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RESUMEN

En este trabajo se evalu6 a la enzima lacasa de Trametes versicolor inmovilizada en estructuras
nano/micro porosas de carbon para desarrollar biocatodos que funcionen en una celda hibrida y una
biocelda de combustible. Estos biocatodos fueron evaluados en configuracion de media celda con la
técnica electroquimica de voltamperometria ciclica. Primero la evaluacion de la inmovilizacion de la
Lc se realizd sobre materiales de carbon 2D carbdn vitreo y carbon grafito y luego en estructuras 3D,
nanofoam y toray; encontrando que estos materiales presentan alta capacitividad y es complicado
identificar la reduccion de la lacasa sin ayuda de mediadores. El método de inmovilizacién que se
eligio fue el de inmersion por ser el que mejor definio el efecto de la reaccion de reduccion del
oxigeno en presencia de la lacasa. También en media celda se hicieron adiciones de ABTS y de H,O»
para evaluar la bioelectroactividad de la lacasa dentro de las estructuras 3D en presencia y ausencia
de oxigeno en el catolito, encontrando que existen competitividad por la reduccién del oxigeno en
presencia de peroxido.

Con la celda hibrida se obtuvieron resultados superiores respecto a otros reportados anteriormente en
este tipo de celdas, siendo el de la celda con electrodos de toray el mas alto, con valores de voltaje de
0.91 V, densidad de corriente de 33 pA cm™2 y potencia de 17 mW cm™2.

Por otro lado en la biocelda de combustible se obtuvieron resultados maximos de 0.44V,

2y 2.7mW c¢cm™? en nanofoam y 0.60 V, 0.35 mA cm™2 y 0.12 mW c¢m™2 en toray.

11mAcm~
Por medio de los experimentos en celda completa se encontrd que la incorporacion de gluteraldehido
como agente de entrecruzamiento favorece a evitar la lixiviacion de las enzimas y los nanotubos de
carbono favorecen la transferencia electronica dentro de la estructura porosa, viéndose reflejado en

una mejor eficiencia de las celdas tipo air-breathing.

Palabras clave: Lacasa, celda hibrida, biocelda, nanofoam, toray.
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1. Introduccion.

Dentro de las opciones para el aprovechamiento e implementacion de fuentes alternas de energia son
varias, entre las que se encuentran el aprovechamiento de la energia quimica contenida en diversas
sustancias por medio del uso de celdas de combustible (CC) que transforman el combustible a partir
de la energia quimica en eléctrica. Las enzimas tienen un alto potencial de aplicacion en CC como
catalizadores por sus caracteristicas intrinsecas como una alta actividad catalitica a pH cercano al
neutro y temperatura ambiente, alta selectividad, bajo costo de produccion y versatilidad (gran
variedad de combustibles), pueden reutilizarse y la reacciéon no produce subproductos toxicos (como
el CO y CO,). Sin embargo, tienen ciertas desventajas como la desnaturalizacion proteica, baja
transferencia electronica (TE), inactividad debida a ciertos iones y un ineficiente acoplamiento entre

enzima y electrodo.

Las CC se diferencian la generacion tradicional de energia en forma de calor de combustion, ya que
funcionan combinando quimicamente las moléculas de un combustible y un oxidante para producir
la energia, prescindiendo de las ineficiencias y la contaminacién de la combustion tradicional.
Cuando la CC incorpora un elemento bioldgico en un electrodo (enzimas o bacterias) y uno abidtico
en el otro se le llama celda de combustible hibrida (CCH) y cuando se utilizan enzimas en ambos
electrodos se le llama biocelda de combustible (BCC). Este tipo de celdas tienen una alta aplicacion
en el area de produccion de energia y dispositivos implantables; ademas de que el uso de

biocatalizadores las hace muy atractivas desde el punto de vista ambiental y biomédico.

En BCC y CCH anteriormente reportadas, se utilizan mediadores redox para transferir los electrones
entre el sitio activo de la enzima y la superficie del electrodo, sin embargo estos mediadores limitan
la aplicacion de las BCC como dispositivos implantables por la estabilidad y la toxicidad de estos. Es
por ello que en la busqueda de mejorar la TE directa, se utilizan como electrodos dos tipos de
materiales de carbon nano/micro porosos, favoreciendo asi el aprovechamiento de los electrones del

sitio catalitico de la enzima al electrodo.

La tesis se divide en tres capitulos; en el capitulo uno se aborda la forma en que las enzimas se

incorporan a los electrodos nano/micro estructurados por diversas metodologias y su andlisis en

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro. 12
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configuracion de media celda. Se identifica a la Lc de forma electroquimica y se mencionan las
ventajas de utilizar el agente entrecruzante glutaraldehido (GA) y los nanotubos de carbono (NTC)

para favorecer la TE.

El segundo capitulo trata de los experimentos en una celda de combustible microfluidica (uCC)
hibrida utilizando en el catodo a la Lc-GA-NTC, mientras que en el anodo se usan dos materiales

inorgéanicos, Auy Au/Ag.

En el tercer capitulo aborda todo respecto a la BCC, los tipos de enzimas empleadas, las condiciones

y las variaciones que se le pueden hacer a este tipo de dispositivos.

La combinacion de entidades bioldgicas y dispositivos bioelectronicos induce a un area
multidisciplinaria de bioelectronica, dentro de ello las BCC representan una forma interesante de
generar energia en o para microdispositivos. Este estudio otorga evidencia acerca de las ventajas de
inmovilizar enzimas en materiales de alta area superficial, ademas de que contribuird en el estudio
electrocatalitico de la Lc en la RRO y a la informacién actualmente reportada respecto al uso BCC y

CCH incluyendo el concepto de CC nano/micro fluidicas que toman el oxigeno del aire.

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro. 13
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2. Hipotesis.

La enzima Lc de Trametes versicolor inmovilizada con un agente entrecruzante dentro de estructuras
tridimensionales de carbono de alta area superficial, favorecera la reaccion de reduccion del oxigeno
tomado del aire, mejorando el desempefio de una biocelda o celda hibrida que usa glucosa como

combustible.

