pt/C comparando dos diferentes formas de inmovilizacién de
GOx; por union covalente (UC) comparado con el recubrimiento de la enzima
precipitada: para esta Ultima obtuvieron una potencia de 250 pW c¢cm™ (0.18 V) 5
veces mas con respecto UC usando una concentracion de glucosa de 200 mM y

p-benzoquinona (BQ) como mediador.

Ademéas de GOx, se ha utilizado otras enzimas en conjunto como el
piruvato deshidrogenasa (PDH) y la celobiosa deshidrogenasa (CDH) con un
polimero de osmio en el biodnodo y obtuvieron un menor PCA de 0.52 y una
potencia de tan solo 135 pW cm™ (0.31 V) con respecto a GOXx para bioceldas de
combustible hibridas (Tasca et al., 2010). Xu y Minteer (2012) reportaron un
interesante trabajo de la completa oxidaciéon de la glucosa a CO; utilizando seis

enzimas diferentes aunque obtuvieron un rendimiento bajo de la celda.
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Comparado las bioceldas hibridas con una microcelda abibtica que

utilizaron AuAg/C como anodo y PtAg/C en el catodo utilizando un fluido simulado

fisiol6gico en KOH 0.3M y 1.8 g L™ de glucosa saturada en O, y un flujo de 400 pL

min? obtuvieron una potencia de 270 pW cm® ya que ambos catalizadores

pudiera haber sido pasivados (Cuevas-Muiiz et al., 2012).

Cuadro 3. Comparacion de las eficiencias de diferentes bioceldas de combustible hibridas.

Tipo de - . Pma/pWem® . .

) Bioanodo Catodo PCA ; Flujo (pL Tipo de .
transfe (anolito) (catodito) V) (Voltajg’de min'P celda Referencia
rencia operacion)

Anodo: MTE ;
. Fischback
GOX/NTC-GA Pt (air-
Catodo: (Glu 200 mM) breathing) B LD ELAY) 42 Bl zto?)le
abiético (2006)
Anodo: MTE G?X/lNTC'NF ( . A |
Glu 100 Pt-wire (O, 1x10 Zhao et al.,
Catodo: mM/BQ 10 gas) 0.57 77(051V) (cathode) PEM (2009)
abidtico mM)
Anodo: MTE
GOX/NTCMP- s
- Cs(Glugg  Fr@iusion 44y 16 (0.2 V) N.A PEM Buckner et

atodo: M/ECHP con gas) al., (2010)
abiético )

Anodo: MTE G/OX/PEU'I )
CS/DA (Glu i Chena et

Céatodo: 100 MM/BQ 4 Acido KMnO, 1.09 1600 (0.55 V) N.E PEM al., (2011)

abidtico mM)

Anodo: MTE GOx- ) .

- S e (arfettg?c: tk))cl).lrf!fer 0.48 50.7 (0.15 V) N.E PEM Leelel,
Catodo: GA (Glu 70 0% d d : A : (2012)
abiético mM) epurado)

Anodo: TDE ’
Pt-carbén .
GOX/NTC-GA g Dudzik et
Catodo: (Glu 200 mM) (dlfuzsolgn d,a N.E 180 N.E PEM al., (2013)
abiético gas mM)
Anodo: MTE | Gox/NTC-GA Pt (air Fischback
Cétodo: (Glu 200 mM/ ; 0.51 250 (0.18) N.A PEM etal.,

atodo: 10 MM B breathing) 2012
abiético mM BQ) (2012)
Anodo: MTE | pooH/CDH:

o PEGTD(gE’ CN pt black (BFS 050 135 (0.31V) \E Sin Tasca et
Catodo: i 15  O2depurado) : . : membrana  al., (2010)
abidtico polimero (

mM)
Anode: TDE | GOxX/NTCMP- Sin
Cathode: GA (Glu 10 PtO(KOJr' ?53)"" 1.2 200 (1.4 V) 25 membrana =0
Abiotic mM) 2 purging microfluidica !
Anodo: TDE | Gox/NTCMP- . sin

. GA (Glu 10 Pt (air- 0.72 610 (0.7 V) 8.33 membrana Este
Catodo: breathing) : : : i all trabajo
abiético mM) microfluidica

— — — ————— — —————— — ——— —————— ]
NF: Nafion; BQ: p-benzoquinona; PEGDGE: poli(ethilenglicol) diglucidileter; CS: quitosan; Glu: glucosa; N.A: no aplicable;

N.E: no especifica; DA: dopamina; SF: superficie de seda; Fc: ferrocencarboxaldehido; FCHP:

ferroceniumhexafluorofosfato
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El rendimiento de las microceldas obtenidas no es lo mas adecuado para
ser utilizados como sustituto de baterias en aparatos electronicos que requieren
de 20 a 240 V y entre 1 y 3.25 A, pero si en dispositivos que puedan ser
implantables dentro del cuerpo humano que requieren una menor cantidad de
energia; un marcapasos demanda entre 5-10 pyW una célula requiere un potencial
de activacion de 60 mV y una fibra nerviosa de 90 mV (Dermar, 2006). Ambos
resultados obtenidos en el presente trabajo son alentadores para posteriores
estudios simulando condiciones mas cercanas a las del cuerpo humano para que

en un futuro cercano puedan ser evaluadas dentro de un organismo Vvivo.

Para posicionar nuestro resultado dentro de lo ya reportado para
bioceldas implantables nos dimos a la tarea de proporcionar informacion acerca de
los dispositivos que ya se han implantado. Se ha investigado el uso de materiales
abidticos para dispositivos implantables. El primer reporte que se tiene sobre
celdas de combustible que utilizan glucosa como combustible fue en 1970
implantada en un perro, generando una potencia estable en 2.2 pW c¢cm™ con un
PCA de 0.5 V (Drake et al., 1970) y tres afios mas tarde se reporté otra celda
implantada en la vena de una oveja que delibero 40 pW cm™ pero decreci6
rapidamente en el margen de una hora (Giner et al., 1973). Su bajo rendimiento de
la celda y activacion del sistema inflamatorio del organismo redujo su
investigacioén. Actualmente, se sigue estudiando catalizadores selectivos para la
oxidacion de glucosa y reduccion de oxigeno como el PtCu que puedan ser

utilizados en marcapasos (Kloke et al., 2012).

Por otro lado, existen investigaciones en bioceldas de combustible
enzimaticas que han sido implantadas dentro de un organismo vivo. Miyake et al
(2011) consiguieron introducir un bioanodo como aguja dentro de la vena en una
oreja de un conejo, mientras que el biocatodo air-breathing fue externo. No
obstante, su aplicacion se limita a un tipo de dispositivo intradérmico y no para su
implantacion total. ElI grupo de trabajo de Crespilho (Sales et al., 2013)
implantaron en la vena yugular de una rata una biocelda hibrida que consistié en

un biodnodo de GOx y catodo nanoparticulas de Pt obteniendo una potencia de 95
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MW cm™. Kats et al (2013) depositaron los bioelectrodos en el tejido dentro la
cavidad de una rata. Cosnier et al (2013) consiguieron implantar dentro de una
rata un dispositivo biocompatible de Dacron® dentro del espacio retroperitoneal de
una rata y el monitoreo fue por la conexion de dos cables que salian del cuello de
la rata. Este dispositivo gener6 un PCA entre 0.51 y 0.66 V, con una densidad de
corriente entre 150 pA cm™ y produciendo 9.3 x 10 J. Un LED, con un consumo
de 1.31 x 10° y un termémetro digital pudieron ser conectados a la parte terminal
del cuello del mamifero y hacerlos funcionar por un lapso de tiempo (Zedba et al.,
2013), tres afos atrds ya habian reportado resultados preliminares de sus
primeros estudios de dispositivos implantables en ratas (Cinquin et al., 2010).

Otros estudios han utilizado algun tipo de dispositivo implantable en
organismos vivos que como en una cucaracha (Rasmussen et al., 2012), una
almeja (Szczupak et al., 2012), un caracol (Halamkova et al., 2012), una langosta
(MacVittie et al., 2013) utilizando principalmente como enzima de glucosa oxidasa
en el biodnodo y bilirrubina oxidasa en el biocatodo (Cosnier et al., 2014).

6.6.6 Combustible utilizado por las BCH-uyF en forma de “Y” y air-
breathing

Finalmente, se calcul6 el combustible utilizado (FU) en las BCH-uF en un
solo paso, que es definido como la corriente de salida dividido por el flujo del

reactante al entrar al canal descrito en la ecuacion 4:

I .
FU = oFCo Ecuacion 4

Donde n es el numero de electrones intercambiados, F la constate de
Faraday y C la concentracion del combustible en la entrada del canal. Se calculo
un FU de 0.3 % utilizando un flujo bajo de 25 pL min™ para la BCH-pF en forma de
“Y” mientras que en la air-breathing se obtuvo un buen aprovechamiento de 1.81
% a un flujo de 8.33 pL min™, se ha estimado que en microceldas el FU es
alrededor de 1 %. Zedba et al., (2011) realizaron un estudio del FU en funcién de
la velocidad del flujo de 100 a 1000 pL min™* obteniendo el valor méas alto de FU de

0.2 % a una concentracién de 10 mM a 100 uL min™.
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El método de inmovilizacién con la GOX/NTCMP-GA utilizado hasta el
momento nos proporcion6 un muy buen resultado y prometedor para bioceldas de
combustible hibridas con el potencial de poder ser implantables dentro de un
organismo. No obstante, al igual que los reportados por otros autores, disminuyo
el rendimiento global de la BCH-uF, ademéas de ser un método poco especifico
para retener a la enzima. Por ello, se decidi6 evaluar otras formas de
inmovilizacion para compararlas y poder establecer con mayor claridad, cual nos

proporciona un mayor desempenio, tiempo de vida Gtil y estabilidad para BCH-uF.

6.7 Inmovilizacién de GOx sobre una estructura de oro

Otra de las formas utilizadas para facilitar la TDE, ademas de utilizar los
nanotubos de carbono, es incorporar materiales conductores junto con la enzima
como el Pt, Cu, Au, Ag, Os, Ru, entre otros; ya sea como nanoparticulas dentro
del sistema o como soporte (Hinterwirth et al., 2012). Para este trabajo se utilizé

como soporte una superficie de oro electrosintetizada.

6.7.1 Electrosintesis de la estructura de oro

Para la electrosintesis de la superficie de oro sobre grafito se tomé como
referencia el articulo publicado por Arjona et al (2012) donde consiguieron
diferentes estructuras de oro, dependiendo de la técnica electroquimica
implementada, sobre carbdn vitreo. Brevemente, la metodologia a seguir fue
utilizar una disolucién 4 mM de la sal acida de oro (HAuCl;*3H,0) en 0.1 M de
acido perclorico, posteriormente se sumergio el electrodo de grafito previamente
modificado en la solucidbn de Au. Posteriormente, fue utilizada la técnica de
voltametria ciclica a una ventana de potencia de -0.1 a 1.3 V (vs. ECS)a 0.1V s*

para 20 ciclos. Ellos reportan una estructura homogénea en forma de flechas.

El aspecto fisico de la placa fue una superficie homogénea de color
caracteristico del oro. Se prosigui6 en realizar el perfil en acido sulfarico 0.5 M a la
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estructura de oro observando en el area de oxidacion un pico notorio en 0.77 V' y
dos superpuestos entre 0.9 y 0.95 V. El primero se debe a una fuerte
electroadsorcion de iones hidroxilo; el segundo y tercero a la formacion de los
oxidos de oro AuO y Au,03; en la superficie (Figura 54). Se calculo el area
superficial electroactiva (ASE) de la superficie de oro a partir de la integracion del
pico de reducciéon (0.47 V) asociado con la reduccion de los oxidos de oro; se
considerd el valor teérico de 348 pC cm™ para sistemas policristalinos,

consiguiendo un ASE de 2.080 cm™lo cual es alto para este tipo de sistemas.
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Figura 54. Perfil de la estructura de oro en H2SO4 (0.5 M).

En la Figura 55 se muestran imagenes comparativas, entre la placa de
oro tomada por una camara fotografica, y por microscopia electronica de barrido
(MEB) en ampliaciones de x30,000 y x100,000 pudiendo observar una forma

semejante a una flor con tamafios de particula entre 100 y 400 nm.

94



40kV  X30000 WD3.0mm 100nm

Figura 55. Imagenes de la estructura de oro tomadas por una cadmara fotogréafica y por MEB.

La forma caracteristica de la estructura por electrosintesis, sin otro tipo de
reactivos como surfactantes o agentes reductores, se encuentra ligado por el pH
de la solucion, el potencial redox aplicado, el tiempo de exposicién y la técnica
electroguimica empleada principalmente. La formacion de la estructura comienza
con la desplazamiento de los cloruros del [AuCly]" y por hidroxilos quedando la
forma final de [Au(OH);] como se muestra en la reaccion (2). Esta ultima
estructura requiere potenciales mas bajos para su reduccion que la sal precursora
y junto con el tiempo de exposicidn permite la nucleacién y crecimiento del

proceso (Wang et al., 2012).

4[AUCI,] + 4H,0 = 4[Au(OH), + 4H* + 4CI )

El interés de obtener nuevas formas del oro es para mejorar sus
propiedades electrénicas, Opticas, térmicas, cataliticas, mecéanicas, superficiales
para utilizarlas en aparatos electronicos, biomédicos, quimica, bioldgica, entre
otras (Gou y Wang, 2007). Se han reportado la sintesis via electroquimica de
formas de oro como nanobarras (Tu et al.,, 1997; Dong et al.,, 2006; Lin et al.,
2008), ovalos (Prakash et al.,, 2009), nanodumbbells (Huang et al., 2006),
particulas en forma de flores (Wang et al., 2012), nanopiramides y nanoesferas
(Tian et al., 2006), nanocristales (Huang et al., 2005), formacién de mesoporos de
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oro (Nagaraju y Lakshminarayanan, 2009), nanoestructuras dendriticas (Xu et al.,
2010), flor astillada y rehilete (Arjona et al., 2012).

6.7.2 Caracterizacion electroquimica de GOx-GA y GOX/NTCMP-GA

inmovilizados sobre la estructura de oro en forma de flor

La estructura de oro (Au-flor) se utiliz6 como soporte para evaluar dos
diferentes sistemas: GOx-GA y GOx/NTCMP-GA, la concentracion del
glutaraldehido utilizado fue al 1 %. La preparacion de los dos diferentes sistemas
fue igual a lo descrito anteriormente en los métodos anteriores, con la variante de
utilizar Au como soporte en vez del grafito para mejorar la conductividad de los

electrones generados durante la oxidacién de la glucosa.

En la Figura 56 se puede observar las VCs comparativas entre el grafito,
Au-flor, Au-GOx-GA y Au- GOX/NTCMP-GA en PB pH 7 a 50 mV s™. El grafito el
ser modificado por el Au existe un ligero aumento en su capacitiva. En el VC de
Au-GOx-GA se muestran los picos caracteristicos del par redox FAD/FADH; en
-0.495 y -0.554 V (AEp= 59 mV) respetivamente y con una densidad de corriente
para el pico anédico (Ipa) de 6.6 pA cm™? y 8.15 pA cm™ del pico catédico (Ipc).
Para el sistema GOx/NTCMP-GA el par redox su ubicacion fue similar al anterior
sistema en 0.486 y 0.554 V (AEp= 68 mV), y las densidades de corriente del Ipa y
Ipc fueron de 13.5 y 16.9 pA cm? el doble de corriente al utilizar los NTCMP.
Ademas se determind la [ para cada sistema a partir del area bajo la curva de
FADH, encontrando para Au-GOx-GA una densidad de area activa inmovilizada de
6.23 x 10 mol cm™? y mayor para Au-GOX/NTCMP-GA fue de 1.18 x 10™*° mol
cm™. Este resultado indica que al utilizar los NTC aumenta el 4rea electroactiva de
GOx.
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Figura 56. VCs comparativas del grafito, Au-flor, Au-GOx-GA y Au-GOx/NTCMP-GA en PB pH 7
(0.1 M)en50 mVs™.

6.7.3 Evaluacién de los sistemas Au-GOx-GA y Au-GOX/NTCMP-GA a

diferentes velocidades de barrido

Para establecer si con la implementacion de una superficie de oro la
transferencia de los electrones se realizo de una forma mas eficiente, se calculo el
coeficiente de transferencia electrénica (o) y la constate de velocidad de
transferencia electronica (Ks) por medio del modelo de Laviron. A cada sistema se
realizaron velocidades de barrido entre 20 y 1000 mV s en BF en ausencia de

oxigeno.

Se graficd el logaritmo de las velocidades contra los picos maximos
anodicos y catodicos para los sistemas Au-GOx-GA y Au-GOx/NTCMP-GA
(Figura 57 Ay C) respectivamente, y posteriormente los puntos que proporcionan
una mejor linealidad se consideraron para el calculo de los parametros

electrocinéticos a y Ks para cada sistema (Figura 57 B y D).
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Figura 57. Graficas de los logaritmos de las velocidades con respecto a los picos maximos de
oxidacién y reduccién para los electrodos Au-GOx-GA (A) y Au-GOx/NTCMP-GA (C); seleccién de
los puntos que proporcionan una mejor linealidad de ambos electrodos (B y D).

En el caso de Au-GOx-GA la a fue de 0.3 y el Ks de 1.8 s™. Mientras que
para el sistema Au-GOxX/NTCMP-GA que mostré una mejor linealidad la a fue de
4.2 y Ks 2.1 s, Este altimo indica una buena transferencia electrénica por la
presencia conjunta de la superficie de Au y los NTC, con respecto a todos los
sistemas que se habian evaluado hasta el momento, mientras que para el
electrodo Au-GOx-GA se mejor6 considerablemente con respecto a solo utilizar el
grafito. Jose et al (2012) calcularon un a de 0.5 y un Ks 1.1 s™ utilizando una fibra
de oro y NTC con GOx; Zhao et al (2006) inmovilizando a GOx con nanoparticulas
de oro en carbén vitréo y cubierto con Nafion® obtuvieron una Ks de 1.3 s™

utilizando un a de 0.5.

6.7.4 Evaluacion de Au-GOx-GA y Au-GOx/NTCMP-GA en presencia

de la D-(+)-glucosa

Se prosiguié en evaluar el efecto de Au-GOx-GA en presencia de glucosa,
para ello se realizaron 10 adiciones de 10 pL de glucosa en BF (0.1 M) pH 7 a una
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concentracion de 10 mM y 10 adiciones de 10 puL 50 mM analizando el cambio de
FAD/FADH, por VC y por voltametria de pulso diferencial (VPD) en el rango de la
reduccion (FADH,) entre -0.75y -0.35 V (vs ECS).