3. Objetivos.

3.1. General.

* Desarrollar y evaluar biocatodos basados en la enzima Lc para su aplicacion dentro de una

biocelda y una celda hibrida de combustible.

3.2. Especificos.

Inmovilizar la enzima Lc dentro de dos tipos de estructuras de carbén nano/micro estructurado

por diferentes metodologias, utilizando gluteraldehido como agente de entrecruzamiento.

* Incorporar nanotubos de carboén multipared junto con la enzima Lc, para favorecer la
transferencia de electrones.

*  (Caracterizar electroquimicamente en media celda los electrodos de carbon nano/micro porosos
con la enzima Lc inmovilizada, con y sin mediador y optimizar su desempefio en la reaccion
de reduccion de oxigeno.

e Evaluar el desempeiio de los biocatodos para la reaccion de reduccion de oxigeno en una celda

de combustible hibrida y enzimdtica que usa glucosa como combustible.

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro. 14
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4. Antecedentes.

4.1. Nanotecnologia y fuentes renovables de energia.

La frase “There’s plenty of room at the bottom” (en espanol: "hay mucho espacio en el fondo")
generalmente es considerada como el primer reconocimiento del potencial de Nanotecnologia. El
fisico Richard Feynman en 1959 exteriorizd en una famosa conferencia la posibilidad de
manipulacion y control de la materia a pequefia escala. A partir de ello se aceleraron los novedosos

avances en la ciencia de la nanoescala y la tecnologia en el sector de energia.

En 2014, una publicacion del World Energy Outlook, estimd que la produccion global de energia se
duplicaré en los proximos veinte afios. Dentro de esta cifra, se espera que la produccioén de energia
renovable crezca en un 57 %. La mayor parte de las tecnologias de fuentes de recursos renovables,
como celdas de combustible, celdas solares, hidrogeno como combustible, biotecnologia y nuevos
materiales, son todo un campo creciente y una industria de investigacion, tecnologia y fabricacion.
La ciencia en nanoescala y la tecnologia aceleraran la puesta en préctica de esta nueva industria. Sin
embargo, el mayor desafio es identificar las oportunidades tnicas en la creacion de una generacion
sustentable de energia, almacenamiento y distribucion, ya que existe un desequilibrio en el uso de la
energia fosil y energia de fuentes renovables.

Particularmente en México, el manejo de la investigacion en energia es una de las cuestiones que
definiran el curso de las reformas politicas en los afios venideros. Las buenas noticias son que los

productos emergentes proveeran mucho en el crecimiento econdémico.

En la actualidad, la demanda crece rapidamente para utilizar sistemas de energia que impulsen
dispositivos cada vez mas grandes. La investigacion debe hacer un progreso substancial en la
electroquimica y la ciencia de materiales para imitar y aumentar, el empleo y el suministro actual de
energia, hasta que las técnicas de nano-produccion se conviertan en procesos diarios en manufactura
de materiales para el sector energético. Comparado con los materiales tradicionalmente usados en
una sola estructura, los nanomateriales ofrecen propiedades tinicas como alta area superficial, realzan

la reactividad electroquimica y mejoran la eficacia y la flexibilidad estructural.

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro. 15



Tesis de Licenciatura

La comercializacion de la nanotecnologia ya ha comenzado, ha habido un aumento significativo de
interés en materiales y tecnologias que contienen elementos nanométricos con funciones especificas,
los cuales abarcaran todos los sectores industriales, desde electronica hasta medicina. Las
expectativas en el crecimiento del sector energia, s6lo pueden ser comprendidas a través de
aplicaciones cuya complejidad y especificaciones demanden esfuerzos estratégicos, integrados y

multidisciplinarios.

4.2. Enzimas.

4.2.1. Generalidades de las enzimas.

Los enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones quimicas celulares. Los
pesos moleculares de las proteinas enzimaticas oscilan desde unos 12 kD hasta mas de un millén.
Son muy eficaces como catalizadores ya que son capaces de aumentar la velocidad de las reacciones
quimicas mas que cualquier catalizador artificial conocido, y ademés son altamente especificas
(Ansari & Husain, 2011). Sin embargo, los enzimas pierden su actividad catalitica cuando sufren
desnaturalizacion. Ademas, las enzimas, al igual que otras muchas clases de proteinas, presentan un
centro activo a través del cual interactiian con las moléculas del sustrato (Talbert & Goddard, 2012),
mediante un acoplamiento espacial y quimico de interacciones débiles. Tanto la actividad catalitica
como el elevado grado de especificidad quimica que presentan los enzimas residen en esta

interaccion especifica entre el enzima y su sustrato.

El centro activo es una cavidad existente en la superficie del enzima que esta cubierta interiormente
por una serie de aminoacidos (Figura 1). En cuanto al resto de los aminoéacidos que no forman parte
del centro activo, tienen la funcién de mantener la conformacion tridimensional cataliticamente

activa del enzima.
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Figura 14.2
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Figura 1. Representacion esquematica del centro activo de una enzima.

Adaptado de http://www.bionova.org.es.

Las enzimas aumentan la velocidad de las reacciones quimicas combinandose transitoriamente con
los reactivos de manera que estos alcanzan un estado de transicidn con una energia de activacion
menor que el de la reaccion no catalizada. Uno de los métodos desarrollados en el estudio de la
cinética enzimadtica fue por Leonor Michaelis y Maud Menten, que en la actualidad sigue siendo de
gran utilidad. Consiste en analizar como varia la velocidad de las reacciones catalizadas
enzimdticamente en funcién de algunos parametros experimentales como la concentracion del
sustrato o la de la propia enzima (Figura 2). En este método, cuando se mide la velocidad inicial de
la reaccidn catalizada enzimdaticamente se observa que para concentraciones de sustrato bajas la
velocidad de reaccion es proporcional a dicha concentracion, pero a medida que la concentracion de
sustrato aumenta la velocidad de reaccion deja de ser proporcional hasta que llega a ser totalmente
independiente de la concentracion del sustrato y se aproxima asintéticamente a un valor maximo que
es caracteristico de cada enzima y que se conoce como velocidad maxima (Vnax). Entonces la enzima
se halla saturada por el sustrato. La concentracion de sustrato a la cual la reaccion alcanza la mitad
de su velocidad maxima se conoce con el nombre de constante de Michaelis-Menten (Km). Km es un

valor caracteristico de cada enzima y constituye una medida de la afinidad de la enzima por el
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sustrato: valores bajos de Km indican una alta afinidad mientras que valores altos representan una

baja afinidad.

Figura 14.4 S 5
A o (Ehits
0.35 -

ATV R e e S i e S e et T =
0.30 1 =

0.25 1
0.20 1
0,5 Vmax - -
0.15

0.10

Velocidad inicial de reaccién

0.05 1

0.00

[S]

0 Km 1000 2000 3000 4000
Concentracién de sustrato

Figura 2. Cinética enzimatica Michaelis-Menten.

Adaptado de http://www.bionova.org.es.
> Clasificacion.

El sistema de clasificacion enzimatica divide a las enzimas en seis clases principales, cada una de las
cuales se divide a su vez en subclases y éstas en sub-subclases atendiendo al tipo de reaccion
catalizada. Cada enzima es designada de tres modos: 1) un nombre recomendado, generalmente corto
y apropiado para su uso habitual, 2) un nombre sistematico que identifica la reaccion que cataliza, y
3) un numero de clasificacion, que se emplea cuando se precisa una identificacion inequivoca de la
enzima. En el nimero de clasificacion EC, el primer digito indica la clase a la que pertenece la
enzima, el segundo digito indica la subclase; el tercer digito la sub-subclase y el cuarto digito

identifica inequivocamente a la enzima.

4.2.2. Factores que afectan la actividad enzimatica.

> pH.
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La mayoria de los enzimas presentan un pH 6ptimo para el cual su actividad es maxima; por encima
o por debajo de ese pH la actividad disminuye bruscamente, con lo que se desnaturalizan y pierden
su actividad. En la mayor parte de los casos el pH optimo est4 proximo a la neutralidad, pero existen
enzimas con pH 6ptimo muy diverso segun sea el pH del medio en el que habitualmente actiian y

algunas otras a las que el pH no les afecta en lo absoluto.

» Temperatura.
Al igual que ocurre con la mayoria de las reacciones quimicas, la velocidad de las reacciones
catalizadas por enzimas se incrementa con la temperatura. La variacion de la actividad enzimatica
con la temperatura es diferente de unas enzimas a otras en funcidon de la barrera de energia de
activacion de la reaccion catalizada. Sin embargo, cuando se alcanza una temperatura critica en una
reaccion enzimatica se produce un brusco descenso de la actividad. Este efecto no es mas que un

reflejo de la desnaturalizacion térmica de la enzima.

» Inhibicion.
Existen una serie de sustancias, llamadas inhibidores, que inhiben o anulan la accion de los enzimas
sin ser transformados por ellos. La inhibicion enzimatica puede ser irreversible o reversible, esta
ultima comprende a su vez tres tipos: inhibicion competitiva (el inhibidor ocupa el centro activo),
acompetitiva (el inhibidor afecta el complejo enzima-sustrato) y no competitiva (el inhibidor puede
combinarse con el enzima libre o bien con el complejo enzima-sustrato) (Yang X. Y., Tian, Jiang, &

Su, 2012).

4.2.3. Métodos de inmovilizacion enzimatica.

El concepto de inmovilizacion enzimdtica representa un importante avance para las BCC.
Dependiendo la naturaleza del apoyo, y las propiedades y la estabilidad de la biomolécula, varios
métodos pueden ser usados para inmovilizar la enzima en un electrodo, recordando que el
funcionamiento de TE depende fuertemente del procedimiento de inmovilizacion (Kjeang, Djilali, &
Sintona, Microfluidic fuel cells: A review, 2008). Por lo general estos métodos conducen a la

formacion de una capa al azar orientada, sobre la superficie de un electrodo o en las cavidades
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formadas debido a la porosidad de la matriz (Sheldon, 2007). De forma general, existen tres métodos

de inmovilizaciéon (Figura 3).

1. Adsorcién. La adsorciéon en un soporte es un proceso simple y reversible, permitiendo la
reutilizacién tanto de enzimas como del soporte. Los sustratos son diferentes estructuras
preformadas, como esponjas, fibras, hojas, espumas. La eficacia de esta inmovilizaciéon depende de
las caracteristicas fisicoquimicas de los procedimientos (como el valor de pH y la fuerza idnica) y
soportes (como el tamafio de poro y la forma, asi como propiedades hidrofilas e hidrofobas). Este
proceso de adsorcion puede ser usado para inmovilizar muchas proteinas activas. Sin embargo, la

facil lixiviacion limita el desarrollo y su uso practico y funcional en BCC.

2. Por atrapamiento. El atrapamiento a un soporte es un método prometedor para conservar las
entidades bioldgicas, ya que las matrices poliméricas o inorgéanicas son formadas directamente en la
presencia de las enzimas. Las ventajas del método de atrapamiento incluyen un proceso de sintesis
facil, buena estabilidad, porosidad variable y buena resistencia al ataque microbiano. Ademas, las
estructuras porosas generadas, por ejemplo con el método de sol-gel, pueden proporcionar un buen

entorno acuoso y buena estabilidad fisioldgica para la especie atrapada.

3. La unién covalente. Las enzimas activas son conectadas a un soporte (como nanoporos,
nanoparticulas o nanofibras) por enlaces covalentes. En general, la estabilidad de las enzimas puede
ser mejorada por la unién covalente en el proceso. Sin embargo, la union covalente de proteinas
inmovilizadas muestra actividad catalitica inferior que las proteinas individuales, debido a las
limitadas conformaciones manteniendo su actividad, en la interaccién quimica con el soporte. El
glutaraldehido (GA) es generalmente el agente de entrecruzamiento mas usado porque es de bajo
costo y comercialmente muy disponible. El GA es una molécula pequea y reactiva que puede entrar
en la estructura interna de una proteina y reaccionar con los residuos amino de la enzima. Si se usa
muy poco reactivo entrecruzante, la enzima estard muy flexible en la estructura; mientras que si se
usa en grandes cantidades se pierde la flexibilidad minima que se requiere para conservar la

actividad catalitica (Matijosyte, Arends, de Vries, & Sheldon, 2010).
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Figura 3. Representacion esquematica de los métodos de inmovilizacion.