Por VC se observé una disminucidon poco notoria entre cada adicion de
glucosa (Figura 58 A), mientras que por VPD (Figura 58 B) el cambio es evidente
entre 0y 0.005 mM de glucosa, y en mayor proporcion al adicionar los primeros 10
pL de 50 mM. La ultima adicién de glucosa corresponde a una concentracion total
de 0.3 mM 10 veces menos a la concentracion en el cuerpo humano en ausencia
de enfermedades relacionadas con altos o bajos niveles de azucar como la
diabetes (Sales et al., 2013).
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Figura 58. Analisis del electrodo Au-GOx-GA a diferentes concentraciones de glucosa por VC (A)
y VPD (B).

Cabe destacar que se pudo cuantificar concentraciones de glucosa muy
pequefias, pudiendo ser util para la cuantificacion de glucosa en lagrimas, una
opcion estudiada como un método no invasivo, ya que las concentraciones de
glucosa son muy bajas, en un promedio entre 0.110 y 0.280 mM para personas
saludables (Baca et al., 2003; Taormina et al., 2003).

Para el sistema Au-GOxX/NTCMP-GA en la VC se observo la disminucién
en la corriente del FADH, por una reaccion competitiva descrita anteriormente,
siendo mas notoria en las primeras adiciones de glucosa (Figura 59 A). Por otro
lado, en la técnica de VPD no es muy evidente una tendencia entre las primeras
cinco adiciones de glucosa. Al llegar a una concentracion de 0.025 mM hasta 0.3

mM mostré una disminucion lineal en el area de reduccion de GOx (Figura 59 B).
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Figura 59. Andlisis del electrodo Au-GOx/NTCMP-GA a diferentes concentraciones de glucosa por
VC (A) y VPD (B).

Implementando la técnica electroquimica VDP permitié visualizar con
mayor claridad el efecto del cofactor reducido de la enzima a concentraciones
crecientes de glucosa. Para el sistema Au-GOx-GA se observd con mayor claridad
una tendencia lineal a concentraciones crecientes de glucosa mediante VPD en el
rango de FADH, por tener una interaccion mas intima con la glucosa en ausencia

de otro material. Este sistema es prometedor para ser evaluado como biosensor.

Por otro lado, con el sistema Au-GOX/NTCMP-GA la disminucion de la
seflal de FADH, es menos evidente, ya que los NTCMP permiten una eficiente
comunicacién entre la enzima y el electrodo de oro por lo que concentraciones
pequefias de glucosa la sefial no fue muy notoria hasta 0.025 mM. Aparentemente
este Ultimo sistema pudiera tener un rango elevado en el limite de cuantificacion a
concentraciones mayores de glucosa, aunque tiene un mayor potencial para ser

utilizado dentro de una biocelda de combustible.

La implementacion de una estructura electrosintetizada sobre una
superficie de grafito para la inmovilizacion de GOx auxiliado con el GA (1 %) en los
sistemas Au-GOx-GA y Au-GOx/NTCMP-GA mejord la transferencia de los
electrones corroboradndolo por el célculo de a y Ks con el modelo de Laviron,
principalmente al utilizar los NTCMP. Ademas, se pudo establecer un modelo para
la cuantificacion de glucosa de forma directa sin el requerimiento de algun

mediador con perspectivas a utilizarse como biosensor. Asimismo, se puedo
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aprovechar de manera eficiente los electrones generados en la oxidacion de la

glucosa para ser aplicado en bioceldas de combustible.

6.8 Inmovilizacién covalente de la enzima GOx

Una de las estrategias mas empleadas para generar un enlace covalente
entre la enzima y la superficie de oro es utilizar una molécula intermediaria con un
extremo tiolado que interaccionara directamente con el Au y otro terminal
carboxilico u amino para reaccionar con la proteina. De manera convencional, es
utilizado un compuesto tiolado ya que tiene una alta afinidad por el oro y su union
es fuerte, ademas, la superficie de oro es inerte a la oxidacion, provee una buena
superficie para el tiol sin que haya competencia por otros compuestos adsorbentes
y es una excelente estrategia por las diversas modificaciones de la cadena

intermedio y terminal del tiol (Srisombat et al, (2011).

8.8.1 Adsorcién del acido 3-mercaptopropionico en la estructura de oro

La estructura de oro en forma de flor fue utilizada como soporte y se dejé
reaccionar con una solucion de 1mM del acido 3-mercaptopropionico (AMP) en 4
diferentes disoluciones; a) EtOH (grado reactivo), b) EtOH/H,O (1:3), ¢)
acetona/H,0O (1:1) y d) EtOH/H,0O (3:1) para establecer cuél favorecia una mayor

adsorcion del 3-AMP sobre el Au.

En la Figura 60 se observa los perfiles de la estructura de oro modificada
entre -1.2 y 0 V (vs ECS) de las diferentes disoluciones de 3-AMP en KOH 0.1 M
encontrando en los 4 casos un pico maximo entre -1.03 V (vs ECS) debido a la
desorcion del enlace Au-S, lo cual nos indicé la presencia del 3-AMP sobre el Au.
Después de 5 ciclos aun se observo el pico de desorciéon del tiol, o que indicé una
buena estabilidad, de lo contrario después del primer ciclo desaparece la sefal
(Liu et al., 2005). Asimismo, se encontro dos picos entre -0.55 y -0.622 V debido a
la adsorcion y desorcion del compuesto 3-AMP presente en la disolucion. Ademas,
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se calculé la cantidad de AMP adsorbida sobre el Au para cada caso utilizando la
férmula I = Q/nFA donde Q es la carga de la reaccion, n el numero de electrones

transferidos, F la constante de Faraday y A el area de la estructura de oro.

0.3 1

Au-S-R-COOH(a,
Au-S-R-COOH(b
(c
(d

Au-S-R-COOH
Au-S-R-COOH

)
)
)
)

Electrodo I (molcm?) E(V)vs ECS
a 8.519 x 1014 -1.036

b 1.038 x 1010 -1.03
c 1.202 x 1010 -1.028

d 1.591 x 1010 -1.027

-0.3

T T T T T T T T 1
-1.20 -1.05 -0.90 -0.75 -0.60 -0.45 -0.30 -0.15 0.00
E(ECSWVW

Figura 60. VC comparativos de la adsorcion del 3-AMP disuelto en diferentes disolventes; a) EtOH
b) EtOH/H,0 (1:3), ¢) acetona/H,0O (1:1) y d) EtOH/H,0 (3:1). Y tabla comparativa del punto
maximo de desorcion del tiol y su area de cubrimiento.

Como se puede observar en la tabla de la Figura 60 al utilizar la mezcla
de los disolvente EtOH/H,O a una proporcion de 3:1 se obtuvo una I' de 1.511 x
10 mol cm™ del 3-AMP, mayor a lo reportado por diferentes autores: Ledesma-
Garcia (et al., 2003) de 0.75 x 10™° mol cm™ utilizando el mismo tiol; Mizutani et al
(1999) con el mismo tiol consiguieron una densidad de 2 x 10y 7 x 10™° mol cm’
2 Mendes et al (2008) evaluaron la adsorcién de diferentes tioles, para el 3-AMP

reportaron un valor de 2.3 x 10** mol cm™.

De igual manera, la adsorcion del 3-AMP se analizé por FT-IR
comparando el electrodo modificado con el tiol y de forma pura (Figura 61). Para el
3-AMP los principales picos de absorcién encontrados fueron en 2944 cm™ tipico
para enlaces —OH de grupos carboxilicos, el pico pronunciado en 1737 cm™ del
carbono carboxilico y en 1247 cm™ del enlace C-O; la sefial en 2660 cm-1
pertenece al enlace C-H de la cadena alifatica y 1404 cm? de los metilos
asimétricos; en 2570 cm™ es la sefial mas caracteristica del compuesto por ser del
enlace S-H (Dongxiang et al., 2007). Mientras que para el electrodo modificado por
el compuesto tiolado, se destaca la ausencia de la sefal de S-H por la pérdida del

protdbn para su union con el oro Au-S, los picos de las sefiales del carbono
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carbonilico, C-O, -OH y carbonos alifaticos, son similares
descripcion del 3-AMP (Ghiaci et al., 2013).

con respecto a la

wwwww

,,,,,,,

Figura 61. Andlisis FT-IR comparativo entre el 3-AMP (linea negra) y adsorbido sobre el oro (linea

Al utilizar una disolucion de EtOH/H20 (3:1) favorecio la desprotonacion

del 3-AMP beneficiando la cantidad adsorbida sobre el Au, al igual que las

condiciones de tiempo y temperatura (Matthiesen et al., 2012). Ademas, cuando el

ndamero de atomos de Au es lo suficientemente grande por la disposicion de la

estructura del Au, el proton del tiol se remueve mas facilmente y el tiol puede
unirse a la superficie del Au (Smit y Hamilton, 2013). En el mismo sentido, el
3-AMP por tener una cadena hidrofilica facilita con mayor rapidez su adsorcién
(Mazur y Krysinski, (2001).