Adaptado de (Sassolas, Blum, & Leca-Bouvier, 2011).

Una configuracion de electrodo Optimamente disefiada tiene que asegurar que la distancia de
transferencia de electrones entre una biomolécula redox inmovilizada y la superficie del electrodo es
hecha tan corta como posible. Ademads, la biomolécula inmovilizada debe tener una orientacion
apropiada, que también deberia facilitar la comunicacion entre el centro activo de la biomolécula y la
superficie de electrodo. Para conseguir alta estabilidad de las enzimas inmovilizadas, lo mas
importante es el acoplamiento de tamafios entre el tamafio de poro y didmetro molecular de la enzima
o complejo enzimatico (Jungbae, Ji, & Wang, 2007); aunque también influye el pH del medio, el tipo
de soporte y los grupos funcionales que contenga (Poulpiquet, Ciaccafava, & Lojou, 2013). Mas
particularmente, la inmovilizacion puede proteger la Lc de la desnaturalizacion por co-disolventes

organicos, extendiendo asi su vida media (Figura 4).
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Tecnologias de inmovilizacion

Adsorcion E. Covalente Atrapamiento
Métodos Susceptible a Alta estabilidad, Proceso simple v
lixwviarse baja actividad alta estabilidad.
Estructura 0D Estructura 1D Estructura 2D Estructura 3D
So portes Nanoparticulas Nanofibras y Nanecapas y Nanoporos v
nanotubos nanohejas nanoarreglos
Poliméricos De carbon Nanomeétricos Por sol-gel Compositos
Materiales Polimeros En tubo, fibra. Semiconductores, Nanoparticulas v Combinacion de
conductores v esponja, hoja, metales, oxidos, otros arregles de dos o mas tipos
funcionales peroso... ceramicos sintesis por sol-gel de materiales

Figura 4. Esquema de las tecnologias de inmovilizacion.

Adaptado de (Yang X.-Y., Tian, Jiang, & Su, 2012).

La técnica de entrecruzamiento de proteinas, via reaccion de un agente bifuncional como el GA, a los
grupos NH» en la superficie de la proteina, fue inicialmente desarrollado por Doscher en 1963
(Doscher & F.M., 1963). Desde ese entonces se han investigado fuertemente las propiedades
derivadas del entrecruzamiento para conservar la actividad y favorecer la estabilidad de una enzima

inmovilizada.

4.2.4. La lacasa (Lc) y sus aplicaciones.

La primera Lc descrita fue en 1883, siendo una de las primeras enzimas descritas. Las Lc son
enzimas oxidoreductasas multicobre que catalizan la oxidacion de fenoles sustituidos, anilinas y
tioles aromaticos con la reduccion simultanea de oxigeno a agua. Las Lc han sido clasificadas en dos
grupos conforme a su fuente, de planta y de hongos. Sin embargo algunas otras también han sido
identificadas en la bacterias (Givaudan et al., 1993; Martins et al., 2002) e insectos (Barrett, 1991).
Las funciones biologicas de la Lc se extienden desde la sintesis de quitina o lignina (en los insectos y
plantas superiores, respectivamente), degradacion de los acidos hiimicos y sintesis de melanina (en
hongos) hasta a papeles relacionados con la pigmentacion, resistencia de esporas y patogénesis (en

bacterias). La caracteristica clave de las Lc es el potencial redox estandar del sitio T1. En todas las
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oxidasas multicobre se ha encontrado que la distancia entre el centro T1 y el sitio T2/T3 esta en el
rango entre 12 - 14 A. Los valores de este potencial redox en diferentes tipos de Lc han sido
encontrados estando entre 430 y 790 mV contra el electrodo normal de hidrogeno (NHE) (Shleeva, et
al., 2005).

Por otro lado, el cobre es un elemento esencial en seres vivos, estd presente en concentracion de
partes por millon. Es un cofactor clave en una serie de diversas reacciones bioldgicas redox y en el
transporte de oxigeno (Lewis y Tolman, 2004). Un rasgo muy notable de las proteinas con cobre es
que funcionan casi exclusivamente en el metabolismo de O, o compuestos NOy y con frecuencia son
asociados con la oxidacion de radicales organicos/inorganicos. Aunque el centro de cobre sea similar
para todas las Lc, hay significativas diferencias en las propiedades termodinamicas y cinéticas

observadas, dependiendo la fuente de la enzima (Freire, Pessoa, Mello, & Kubota, 2003).

La Lc de Trametes versicolor (E.C. 1.10.3.2) posee un tamafio aproximado de 6.5 x 5.5 x 4.5 nm y
una masa molecular de 70 kDa (Shervedani & Amini, 2012). A partir de estudios espectroscopicos y
cristalografia de rayos x se sabe que dentro de su estructura (Figura 5) posee cuatro &tomos de cobre
que se organizan en tres sitios: T1, T2 y T3. El cobre T1 se encuentra a unos 0.65 nm por debajo de
la superficie de la enzima y los centros T2 y T3 se encuentran muy juntos y forman un clister de
cobre trinuclear (T2/T3). El sitio T2/T3 se encuentra a unos 1.2 nm dentro de la molécula. El cobre
T1 esta conectado al sitio T2/T3 trinuclear por un tripéptido de histidina-cisteina-histidina (Ivnitski