La forma de la estructura de oro electrosintetizada le confiere una mayor

interaccion con el tiol por la formacién de puentes con el Au contiguo y la cadena

del tiol es rigida y pequefia confiriéndole una mayor estabilidad y formacion de una

monocapa sobre el Au (Ciriaco et al., 2013).
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6.8.2 Activacion del acido carboxilico con EDC/NHS y la unién
covalente de GOx

De la estructura con una mayor cantidad del tiol adsorbida, se prosiguio
con la activacion del grupo carboxilico utilizando una mezcla de la carbodimina
EDC ((N-3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodimida) y la N-hidroxisuccinamida
(NHS) en una relacion 3:1 dejandola durante una hora. Posteriormente, se
enjuago y se hizo reaccionar con 5 mg mL™ de GOx y después de 24 h se retiré el
electrodo y se enjuago con PB para remover la enzima no inmovilizada de forma
covalente. Con el grupo carboxilico activado por medio de EDC/NHS y en
presencia de alguno de los grupo amino de le enzima, se forma un enlace de tipo
amida.

La presencia de la enzima se pudo corroborar mediante la VC del
electrodo modificado. Se observé el par de picos de FAD/FADH, en -0.469 y
-0.527 V (vs ECS) respectivamente, con una buena AEp 58 mV y el Ep® de 0.498
V a una velocidad de 50 mV s en PB pH 7 (Figura 62). La I calculada de GOx
inmovilizada fue de 2.71 x 10 mol cm™. Cabe destacar el haber conseguido
identificar la sefial de GOx de forma directa sobre el electrodo, ya que el tamafio
del compuesto tiolado puede interferir con la transferencia de los electrones, sobre

todo si separa a mas de 19 A de distancia la GOx del electrodo.
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Figura 62. VC de GOx inmovilizado covalentemente sobre una superficie de oro modificada con tiol
3-AMP.
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El grupo de trabajo de Miscoria et al (2006) reportaron una alta
concentracién de GOx inmovilizada de 9.46 x 10 mol cm™ de varias capas de
GOx con nafion y quitosan con 3-AMP. Mizuntani et al (1999) utilizando el mismo
tiol consiguieron cantidades de GOx inmovilizada de 3 x 10™** mol cm™ con una
interaccion directa entre el 3-AMP y GOx y de 5 x 10™® mol cm™ utilizando poli-L-
lisina. Vesali-Naseh et al (2013) reportaron una densidad de 1.87 x 10™*° mol cm™
utilizando un tiol de cadena larga; Losic et al (2002) calcularon por medio de STM
(siglas en inglés sacnning tunneling microscopy) 1.92 x 102 mol cm? de GOx;
Willner et al (1996) utilizando otra estrategia de unién covalente con pirrolquinolina
quinona y N°-2-aminoetileno consiguieron una densidad de GOx inmovilizada de

1.7 x 10 mol cm.

Las modificaciones de la superficie del electrodo fue analizada utilizando
dos estrategias para cada uno de las modificaciones realizadas; en la primera se
utilizé la VC a un rango de -0.9 a 0 V (vs ECS) en BF pH 7 donde teéricamente se
encuentra el potencial de FAD/FADH?. El voltamperograma muestra un aumento
en la capacitiva del grafito modificado por la estructura del Au y del tiol adsorbido.
Al ser modificado con GOXx se observé los picos redox de FAD pero la capacitiva
disminuye, pudiera deberse a una transferencia eficiente de los electrones (Figura
63 A). La segunda estrategia consisti6 en medir por VC cada modificacion del
electrodo a una ventana de potencial entre 0 y 1.1 V en PB pH 7 donde se
encuentra la reduccion del oro (Gooding et al., 1998). Al comparar cada VC del
electrodo modificado muestra una disminucién en el pico de reduccion del oro

debido a la ocupacioén de la superficie por el AMP y la GOx (Figura 63 B).
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Figura 63. VC comparativo del electrodo de grafito modificado en una ventana de potencial de -0.9
a0V (A)ydeOallVenBFpH7a50mVvs™

El mecanismo de reaccion propuesto del como se consiguié el enlace
covalente tipo amida entre el grupo carboxilo del 3-AMP y GOx consta de tres
etapas (Yang, 2012): en la primera etapa, el par de electrones libres del hidroxilo
del acido carboxilico del 3-AMP 1 atacan al carbon de la EDC 3 deslocalizando el
enlace del nitrdgeno de cadena alifatica mas corta, produciendo un intermediario
en donde el nitrégeno de carga negativa remueve un proton del oxigeno
estabilizando su carga para formar la molécula precursora 4 (sulfanilacetil-N"-[3-
(dimetilamino)propil]-N-etilcarbadimidato) de la reaccion. En la segunda etapa, el
oxigeno del hidroxilo de la NHS 5 realiza un ataque nucleofilico al carbono
carbonilo de 4 deslocalizando un par de electrones del oxigeno, al regenerar el
enlace carbonilico promueve la salida del éster, derivado de la carbodiimida. Este
altimo recupera el protén para neutralizar cargas, quedando los compuestos 6 (1-
[sulfanilacetil)oxi]pirrolidina-2,5-diona) y 7 (acido N’-[3-(dimetilamino)propil]-N-

etilcarbadimidico) (Figura 64).
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Figura 64. Mecanismo de reaccion entre el 3-AMP para la formacion del éster derivado de NHS.

La estrategia de utilizar la NHS es para formar el éster 6 mas estable y
reactivo que el de la EDC 4 ya que este Ultimo es muy propenso a sufrir hidrolisis
permitiendo la regeneracion del compuesto carbonilo del 3-AMP reduciendo
directamente los sitios de union disponibles para la GOx (Figura 65) (O"Shannessy
et al., 1992).
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Figura 65. Hidrolisis del éster derivado de la carbodiimida EDC.

En la tercera etapa, uno de los grupos amino de la enzima realiza un
ataque nucleofilico al éster 6 formando un intermediario donde se regenera el
enlace del oxigeno del compuesto carboxilico promoviendo el rompimiento del
enlace del anillo derivado de la pirrolidina, que a su vez recuperara un proton para
neutralizar su carga y regenerar la NHS, finalmente queda formado un enlace tipo

amida entre GOx y el tiol 8 (Figura 66).
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Figura 66. Ataque nucleofilico de GOx para la formacién del enlace tipo amida con el tio adsorbido
sobre la estructura de Au.

El grupo amino de los aminoacidos de GOx mas disponibles para
reaccionar con 6 son los de naturaleza hidrofilica principalmente la lisina, ya que
se encuentra mas expuesta, en menor medida la arginina por tener una cadena
unida la amino mas corta, el resto de los aminoacidos no se encuentra expuesto
por su naturaleza hidrofébica (Wu et al., 2004; Riter et al., 2013).

El enlace covalente entre la enzima y el grupo carbonilo del 3-AMP puede
comprometer uno o mas cadenas del tiol orientando la enzima perpendicular o
paralelo al plano (Figura 67). Este ultimo es mas estable, al igual que una
acumulacion de GOx dentro de un grupo con respecto a un doble enlace de GOx
con el tiol (Guiomar et al., 1999; Losic et al., 2002).

Figura 67. GOx formando uno y dos enlaces covalentes con el tiol adsorbido en el Au.

6.8.3 Evaluacion del electrodo Au-S-(CH,),-CO-NHGOx a diferentes

velocidades de barrido

Con la disminucion de la capacitiva del electrodo al incorporar la enzima, dio

indicios de una buena transferencia electronica, para corroborarlo se utilizd el
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modelo de Laviron sometiendo el electrodo a diferentes velocidades de barrido de
20 a 1000 mV s con aumento de 40 mv s™ (Figura 68). Se calculé una a de 0.44
cercana al 0.5 idéneo para sistemas cuasi reversibles y una Ks de 1.6 s™, muy
similar al utilizar los NTCMP, lo que indico que la estructuro de oro facilitdé la
transferencia de los electrones y que la cadena del compuesto tiolado no interfiere
con la transferencia directa entre el electrodo y GOXx, por lo que la enzima tendria
que haber adaptado su forma conformacional para poder conseguirlo. Vesali-
Naseh et al (2013) reportaron un a de 0.48 y una Ks de 1.13 s™%.
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Figura 68. VC del electrodo con GOx inmovilizada de forma covalente a diferentes velocidades de
barrido (B) y eleccién de los puntos que dieron una mejor regresion lineal (B).

6.8.4 Evaluacion del electrodo Au-S-(CH,),-CO-NHGOX en presencia

de la D-(+)-glucosa

El efecto de la glucosa sobre el electrodo se evalu6 utilizando
concentraciones de glucosa de 0, 1, 5 10 y 50 mM en el BF pH 7 en ausencia y
saturado con oxigeno. En el sistema sin oxigeno (Figura 69 A) se observo una
tipica disminucion en el proceso de reduccion a causa del efecto de FADH,.
Mientras que saturado con oxigeno (Figura 69 B) es mas notoria la diferencia al
aumentar la concentracion de glucosa. En ausencia de glucosa, en la solucion
nitrogenada se observa una pico anddico de 10 mA cm™, mientras que saturada
con O, es de 17.5 mA cm™; por otro lado, en 50 mM de glucosa la densidad de
corriente disminuye a 0.75 mA cm™ (25 %) en ausencia de O,, pero aumenta a 24
mA cm? (73 %) saturandola con oxigeno. El efecto es debido a que la enzima
necesita al O, para regenerarse a su estado oxidado. El efecto de las

concentraciones de glucosa sobre FAD/FADH, indic6 que la enzima unida
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covalente no sufri6 modificaciones contraproducentes en el sitio activo
conservando su actividad catalitica.
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Figura 69. VC comparativo del electrodo Au-S-(CH,),-CO-NHGOXx a diferentes concentraciones de
glucosa en ausencia (A) y presencia de oxigeno (B).

6.8.5 Evaluacion del electrodo de Au durante sus diferentes

modificaciones en presencia de la D-(+)-glucosa

Es conocido que el oro puede oxidar a la glucosa principalmente en medio
bésico o alcalino, aunque se ha reportado también a pH neutro con la adicion de
hidroxido de sodio o potasio (Basu y Basu, 2012). Para descartar el efecto del oro
en la oxidacion de la glucosa se adicion6 una concentracién de 5 mM de glucosa

durante cada modificacion de la estructura de oro y se evalué su comportamiento.

En la ventana de potencial de 0 a 1.1 V (vs ECS) el voltagrama ciclico del
oro en BF pH 7 mostré un tipico perfil del oro con un pico de reduccién en 0.44 V,
al afiadirle la glucosa present6 un pico en 0.27 V perteneciente a la oxidacion de la
glucosa y de regreso a la oxidacion de gluconolactona en acido glucénico. De
igual manera, el electrodo modificado con el tiol presentd la misma sefal de
oxidacion de la glucosa pero en menor intensidad debido a la ocupacion de sitios
activos del Au. Al unirle la enzima de forma covalente ya no se encontré la sefial
de oxidacion de la glucosa por el Au y de esta forma se descarté su efecto
catalitico activo (Figura 70 A). Evaluando la sefal a una ventana de potencial entre
-0.9 y 0.5 V (vs ECS) se observaron los mismos picos de oxidacion del electrodo
de Au y modificado con el tiol en 0.27 V mientras que con GOx inmovilizado se
encontraron los picos del cofactor FAD/FADH, en 0.447 y 0.528 V
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respectivamente, sin la sefial de oxidacion del oro (Figura 70 B). Finalmente, el VC
del electrodo con la enzima revel6 la disminucion de la densidad de corriente de
FAD/FADH, en presencia de glucosa lo que indicOo que GOx se encontro

cataliticamente activa (Figura 71 C).
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Figura 70. VC comparativa del electro Au-S-(CH,),-CO-NHGOx en un ventana de potencial de 0 a
1.1V (A)yde-0.9a0.5V (B)y el efecto activo del FAD/FADH, de GOx en presencia de glucosa.
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6.8.6 Estabilidad de electrodo Au-S-(CH;),-CO-NHGOx por

voltamperometria ciclica

La estabilidad de electrodo se evalué realizdndole 100 ciclos a un ventana
de potencial de -0.9 a 0 V (vs ECS). La Figura 71 se muestra el VC comparativo
del 2do, 5vo y 100 ciclos del electrodo Au-S-R-CONH-GOx encontrando una
disminucién de la capacitiva del 2do al 50vo ciclo y manteniéndose después
constante hasta el 100mo ciclo. La densidad de corriente de los picos de FAD no
cambio entre cada nimero de ciclos, siendo de 4.4 mA cm™ para FAD oxidado y
de 4.2 mA cm™ de FAD reducido, indicando que la sefial producida por el cofactor

no varia con el aumento de ciclos permaneciendo funcional el cofactor.
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Figura 71. VC comparativo entre el 2do, 50mo y 100 ciclo del electrodo Au-S-(CH,),-CO-NHGOX,
mostrando una sefial constante.

En resumen, se pudo modificar la estructura de oro en forma de flor con el
tiol 3-AMP obteniendo una alta densidad del tiol adsorbido verificAndolo por
voltametria ciclica y FT-IR. La parte terminal del tiol de acido carboxilico se activo
utilizando una mezcla de EDC/NHS para posteriormente formar un enlace
covalente de tipo amida con la GOx, pudiendo corroborarlo por VC encontrando
los picos caracteristicos de del cofactor FAD/FADH,. La enzima conservd su
actividad catalitica al evaluar su efecto a diferentes concentraciones de glucosa en
atmosfera de nitrégeno y oxigeno; a su vez se calculé una Ks de 1.6 s™* indicando
una buena transferencia de los electrones del sitio activo al electrodo de oro.
Finalmente, esta forma de inmovilizacion de GOx proporcioné resultados muy
interesantes para poder ser implementado en una biocelda de combustible, pero

por ser mas complejo el sistema se deben de realizar otros estudios.
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7. CONCLUSIONES

1. La adsorcion de GOx sobre electrodos de grafito se identificé por VC por los
picos de oxidacion y reduccion a -0.422 V y -0.521 V (vs ECS) respectivamente,
caracteristicos del par FAD/FADH,. La densidad promedio de enzima inmovilizada
fue de 8.3 x 10 mol cm™. En una BCH-pF y bajo condiciones ideales (anolito 10
mM de glucosa, pH 7 y usencia de oxigeno; catolito KOH 0.3 M y saturado con
oxigeno) empleando este bioanodo se obtuvo un PCA de 0.54 V, una densidad de

corriente de 0.032 mA cm™ y una potencia de 7.8 pW cm,

2. Con los agentes entrecruzadores utilizados: GA al 0.2 y 4.5%; PLL al 0.1 w/vy
la mezcla de GA-PLL 1:1 v/iv aument6 laT a 1.6 x 10™°, 2.7 x 10, 1.2 x 10™*° mol
cm?y 1.4 x 10" mol cm™ respectivamente. Sin embargo por sus propiedades
electrocinéticas solo se evalu6 el bioanodo GOx-GA al 0.2% en una BCH-puF bajo
condiciones ideales, obteniéndose un PCA de 0.28 V, una densidad de corriente y
potencia de 0.1 mA cm?y 20 pW cm™ respectivamente. Es decir, el empleo de GA
al 0.2% mejoro el rendimiento y el tiempo de vida util de la BCH-pF con respecto al
utilizar anicamente la GOx. De manera general, el mayor porcentaje del GA en la

mezcla incrementa la corriente capacitiva, el AEp y el E°.

3. La modificacién de los electrodos de grafito con GOX/NTCMP-GA al 1%
favorecio la inmovilizacién de la mezcla y un aumento de la respuesta de la
corriente del 19 % con respecto GOX-GA, sin observar cambio de la I" (2.15 x 10™°
mol cm™). Los potenciales de oxidacién-reduccion del par FAD/FADH,, asi como
el AEp y el E® no se modificaron al incorporar los NTCMP respecto de los valores
encontrados con los electrodos modificados con GA. El analisis de curvas
obtenidas por VC a diferentes velocidades de barrido mediante la ecuacion
Laviron permiti6 el célculo de a siendo de 0.5 y de Ks= 1.01 s, lo cual indica que
se mejoro la transferencia directa de electrones respecto del valor de Ks reportado
para la GOx sola (0.1 s™). El bioAnodo GOx/NTCMP-GA 1% se evalu6é en una
BCH-uF air-breathing utilizando un fluido de BF (0.1 M) pH 7 con 5 mM de

glucosa, lograndose un alto rendimiento caracterizado por un PCA de 0.72 V, una
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densidad de corriente de 1.43 mA cm™?y una potencia de 610 pW cm?, que lo

hace potencial candidato para una aplicacion en un dispositivo biomédico.

4. Electrodos de grafito fueron electrodepositados con HAuCl4*3H,O por VC (20
ciclos, 100 mVs™, de -0.1 a 1.3 V vs ECS). El andlisis por SEM indicé la formacion
de particulas de entre 100 a 400 nm con forma de flor. La evaluacion del area bajo
el pico de reduccion del oro permitio calcular un area superficial electroactiva de
2.080 cm?. Sobre estas estructuras se inmovilizé GOx-GA 1% y GOx/NTCMP-GA
1% observandose un aumento de la corriente capacitiva, un corrimiento anddico
de los picos FAD/FADH, sin cambio en el AEp. Con el electrodo modificado Au-
GOX/NTCMP-GA 1% se incrementé la M= 1.18 x 10™° mol cm?, aumenté la
densidad de corriente anddica y catddica, y se mejoraron las constantes
electrocinéticas a= 4.2 y Ks = 2.1 s™. Resultados preliminares por VPD con ambos
electrodos para la determinacién de glucosa en PB pH 7, indican una buena
respuesta del electrodo Au-GOx-GA 1%, sin embargo, seria necesario completar
el estudio para valorar su posible aplicacion en un sistema de biosensor de

glucosa.