& Atanassov, 2007).
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Figura 5. Sitios activos de la Lc de Trametes versicolor.
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El mecanismo aceptado para la Lc sugiere que los electrones intramoleculares son transferidos desde
el grupo donante al aceptor a través de un mecanismo de salto. Los iones de cobre contenidos dentro
de la estructura de la proteina llevan a cabo las reacciones de transferencia de electrones al cambiar
sus estados de oxidacion entre Cu(Il) y Cu(l). El T1 transfiere intramolecularmente los electrones
desde el sustrato o mediador al cltster redox T2/T3. Luego, el T2/T3 desempefia un papel clave en la
reduccion del oxigeno a agua, ya que entre los dos 4&tomos de cobre T3 hay un ligando de oxigeno,
ya sea OH™ 6 0?7, que se coordina con los iones de cobre en el T2 y T3. Posteriormente, el oxigeno
entra al claster T2/T3 a través de cualquiera de dos canales en la molécula para que el centro de
cobre trinuclear, totalmente reducido, reaccione con el oxigeno molecular para generar un peroxido

intermediario y finalmente, el oxigeno molecular ser reducido a agua (Riva, 2006):

2+

4
0, + 4H* + 4~ —— 2H,0

El sitio T1 es el aceptor de electrones producto del analito reducido, por lo tanto la Lc sélo reducira
analitos con potenciales similares o ligeramente mayores que el potencial redox del sitio T1 (Garcia-

Arellano, Fink, Mufioz-Hernandez, Vacikc, Hnatowicz, & Alfonta, 2014).

La gran especificidad por un sustrato, el uso de oxigeno molecular como aceptor de electrones y la
generacion de agua como unico producto de reaccion, son los responsables de la alta aplicabilidad de
la Lc. Por su alta especificidad en los procesos de oxidar muchos compuestos (principalmente de tipo
fenolico) pueden ser utilizadas para la desintoxicacion de xenobiodticos y residuos de aguas
industriales, asi como para el tratamiento biotecnoldgico de productos industriales y en la
manufactura de plésticos, papel, colorantes, pesticidas y antioxidantes. En los hongos, las Lc
catalizan reacciones de desmetilacion, un importante paso inicial del proceso de biodegradacion de la
cadena de polimerizacion de la lignina, donde los productos de degradacion son fenoles. Sin
embargo en presencia de mediadores, las Lc también pueden intervenir en la oxidacion de substratos
no fenodlicos. En otra aplicacion, las Lc se han inmovilizado en distintos tipos de soporte para la
elaboracion de bioelectrodos, con el fin de ser usados como biosensores 0 como componentes de una

BCC.

4.3. Celdas de combustible.
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4.3.1. Generalidades de las celdas de combustible.

Una CC genera energia eléctrica por medio de reacciones electroquimicas entre un combustible y un
oxidante. Para acelerar las reacciones, son comunmente usados catalizadores metalicos como el
platino. En el lado de 4nodo, el combustible es consumido y oxidado para liberar electrones que
fluyen por un cable externo, mientras reducen el oxidante aceptando electrones en el catodo. Para
reducir al minimo la mezcla de reactante, los compartimentos anddico y catddico son separados por
una membrana proténica o idnica, comunmente llamada membrana intercambiadora de protones
PEM (por sus siglas en inglés) (Figura 6). Durante la operacion de CC, los iones son transferidos
por esta membrana y finalmente alcanzan el catodo para completar la reaccion. Una amplia gama de
usos de las CC incluye el transporte, electronica de uso doméstico, y sistemas de poder inmoviles.
Por ejemplo, las CC pueden ser una fuente de poder para vehiculos eléctricos como una alternativa

limpia y eficiente a motores de combustion internos.
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Figura 6. Esquema del funcionamiento general de una CC.
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Cuando ambos electrodos son enzimaticos se le llama biocelda de combustible (BCC); mientras que
si uno de los electrodos es de un material inorganico y el otro enzimatico se le llama celda de
combustible hibrida (CCH). Las BCC y CCH usan a las enzimas como catalizadores para producir

dicha energia eléctrica.

4.3.2. Celdas de combustible microfluidicas.

Una celda microfluidica (WCC) se define como un dispositivo que incorpora los componentes
fundamentales de una CC en un canal microfluidico y sus paredes. Las celdas microfluidicas o las
celdas de flujo laminar, representan un tipo relativamente nuevo de tecnologia basada en métodos y
materiales de bajo costo que operan sin membrana y su configuracion consigue que el microflujo
laminar natural mantenga la separacion suficiente entre el flujo del combustible y el flujo del
oxidante (Kjeang, Raphaelle, Harrington, Djilali, & Sinton, 2008). Las celdas microfluidicas
proveen ventajas unicas: el flujo del combustible y oxidante se pueden combinar en un mismo
microcanal, con lo que se reduce la demanda de flujo y su estancamiento. Este tipo de celdas
aprovechan el darea superficial de los soportes nano/micro estructurados y asi el combustible es
oxidado por los catalizadores no sélo en la superficie, sino también en su interior, algunas celdas de
este tipo han sido reportadas anteriormente ( (Zebda, et al., 2009), (Zebda, Gondran, Le Goff,
Holzinger, Cinquin, & Cosnier, 2011), (Kjeang, Djilali, & Sintona, Microfluidic fuel cells: A review,
2008), (Lee & Kjeang, 2010), (Beneyton, Wijaya, Salem, Griffiths, & Taly, 2013)).

Hay otras que aprovechan el area interior de los electrodos, éstas se llaman celdas microfluidicas
tridimensionales (LWCC) (Ortiz-Ortega, et al., 2014). Sin embargo, hay tres problemas principales
para las enzimas como electrocatalizadores: (i) las enzimas son moléculas por lo general muy
grandes, de modo que la densidad catalitica puede ser baja; (ii) los sitios cataliticamente activos por
lo general estan ocultos; y (iii) enzimas son a menudo inestables bajo ciertas condiciones ambientales

de pH y temperatura, es decir, la durabilidad a largo plazo es dificil de alcanzar.

4.3.2.1. Bioldgicas - BCC.
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Desde los afios 1970, la investigacion de electrocatélisis por enzimas ancladas a electrodos atrajo
creciente atencion sobre los estudios basicos del mecanismo catalitico y sus aplicaciones en BCC.
Con los avances en la tecnologia de inmovilizaciéon, sobre todo la ciencia de materiales, otras

innovaciones fueron desarrolladas en el disefio de BCC a lo largo de los afios 1980 y 1990.

Con estas caracteristicas, las BCC podrian ocupar mercados tecnologicos importantes, por ejemplo
como fuentes de poder implantables, o para sensores autoimpulsados. Una serie de avances
incluyendo que las enzimas pueden ser inmovilizadas en un polimero conductor, o covalentemente
adjuntas a materiales inorgédnicos, o atrapadas por el método de sol-gel han sido reportados.
Progresos mas recientes en BCC han usado electrodos con materiales de carboén de alta area

superficial para aumentar la corriente catalitica.

El compartimento anddico consiste en un bioelectrodo con entidades biologicas activas, que oxida el
sustrato de combustible, transfiriendo los electrones al electrodo. El compartimento catédico incluye
un bioelectrodo con entidades biologicas activas que reducen el combustible oxidante, transfiriendo
electrones del electrodo al oxidante. El flujo de electrones por el circuito externo es acompaiiado por

el transporte de protones por el electrolito (Figura 7).
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Figura 7. Esquema general de una BCC.
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Adaptado de (Osman, Shah, & Walsh, 2011).

Las BCC generalmente son divididas en dos categorias: BCC microbianas y BCC enzimadticas. Las
BCC microbianas emplean células vivas para catalizar la oxidacion de combustibles en la superficie
de 4nodo de la BCC. Tienen la superioridad de ser capaces de catalizar la oxidacién completa de
biocarburantes y tener la vida ttil larga (hasta 3-5 afos), pero tiene densidad de potencia baja
(0.0010 - 0.09 mW cm). Las BCC enzimaticas emplean enzimas para catalizar la oxidacion de
combustibles en la superficie de anodo. Tienen la ventaja de que presentan densidades de potencias
mas altas (1.65 - 4.1 mW cm), pero son limitadas por la oxidacién incompleta de combustible y la

baja vida util.

4.3.2.2. Hibridas - CCH.

La tecnologia BCC tiene varias ventajas sobre las CC basada en catalizadores nobles metalicos,
como la posibilidad de funcionar en temperaturas ambientes o en condiciones fisiologicas, la
flexibilidad de combustible, y el empleo de un catalizador limpio y renovable. Para mejorar la tasa de
transferencia de electrones entre la enzima y la superficie de electrodo, la tendencia se fue al disefio
de electrodos que incluyen la incorporaciéon de particulas inorganicas en la estructura del
bioelectrodo (Soukharev, Mano, & Heller, 2004). La integracion de nanoparticulas metélicas y
biomoléculas puede resultar en nanobiomateriales hibridos con nuevas propiedades, mejorando el
contacto eléctrico con los sitios activos de la enzima. Este tipo de dispositivos es la llamada CCH,
analoga en componentes a una BCC, donde puede que el 4anodo y/o el catodo incorporen materiales
inorganicos. De esta forma combinan las mejores propiedades de ambos tipos de catalizadores, en
general aumentando las propiedades electroquimicas (Aquino Neto, Almeida, Palma, Minteer, &
Andrade, 2014).

Anteriormente ejemplos de CCH han sido reportados por (Soukharev, Mano, & Heller, 2004),
(Higgins, Lau, Atanassov, Minteer, & Cooney, 2011), (Aquino Neto, Almeida, Palma, Minteer, &
Andrade, 2014) y (L6pez-Gonzélez, et al., 2014).

4.3.3. Aplicaciones.

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro. 28



Tesis de Licenciatura

Las BCC operando con combustibles de alta densidad energética tienen el potencial para hacer
funcionar dispositivos portatiles electronicos, aunque las densidades de potencia actuales estan
todavia lejanas de las objetivo. El uso in vivo de las BCC, para impulsar pequeios dispositivos
implantables o como biosensores, son mds prometedores a corto plazo debido a su demanda

energética baja. Sin embargo el tiempo de vida aun es una problema fundamental.

4.4. Mecanismos de transferencia electronica (TE).

Por lo general, la TE ocurre de forma natural en muchos organismos a través de la energia de
activacion. Mas especificamente, en electroquimica la TE entre los analitos y la superficie de un
electrodo es un proceso fundamental de analisis y, dentro de la electroquimica, las moléculas redox
como las proteinas, conforman un campo que ofrece un gran potencial para aplicaciones. Estas
moléculas con TE mediada o directa son fendémenos fundamentales, no s6lo en procesos celulares,
pero también en las reacciones de interés biotecnologico (Figura 8). El marco tedrico de la TE de
forma biologica es cada vez mejor entendido, de forma que varias propiedades de los centros redox
bioldgicos, como reacciones muy selectivas, pueden ser aprovechadas en dispositivos que realizan
reacciones de importancia bioldgica y tecnolédgica. Entre las enzimas electrocataliticamente activas,
las Lc y peroxidasas son de especial interés. La diferencia fundamental entre un mecanismo mediado
y uno directo es que para definirse como mediador es indispensable que esta molécula presente

oxidacion y reduccion del sustrato de la lacasa.
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La TE directa en la Lc de forma directa es complicada debido a que la inmovilizacién puede colocar
los centros de cobre en posiciones distintas (Trohalaki, Pachter, Luckarift, & Johnson, 2012). La
alternativa mas comun es hacer uso de ciertos compuestos de pequeiio peso molecular, que actuan
como mediadores redox, que amplian la actividad catalitica de la Lc y facilitan el transporte de

electrones desde el sitio activo de la enzima a la superficie del electrodo (Talbert & Goddard, 2012)
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Figura 8. Aplicaciones enzimaticas de la TE mediada.

Adaptado de (Freire, Pessoa, Mello, & Kubota, 2003).

En la Figura 9 se ilustran los dos tipos de TE para las enzimas.
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Figura 9. Mecanismos de TE. (a) directa DTE y (b) con mediador MTE.
Adaptado de (Barton, Gallaway, & Atanassov, 2004).

4.4.1. Transferencia electronica directa (DTE).

Varias enzimas son capaces de catalizar de forma directa (sin mediador) las reacciones. A este

fenomeno se le llama bioelectrocatalisis. Los rasgos principales que caracterizan la TE sin mediador,

estan asociados con: (i) la TE del electrodo a la molécula de sustrato, o viceversa via el sitio activo

de la enzima; y (ii) la naturaleza catalitica del proceso entero (Ghindilis, 2000) (Figura 10). En el

caso de bioelectrocatalisis la enzima reduce cataliticamente el sobrevoltaje, que en términos de

energia, esto reduce la energia de activacion para la transformacion electroquimica del sustrato en un

producto.
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Figura 10. Mecanismo de TE directa de la Lc un electrodo.