5. Sobre la misma estructura de oro se adsorbié el tiol acido 3 mercaptopropidnico
y por VC se cuantific6 una I de 1.591 x 10'° mol cm™ corroborando la
incorporacion del tiol por FT-IR. La activacion del &cido carboxilico terminal del tiol
con una mezcla de EDC/NHS permitié la formacién de un enlace tipo amida con la
GOx. La presencia de la enzima se verific6 por VC mediante los picos del par
FAD/FADH; en -0.469 y -0.527 V (vs ECS) respectivamente, un AEp de 58 mV, el
E° de 0.498 V, y una I de GOx inmovilizada covalentemente de 2.71 x 10™? mol
cm™. Utilizando la ecuacién de Laviron se calculé una a de 0.44 y una Ks de 1.6
s', similar a lo calculado con los GOX/NTCMP-GA 1%, lo que indica que la
estructuro de oro facilita la transferencia directa de electrones sin que al parecer la
cadena del compuesto tiolado interfiera con la transferencia electrénica entre el
electrodo y la enzima. El sistema no fue evaluado en celda completa quedando

como perspectiva para un trabajo préximo.
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Lo catalizadorus sozinticos pama bdocsldas de combustble kan sido aopliamente sstadizdos en los tltmos ades
por vz aplcaciozss en tabarix: para dispositives clecmoadces., disde o Dplatcica de marcapases. desamollo de
satimmiadorss neurczales ¥ bicwsnsoms. Mo obetamds, o corio Hempo de wida atil v baja prodoccica de ezergia
comntamts soxm algunas de las Emitscionss de mna biocalda da combmstible, basicamant dobide 2 b difienltad paa
inmwyilizar In enzims v pérdida de sm actividad En gl presents tabajo, se svalnd m mwitodo para inmosilizar
ghicosa coddesa (O] sobre: grafito para 1 nse como bicanode en noa celda de consbestible de micrediajo (CCMEF).
El procedimisnto comsistio sn adsorcion divecta de [a enrina 2 partir de una solncion de GOx en BF 001 B pEI 7
sobre grafitc (Area geomsédrica sotre 016 a 0.8 o) 7 of co-deposizo de mweclas de glomldsiido o poli-f-lisina con
E0x. La actividad cafalftica de GOx se svalns por voltapererseiria cichica con 0 a 100 e=M de f-o-giucosa, nsando
m electrodo do calomal sammado (ECE) como reforencia v plating como comtmalectede. La demsidad de cormients de
los Bindmodos so craked om una CCMF com soperte do carban tpo FPF (mymolized phothoresist film). En ol rango do
potencial de -9V a 0% respecte al ECE, an ansencis de ghooosa se ohasnvamon picos de oxidsciom v mednccion
carcanos 3 045V v 04TV mspectivemsnte, bos cuales se aiboven a la remferencia de slectromes del cofactor
FAD. En prosemcia de glecosa ambas sefiales diszmmryen v en presemcia de oxtgenc los woltamperograpas e
modificaron. La sstshdlidad de b GOx adworbida se frvormcid con ghitardadshids v poli-f-Eums Ta demsidsd
calenlads de emeimeo sdsorbids fie de 3 55R107 hasta 4 21X10°Y mel/cen’. Los reultsdos indican que wtilivamdn
ity metodologia e posible optimirar by mmovilivadon de b GOx pama s wwo come hicdmodo so wne CCME hibrida.

1. Intredwcrios

L celda: de combastible represenan uza promstedora alemativa par b produccicn de wmarpla 2 parts de
Teaccicoes quimisas por medio de catlizadomes metilicos en el citeds v amodo como ol cro, paladio, platizne v plata,
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tptims fincionamiente [1]. Una de bs propussts: mis sstadisdys o los tltmos afios pan ol moplass do dichos
catalizadomes ba side [ plkmentcion de somimas goe cperan 2 temperatuz ambiente ¥ pi oeutro, lo que
Tepresantas venizps para sn potencial aplicacion comwo foevs de epergix en dhpostvos slecmomicos, disedio e
irplintacion de mercapasos, desarollo de estimmbderss neevenales v hiosensorss [1]. Ein embargo, ooz baja
produccicn do emarpla eléctmica ¥ wm corte Sempo de vida @ml som algemes incomncendantes para el busm
femcicmansento de era biocalda de combrastible, debido principalments a [a deficiants mmovilivacion & nestrbdidad
snpimatica [3]. Pam b inmeadlivacion de GO w han emplaade mamdos fsicos, etilizandn principalmante: aguntos
micrcancapralydores v de amapamyicnto como polimercs de polipdmeles o hidrogeles de poliacrilamyida [4], ast cozoo
xgenbes QUITHcos gos permiten la adsorcitm de 1z enzima al clecoode. En este dltmo case se hen eopleado
COmEEins eamecruradores como &l gletanaldekido v quitesane [3] o moléculas qoe fSrvomecen la enidm covalents
por medio de inberaccion sntre gropos funcionales de 1y anrirs v dal agemte inmewilimdor [§). Fo et primer pari
del preyects, o planted Iz ineeovilizacien de GOx por adsercidn fisica v la imnoviBracics usands copsgracston
samecruzadores comoo &l ghofamaldehide (zA) ¥ b peli-L-Guina (FL-Iv) sobme grafite. Lai mvalmcone: fosrom
mealiradas en media walda y celds comple sm wn dispositive micofusdice tipo pelimnla fodomesivents pirolizda
{PFF, dal inglés pyrolized photorssist film) que utilim giacesa como combustibla [7).

2. Secciém Experimenitsl

Adzsrmaies

La Glucosa Owidasa (G0x) de dspergnifiuc Miger (EC.1.1.3.45) con =100,000 nnidades /g, ol cofctor flvwn adesin
dinncloatide (FALY), las placa: de grafite, ghetamaldekidns (50 % an agns VW), ba poly-L-lisiza (0.1 % W) ¥ b f-o-
ghicosa faeron adguiridos de Sigma Aldrick. Fl fosfase acide 4o sodio (Ma FPOH) v do pomsic (FH, POS) v el
hidrexide de pofsio (99 % pureza) sco grado mactwe marca Marck. Todas lae solacionss se preparamon con agua
dedomizads.

Pre-resamicns del clecrrode d&e grafin

Para los experimeains en medb celda, el electrodo de gafiim se palio uolimndo abimeons (.05 pm) v despods sa
sonich derante 2 min on agne desionivads pama retirers el soceso de alomina Postrciormens, foe sometide 2 una
lirpiesa alecmoquimica sexpleande voltamparnmetria ciclica, 100 ciclos 2 wa walocided da barmido de 100 =V 5 am
1 rangy ds pomncidl de -0.% a 1.0V enuna sobecion de Acido sulftmice 0.5 M

Preparacsin del elecmade con (22

Pana [a advorcitn fisica de 0k sobre al grafite proviamests tratado, se prepant una solucicn de 1z enzima a una
comcemiracion do § mgmwl. o w amortignedor de fosfabes (BF) 0.1 B pH 7 v e deposito sobre «l grafisn
inenbamdaln 2 4 "C por | v 24 b Deaprade & wrto tampe, 22 5600 2 Reparatam anbicnts v fae esmdiada 1a respuss
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de 0% 2 diferentes concenmaciones de ghoeosa: 0, 1, 5, 10, 20, 50y 100 mM. Para la svalacion del gietaraldekidn
{=A) con G0 s wtibzaros las concenmacionas de 0.05 %y 1.12 % an BF ntiiznds dou mdtodes: a) mezcla de la
solncicn de 0z com A que se deposiv sohre el grafitn dejmdole ncebar por | b, poseriormante we wch 3
temperaiure ambismts v s snjuags com BF antes de snaar b activided eorinsvtica a diforentes concenraciones de
ghicosa b)) 1a solndon de GOx se deposinn wobm ol pafe dejimdolo secar a moperymn ambiente ¥ despuds so
cobrid con (34, Pam [a evalmcion com 1a poli-f-Esina (PL-y) = empleamon conceniraciomss de 0.1 v 10 % v se
signisrom los pismos mebodos desoribos pare el 24

Sirtema eleorroquinatos
En todos los estadios. electogquimicos foe ampleads una celda de vidio de 15 ml. eoplando m slocrodo de

ralomel saborado (ECS) como mefemnciz v mn alambre de platine come conm-slectrods. Lan medicone: se
malirzarnn 2 frEvds de N potsncicstio-gabmnosae (Hiclogc Soence hsmments modele VMPI) v todos Jow
potenciales expresados e e tabajo s refarsn al ECS.

Celda de oomburnble secrefvkdion kifnds

2o utlizs una celds de combustible pdcrofhmdica tipo PPF parz |2 svaluacion de bicanodes a partir de GOx. Para 1a
inmwrilivacion de GOx se emplearon dos mesodos da adscorciom. Fm el paimaro e deposim 0w an solocion de BF
sobre &l FEF v em el ofmo GOx con 24 005 %, Fn todas b mediciones se miliss como fiwido anodico ghocosa 10
mhi an BF. Como catodo se prepans una tinta de platno al 3 % con isopropancl ¥ Mafiom, depositmdole sobme el
PFF con aywda de 1 asrtgradn y como floide ceitdico se med mma solncom 0.3 M de KOH

3. Resultade: v Dizcusidn

Adsorcidn de (rily sodve grnfin

La comacterizacion de [ adsorciom de 0w se mealizs por volamperomea ciclica (VC) a una velocidad die barmido
de 50 mV's m wna ventma de potencial de -0.% a 0.0 % em BF 0.1 M v atmbsfor de nivdgene. So obwarvt oo pico de
omidacion caracteritico a 0482 Vv une de reduccitm a 40.331 vs ECS (Figuma | A) que coincide con Jos resaltzdon
mpartados por ofos aztores [B]. Estos picos won atribmides 2 la tremsicion de FAD & FADH, v vicevarsa, deziro dal
uitio camlmico de b anrima [#]. Pam corroborar que los picos cormespondsan a 1o desoriin, se maliramon axperimantos
wempleande solo al cofacior sobm grafite bajo 1ax miteas condiciones de reaccion. Los volteparngramas ciclicos
obtenidos rmestan =n pico de oxidacidn a -0.422 V v oo &e redeccitn a -00521 V (Figura 1 B). desplamados
ratodicamends v da mayor intensidad con mspecio a los obwervados con 0w, 1o qoe pudier eter relaciomade & 1a
simactema de 30 que adensas de FAD contiene residecs de arsncdcidos, amimo aricarss & hidratos de carbono, qua
le pudicran confarir mas readstensia a b camsforencia de electrongs deeds ol witte camlifice de [ anxima all slectrodo,

TiE
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a difarencia de FAD an [a que ocmre mn fansfmnc dinect de elactromes [10].
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Figuma 1. A) Voleomperememia ciclica comparaires del pasie ve &z mmmvilieads B) FAD adecebido sobre grafiso

Acrivadad comiimos de (PO en proseaciy de f-dsplucos

La demrmoinaciem del efecte catebticn de F0x inmovilizada se llevd 2 cabo cn prosemcia de comcemiracinmes
rrecientes de ghicosa @, 1, 5, L0, 20, 50 v 100 mM an BF bajo amosfoa de mimgeno. Los esnlsdos s ommenfan e
la Fizoma 2 domds e chasn mma disminecion en b iviessided de comiente de Jos picos redox a medids qoe auments
la concentacion de I ghooie Este efecto e pueds amibuir a la satacion del cemtro acten de GO vy a la
trenaformaciém de oxigeno a parixide de hidrgeno por [ enrima, demimryendn b concesimacion de oo geno sm 1a
mparficie del alectmodo [11].

— =i

: = o a4 nI -
L= P
Figmma 1. Actividad camltfics de Gl a diferentes conrenracionss. de ghicosa
Adsorcidn de (a0 oo (24 p s sorachnd canstineg a dierennes mempos
La rospuosta de 1a meercly de Flx con (34 so ovaded por VC chasnsdndous wn par redox 2 -005 15 v 0461 V (Figem

3A) que en copsparecion oo Jos pokociles obserrados pare GOx wobme mafit poesran oo desplasymienio poco

TiT




XTI Comzreso Internacional de 1a Sociedsd Mexicana del Hidrozeno
Apnascalientes, México, 2013

wignificative. Die igual maners so apreca o sumento sn 12 peedno-apadtncia dal wolrperogars al incorporar
GA Ademos o ovales [ actvidad catalifics en presencis de diforenies comcentmaciones. de glhooosa (3, 1, 5, 10, 20,
50y 100 pb) presentindons ema dismimecidn de la intensidad ds b comisnde al mumenfar la concentmacidn del
azticar (Figema 3B).

Lt
Gle
e | —fasias

Wl o

4 o wh oy e

rEcam EECEW
Fignm 3. 4) VT compamatives animw los elecrodos de grafive, gafin'G0x v gofin'Gln-GA. B) Actividad de
prafitn/G0n-(34 2 diferenites concenimaciones de ghcosa

Fizalmante, te svahn la actividad de bow alectrodos da prafite’G0x con difersmtes concentmacionss da GA (0005 v
112%)alh b 1, X y4 seremes en 10 mM de glocosa bajo atmbsfem de nimogenn, con [ finalidad de ensayar
. eatabdidad 3¢ eocontrd goe al eoplear ol miteds b) de mooovilizcion parz s des concentraciomes de A e
prolongn 1n activided enrimatica hasts 4 soranas. Cosndo 5o arspled @l mdtodo a) uilivando ma concanracion de
GA de 9.05% la acivided se comena duranie coetro semanas, wn embargo, & meyor concentacion (1.12%) s
watzbilidad s medncs a una sersana. Fn amencia de agemts somecruzants 3 evmbilidad se ve dastcaments reducida 3

72 (Tabla 1).

Takial. Tiempe de operaciia de los electrodos de grafito medificados con GOx con y sin A El depéaiin dal apante:
anirecrozanie (FA) se realing por lo meétndos a) v )
Metods  Concentraciom de GA (Vi)  Tiempe de operacion
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GOx ) Tk
GOx-GA 3 .03 £ samana
GOx-GA (3 1.12 | semuana
GOx-GA (1) .03 £ samanas
GOx-GA (1) 1.12 £ samanas
Fumovilizacidn de GOx com PLJy

La &0 fue fmmenilizada con PL-by a comcentraciones de 0.1 v 1884 por los mésodos ) y'b) desoribos aneriorments
pama T4 La evalnacicn de b activided de 12 ensima se Hevs a cabo o psedia calda etifzandn comse slecoedo de
mefsmenca &l ECE ¥ como contre-ulectrodo mn alanshee de pliting. TiEramdo amsbeos miétodos de mmovilizacitm v
para b dos comcentracicoes de PL-by, se obsernd un par redox alededor da -0.53% v 0297 W (Figura 4). Esios
meslizden coinciden so la posicidn & ks picos medox con low smcootrados al wilizer &l GA lo qee confimma la
pressncia ¥ actividad & GOx sobre <l grafte. Sin ecsbarg, las presbas de estabibdad v la acteridad cafalitica am
presuncis de ghicosa v enCEnTAD &8 process de aEpeIimendcion

(1T e

e
e /{/.—-'::a P
g Wiy / ':'_'-:-F:-:.
aml | #-:”'To
L~
. o -~
s i e gan)
£ 50— ’ .":..FH
L1 ] -:Ili -lll '-:‘ '.'::' JI:

HECHWY
Figura 4. VT dal slectrodn Grafite'Fex-PL-ty al 0.1 ¥ 10%: por ambos eitodes da depauito dal agento sntecmzants.

Comtidad adsorbada de (A p G034 sobee grofine

El caleelo da la cantidad promedio & enrira activa adsechida e realivg integremdo &l pico de meduccion de vamios
slectrodos utlizrands la eceacicn | s donds [ e el promedio de sorima inpscnilizada, (F es [ crgs duranie la
reaccion de reducciom, @ el mimero de electromes mamsfarides. o este caeo & igmal a 2, A &l Zrea geométrica dal
slectrodo v F as by constante da Faraday [11].

T=QmFA m
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Para al slectrodo da Grafio GOx s calonls wma cantidad promedio ds somine inmovilizads da B 28247 = 107 mal
e, Jo qee comepondaria a 459 x 10° molecels oo Despeds do podi b activided catlitica durants fres diss
comsecubitos an los cmales &l slecirodo e almacensba en BF a 4 "C. b evabmciim de la cantdad de snxma
inmovilizads disminuye 2 195915 x 10" mel cz® (Tabla J) dehido principalments 2l brvado de la exima Al
sxmlzar ol agemte etrecrazamte (XA e mejort L retuncitn ds Glm wobre ¢l grafmo impidisnds s remocicn 3z 1a
superfivia, cnamtificindens 1na cazsidsd promedic de GOx adsorhids de 161948 x 107" mol e que es imibr o
mavor a bo reportado por oo aubores per sjegplo: 13 x107" mol cm™® etizandn grafeme; 235 x107" maol cm’
* com carbem vitreo (CV) y nanotubos de carbene (NTC): ¥ 5.93=107"" mwl co™ con nafiee-CW-NTC [12].

Tabla . Cantidad de enrirsy adeorbida soboe pafo
—

Eleciredn Cantidad mol cm™
Grafito-GOx (172 determimacien)  B28847 m 10T
Grafto-G0x (3ra determinaciez) 195817 x 107"
Grafito-GOx-GA (0.0 161548 x 107"

Eurlsacdn de (v en wmr Bocelds microflidica mpe PPE

En =za celda & microfiwjo tipe PPF e utlizd como bicdnode a GOx depositzda sobre &l carbda FPF con =z amea
peomdtrica de .03 am’ ¥ comw cande plating, empleands una velocidad da fiwjo (VF) da 1.5 ml b cbtemiends un
potencial a cicnito abderte (PCA) do 0.5 V v una densidad de comriente (DC) & 52 pW ™. Al auentar b
velocidad del fujo a 3ol b 5o obweret un incremento de b donsidad de comiemte a 7.9 W an” paro 2l szmentarla
VF a §ml k' dsmimryt considerablerents 1a DC dehide posblemeste 2 by momocién de 1 enrima possio qua
mingin ageats enTecruzani fog utlirads (Figura I

[ aEEn
UCEAE

[ aLEE

LED A

AL+

|-aoms

ol

Bz EEth [ =] (=2 == Loty

Figur 5. Corvas da descarge & 0w sobre carhon tpo PPF
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Para evitar la remocion de la ensima sohre ol PPF (#rea peomética de 0.03 cm”) por ol aumesdn dal fujo se axples
EA v e obsarvt ma dismizecon del FCA de 0.3 V(Figea §), con una dewidad de corriente mxaxinea do 20 pW cm
2 .28V yuna VF de ¥ ml b masseniendows un desampedic constans de 1a celda de microfinjo duranim 15 deas. 5
hien b polencia ¥ [ densidad de comieets obienidas atn son pequefiy: para wxa aplicacion practica, la deosidad de
Commiemts & GOCuentANn por sncizg & algunas reportadas por ejemsplo: 138 a 18 mTW :m.':-:.l:q:l]-mdn-la.m:ima
sz pars o mdtede & adsorcicm diferemts. parn [a pomncia o5 baja e conparaciem a lea TED p"ilr'cm']mp-unaﬂn
como mawima hacta ol promcevn [13].