Tomado de (Shleeva, et al., 2005).

En principio hay dos acercamientos experimentales respecto a si la TE directa ocurre entre las
enzimas redox y los electrodos: 1. Pruebas indirectas basadas en la observacion de la corriente de
respuesta catalitica en presencia del sustrato. 2. Prueba directa de observacion de actividad
electroquimica independiente del cofactor redox en el sitio activo en ausencia del sustrato (Qiu, Xu,

Huang, Ding, Qu, & Gao, 2008).

4.4.2. Transferencia electronica con mediadores.

Los mediadores ayudan en la oxidacion de sustratos complejos que no entran en el sitio activo
debido a impedimentos estéricos o alto potencial redox, formando radicales mas o menos estables
para luego difundir los electrones (Ivnitski & Atanassov, 2007). Tipicamente son colorantes
organicos o complejos organometalicos que pueden estar en solucion o inmovilizados junto con la
enzima en el electrodo. Como es sabido, la tasa de TE depende de la distancia de tunelamiento
(Kuznetsov, Shumakovich, Koroleva, & Yaropolov, 2001). Lamentablemente, los mediadores redox
usados con enzimas redox facilitan no s6lo la TE entre el electrodo y la enzima, sino también
favorecen varias reacciones no deseadas (Freire, Pessoa, Mello, & Kubota, 2003). Uno de los mas
ampliamente utilizados con la Lc, es el acido 2,2'-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulféonico

(ABTS)) (Figura 11, 12).
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Figura 11. Estructura del mediador ABTS en su forma reducida (ABTS?™) y oxidada (ABTS ™).
Tomado de (Barton, Gallaway, & Atanassov, 2004).
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Figura 12. Estructura gruesa de la Lc (a) Mecanismo de TE mediada de Lc-ABTS (b).
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4.5. Agentes que ayudan al desempeiio de las celdas de combustible.

4.5.1. Materiales nano/micro porosos.

Los materiales nanoporosos poseen altas areas superficiales, porosidad variable y especifica,
interconectividad y superficie e interior quimico susceptible a ser modificados. Estos materiales son
una gran promesa, en biocatalisis y en procesos de bioadsorcion/bioseparacion, donde requieren
regiones de confinamiento y de difusion. El soporte en el que se inmovilizan enzimas, para fines de
CC, suele ser de grafito o carbon vitreo, sin embargo para que sea un electrodo funcional se debe
equilibrar el transporte en tres fases diferentes: la fase gaseosa (la fuente de sustrato), la fase acuosa
(donde se libera el agua del producto y el transporte i6nico se lleva a cabo), y la fase solida (donde se
produce el transporte electronico). Los avances mas recientes involucran no s6lo inmovilizar en la
superficie de estos materiales, sino dentro de ellos, para asi conseguir electrodos nano/micro
estructurados, que pueden ser utilizados en CC. Las paredes de carbon conductoras sirven como
colectores de corriente 3D mientras que la red porosa facilita el transporte molecular e i6nico de los
reactivos necesario para el funcionamiento de la BCC (Prasad, Chen, & Chen, 2014). El toray tiene
grosor de 260 pm, densidad de 0.49 g cm™ y 78% de porosidad (Kjeang, Proctor, Brolo, Harrington,
Djilali, & Sinton, 2007), mientras que el nanofoam tiene una capacitancia especifica de aprox.

40 F g~1, espesor de 100 um y tamafio de poro de 50 nm (Lytle, et al., 2011).

4.5.2. Nanotubos de carbono.

Los nanotubos de carbono (NTC) generalmente son considerados como un cilindro de grafeno,
formado por una hoja sola o varias hojas de grafeno, a lo largo de un vector (Zheng, Li, Su, Yan,
Zhang, & Mao, 2006). Esta clase de nanomateriales puede representar un nuevo tipo de material a
base de carbon y poseer propiedades unicas estructurales y electronicas, distintas de otras clases de
materiales a base de carbon cominmente usados en la electroquimica, como el carbon vitreo (CV), el
grafito pirolitico, el fulereno y el diamante. Ademés de sus usos potenciales en otros campos
industriales y de investigacion, las propiedades unicas de los NTC los han dotado con excelentes
propiedades electroquimicas que son utiles para estudios electroanaliticos, como la electrocatalisis, la

electroquimica de proteinas, sensores electroquimicos y biosensores. Sin embargo, los NTC se tiende
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a agregar, siendo relativamente dificiles de separar y lo que los hace poder dispersarse
homogéneamente en la mayor parte de solventes, debido a la fuerte interaccion de Van der Waals
entre nanotubos. Tal propiedad ha dado dificultado su manipulacion y ha obstaculizado sus usos

potenciales.

4.5.3. Otros agentes conductores.

Las nanoparticulas metélicas tienen dimensiones similares a las de las biomoléculas, como las
enzimas. Las nanoparticulas que muestran propiedades electronicas y cataliticas Unicas, combinadas
con biomateriales, que muestran reconocimiento catalitico tnico y propiedades de inhibicion, forman
nano biomateriales hibridos funcionales de propiedades sinérgicas utiles. Por ejemplo, el empleo de
nanoparticulas de Au y de Ag favorece a la TE, y funciona sin necesidad de mediadores.

Hay varios ejemplos acertados de comunicacion eléctrica muy eficiente observada por la
incorporacion de enzimas sobre nanoplacas asociadas a los electrodos y otros de nanohojas como el

grafeno han mostrado eficiente TE entre los biositios redox y el electrodo.
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5. Capitulo I - Media celda.