o0 mid em

Figema 6. Curvas de dascarpan de &0z con &A a diferentos velocidades do fjo

4. Concleziomes

%0 Jogrs by inmovilizacitm de la GOx wobme gafito por adordion sinspls, com un tempe de vida ot de hata T2 b,
com wma cantidad de sz adsorbida de 8.28947 x 107" mel cx®. La seifal veltirpgrométtica comesponds a la
oxidaciie-rednccicn dal cofctor FAD-FADH? lx cuzl & wma foncidn invers de la concentacion de ghicosa La
demnddad de corrients pxinw consegnida en b biocelda micrefiwidics uandos s sopled tmicaments 0w fus de §.2
uW cm™® con wm fejo de 9wl b, Al agregar GA conso inmevilisder se mejort el Seospo de vids ol el electrodo
de Grafite/G0m st 4 semames com mna canfidsd de GOx adeorbids de 161948 x 107" mol an™ en media calda, v
sm 1a calda de picrofiuje s alcanzs mma densided de comiente de 20 WW cm'* 2 029 Va m fnjo de ¥l b, conm
tempe de operacidm de kst 15 dias. Finalmemde, los msulizdos pralimimames com la FL-ly como agenin
5. Apradecimiento:

%o agradocs a by Universidad Autcmeom de Jrearéaro por b beca omrgada v we amadece 2 ANR-COMACYT por el
finamziamignte chenids 3 oaves dal proyecis 163114,
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SUPERIOR TEACTING

SUPERIOR TEACHING

CENTRO DE ENSENANZA SUPERIOR DEL IDIOMA INGLES

A QUIEN CORESPONDA:

El que suscribe Mtro. Jestis Manuel Salman Tagle, Director de éste Centro de
Ensefianza Superior del Idioma Inglés, Superior Teaching, incorporado a la Secretaria de
Educacién como Centro de Capacitacién para el Trabajo bajo la clave 32PBT0098G hace

CONSTAR

Que Ricardo Antonio Escalona Villalpando presenté el examen TOEFL para

valoracién en nuestra Institucién dando como resultado:

520 Puntos
Cabe mencionar que el resultado anterior corresponde a la siguiente formula:

LISTENING COMPREHENSION 51PTS
WRITTEN EXPRESSION 52 PTS
READING COMPLEHENSION 53 PTS

Se suman los puntos los cuales se dividirin entre tres para después multiplicarlos por diez.
Se extiende la presente a solicitud del interesado para los fines y usos legales
inherentes al mismo. g

Ciudad de Zacatecas a los veintitn dias del mes de Julio del afio 2014.

Atentamente

SECRETARIA DE EDUCACION
CENTRO DE

Mtro. Jesus
Director General TACATECAS. 2AC

el Salman Tagle

Calzada Francisco Garcia Salinas No. 335 A, Zona Conurbana, Guadalupe, Zac. Tel, 9 98 01 80




Querétaro, Querétaro 5 de Junio del 2013

M. en C. Beatriz Del Rocio Verduzco Cuéllar

PRESENTE

Por medio de la presente nos dirigimos a usted agradeciendo la exposicién impartida por el
alumno de la Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental Ricardo Antonio Escalona Villalpando y
titulada: “Disefio de biodnodos a partir de la glucosa oxidasa (GOx) para su aplicacion en

biomicroceldas que usan glucosa como combustible” impartida el dia 28 de mayo del 2013.

Con la finalidad de dar a conocer las nuevas tendencias en biomateriales utilizados en microceldas

de combustible.

Esperando que se continue enriqueciendo el vinculo entre instituciones educativas.

\

Dr. Luis Gerardo Arriag‘é Hurtado
Coordinador de Sistemas
Electroquimicos de Energia
CIDETEQ




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE FILOSOFIA

Querétaro, Querétaro 03 de Junio del 2013

M. en C. Beatriz Del Rocio Verduzco Cuéllar
Coordinadora Académica y Administrativa Campus Aeropuerto
PRESENTE

Por medio de la presente me permito informarle que el alumno Ricardo Antonio
Escalona Villalpando, de la Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental, imparti6 el tema
“Contaminacion en agua y suelo; panorama actual y nuevas tecnologias para su
tratamiento” en la Licenciatura en Desarrollo Humano para la Sustentabilidad. Dicha
exposicion se llevé a cabo como parte de la materia de Gestion Ambiental el dia 22 de

mayo del 2013, con una duracion de dos horas.

Esta actividad contribuy6 a cumplir el objetivo del alumno en el programa de difusion de
la Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental y fortalecié el proceso de ensefianza -

aprendizaje en la materia de Gestion ambiental.

Sin més por el momento quedo de usted en espera de seguir fortaleciendo el vinculo

entre ambos programas educativos dentro de nuestra institucion.

ATTE.

e

Dra. Monica Ribeiro Palacios
Docente de la Material

. Vo. Bo. S;%

7 X
s

Dr%l(’e(e:r if Caballero
Coordinador de la Licenciatura

+

16 de Septiembre No. 57 Centro Histérico C.P. 76000 Santiago de Queréiaro, Qro
Tel 01 (4427) 192 12 00 Exts. 5801 y 5602 www.vaq.mx/filosofia direccion fiiosofia@yahoo.com. mx
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
Facultad de Ciencias Quimicas IN'FIQC

Instituto de Investigaciones en Fisicoquimica de Cérdoba ,v

Departamento de Fisico Quimica

Ciudad Universitaria, 5000 Cérdoba, CON g
FAX 54-351-4334188; TE 54-351-4334169/80 B
E-mail:grivas@mail.fcq.unc.edu.ar u N G
ARGENTINA

Prof. Gustavo A. Rivas
Cérdoba, 2 de mayo de 2014

Para ser presentado ante quien corresponda

El Lic. Ricardo Antonio Escalona Villalpando ha trabajado en el INFIQC,
Departamento de Fisico Quimica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cérdoba bajo mi direccién desde el 3 de marzo de 2014 al 2 de mayo
de 2014. En ese periodo realiz6 tareas de investigacién relacionadas con el
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Sociedad Mexicana del Hidageno A.C.

La Universidad Politécnica de Aguascalientes y la Sociedad Mexicana
del Hidrégeno otorgan el presente
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a.
R.A. Escalona-Villalpando, M. Galvan-Valencia, L.G. Arriaga-
Hurtado, S.M. Durén-Torres, ). Ledesma-Garcia.

Por su valiosa participacion con el tema
Inmovilizacién de la glucosa oxidasa para su
evaluacion como catalizador andédico en una biocelda -
microfluidica de glucosa.

Xl Congreso Internacional de la Sociedad
Mexicana del Hidrogeno

Realizado en la ciudad de Aguascalientes, Ags., del 29 de julioal 2 de
agosto de 015. \/

N
onreal Avila Dr. Javier Dééguez Varela

Rector de la Universidad Politécnica Presidente/de la Sociedad Mexicana
de Aguascalientes del Hidrégeno




ABREVIATURAS

HW
3-AMP

ASE

Au

BCC
BCCE
BCCM
BCH-pF
BF
BOD

BQ

CC
CDH
CDH
CS
CVv
DA

ECS
EDC
ENH

FAD
FADH;
Fc

Microwatts

3-mercaptopropiénico

Area geométrica del electrodo
Armstrong

Area superficial electroactiva

Oro

bioceldas de combustible

bioceldas de combustible enzimaticas
bioceldas de combustible microbianas

Biocelda de combustible hibrida microfluidica

Solucién amortiguadora de fosfatos
Bilirrubin oxidasa

p-benzoquinona

Concentracion del combustible
Celdas de combustible

Celobiosa deshidrogenasa

Celobiosa deshidrogenasa

Quitosan

Carbon vitreo

Dopamina

Potencial formal

Electrodo Calomel Saturado
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Electrodo normal de hidrogeno
Constante de Faraday

Flavin Adenin Dinucledtido

Flavin Adenin Dinucleétido (reducido)
Ferrocencarboxaldehido
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FTIR

Na,HPO4
NEC

NF

NHC
NHS
NPsC
NTCMP
PCA

PDH
PEGDGE
PEM

Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier
Combustible utilizado
Glutaraldehido

glucosa deshidrogenasa

Electrodo de grafito

Glucosa

Glucosa Oxidasa

Horas

corriente

Maximo pico anodico

Méaximo pico catédico
Iso-propanol

Fosfato de potasio monobasico
constante de velocidad de la transferencia de electrones
lacasa

Molaridad

Miligramos

Mililitros

Milimolar

Molivolts

Numero de electrones transferidos
Fosfato de sodio dibasico
Nanoesferas de carbono

Nafion

Nanohojas de carbono
N-hidroxisuccinamida
Nanoparticulas de carbono
Nanotubos de carbono de multipared
Potencial a circuito abierto
Piruvato deshidrogenasa
Poli(ethilenglicol) diglucidileter
Proton Exchange Membrane
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Poli-L-lisina
Pt

Q

S

SF

STM

TDE

TEM

ucC

VvC
VCA
VPD

PLL

Platino

Carga de la reaccién de reduccion u oxidacion
Segundos

Superficie de seda

Sacnning tunneling microscopy
Transferencia directa de electrones
Transferencia de electrones con mediador
Union covalente

Volts (voltaje)

Voltamperometria ciclica

voltaje a circuito abierto

Voltametria de pulso diferencial

Watts (potencia)

coeficiente de transferencia de electrones
Promedio de enzima inmovilizada

Separacion de los picos de oxidacion y reduccién

Energia libre de Gibbs
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