5.1. Metodologia.

La Lc de Trametes versicolor (E.C. 1.10.3.2), las placas de grafito, de carbdn vitreo, el GA (50 % en
agua V/V) y la B-d-glucosa fueron adquiridos de Sigma Aldrich. EI HNO; (70 %) y el alcohol
isopropilico se adquirié de J. T. Baker. La solucién de Nafion® 5 % es de marca Electrochem Inc. El
acetato de sodio (CH;COONa), el acido acético (CH;COOH) y el hidréxido de potasio (KOH 99 %
pureza) son grado reactivo marca Merck. El nanofoam y el toray se obtuvieron de marketech inc.
Todas las soluciones se prepararon a partir de reactivos grado analitico y con agua desionizada de

water high purity®.

5.1.1. Preparacion de los electrodos.

> Limpieza de los electrodos de carbon vitreo.
Primero los electrodos se lavaron con agua desionizada y a continuacién se pulieron con alimina (5
um, Buehler®) en un pafio para pulido Buehler® por 5 minutos. Se enjuagaron y a continuacion se
limpiaron electroquimicamente por voltametria ciclica (VC) en un potenciostato/galvanostato
BioLogic Science Instruments modelo VMP3, por 20 ciclos a 100 mV s~! en una ventana de
potencial de —0.1 - 1.3 V. Estos electrodos se usaron para la identificacion superficial de las

sefiales caracteristicas de la Lc.

» Limpieza de los electrodos de grafito.
Primero los electrodos se lavaron con agua desionizada y a continuacion se pulieron en dos tipos de
lijas, haciendo 20 vueltas en cada una. Se enjuagaron y posteriormente se pulieron con alimina 0.05
M en un pafio para pulido Buehler® por 5 minutos. Se enjuagaron de nuevo y a continuacion se
limpiaron electroquimicamente. Al igual que los electrodos de carbon vitreo, los de grafito se

utilizaron para identificar a la Lc, sola y en presencia de un mediador.

» Limpieza electroquimica de los electrodos de nanofoam y toray.
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Un electrodo de nanofoam o toray, se sumerge en 15 mL de solucion electrolito de H,SO4 0.5 M en
una celda electroquimica de tres electrodos (configuracion de media celda), el contraelectrodo es una
barra de grafito y el electrodo de referencia es de Hg/HgSO, en sulfato de potasio. Luego se repite la

técnica pero ahora en 15 mL de electrolito KOH 0.3 M con una ventana de —0.5 - 0.5 V.

5.1.2. Inmovilizacion de la Lc en diferentes estructuras de carbon.

5.1.2.1. Tres metodologias de inmovilizacion fisica.

1. Incubacion del electrodo en solucion de Lc por 24 hrs.

El electrodo de nanofoam de 4rea superficial 9.1 mm?, se sumergio a temperatura ambiente, por 24
horas en una solucion de Lc¢ preparada a partir de la relacion 5mg mL™! (adaptacion de
(Karaskiewicz, Majdecka, Wieckowska, Biernat, & Bilewicz, 2014). Se espera que con este tipo de

inmovilizacidn fisica el electrodo retenga por enlaces débiles las moléculas de Lc en el interior.

2. Sonicado del electrodo en solucion de Lc.

El electrodo de nanofoam de é4rea superficial 9.1 mm?, se sumergi6 en un vaso de precipitados de 5
mL con solucion de Le en cantidad 5 mg mL™! y se expuso a sonicado por 15 minutos. Al sonicar el
electrodo en la soluciéon de Lc, se podrda favorecer su entrada en los poros de la nano/micro
estructura, pero tomando en cuenta que quizéa no se retenga porque el movimiento podria no permitir

establecer algun tipo de interaccion quimica.

3. Inmovilizacion por inmersion.

Un electrodo de nanofoam o toray (dependiendo del experimento) de area superficial 9.1 mm?, se
sumergi6 en una solucién de 1 mL de Lc en cantidad 5 mg mL™1 por un par de segundos, luego se
agito por otro par de segundos y por ultimo se dejo secar por un par de segundos mas. Esta accion se
repite por 35 minutos. Al introducir por repetidas veces se espera que el electrodo se impregne por
completo de la solucidon y que por la compatibilidad entre tamafios la enzima se quede atrapada en el

interior.
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Para evaluar la presencia de la Lc en las estructuras, los experimentos de voltametria ciclica (VC) se
llevaron a cabo con un potenciostato/gasvanostato BioLogic Science Instruments modelo VMP3, con
un arreglo de celda de tres electrodos. Como electrodo de referencia se uso un electrodo de calomel
saturado (ECS) y como contraelectrodo un alambre de platino. Los experimentos electroquimicos se
hicieron a velocidad de 10 mV s~1, pero como la ventana no esta definida para esta inmovilizacion

en este tipo de estructuras, se probaron dos ventanas distintas: —0.5 > 05Vy0—>1V.

5.1.2.2.  Uso de gluteraldehido 1% (GA) como agente de entrecruzamiento.

Una vez que se eligio a la inmersion como la mejor inmovilizacion fisica, se procedio a la
incorporacion de un agente entrecruzante, para constituir la inmovilizacién por entrecruzamiento y
con enlaces covalentes.

En este caso, sobre un electrodo de grafito, previamente limpiado de acuerdo a la metodologia 5.1.1.,
se colocaron 50 pL de una solucién de Lc 5 mg mL™! en bufer acetatos (BA) pH 5 y Lc con GA
(1%) en una proporcion 1:3 v/v respectivamente. El electrodo se dejo secar y posteriormente la
1

identificacion electroquimica se realizd por VC con velocidad de 10 mV s~

—05->05Vy0—>1V.

, a las ventanas

5.1.2.3.  Uso de nanotubos de carbono (NTC) para favorecer la TE.

Sobre un electrodo de carbdon vitreo, limpiado previamente de acuerdo a la seccion 5.1.1., se
colocaron 50 uL de una solucién de 200 uL de NTC secos, Lc 5 mg mL™! en BA pH 5 y GA (1 %)
en una proporcion 1:3 v/v respectivamente. El electrodo se dejo secar y posteriormente la
identificacion electroquimica se realiz6 por VC con velocidad de 10 mV - s71

—05-505Vy0—>1V.

, a dos ventanas:

5.2. Resultados y discusion.

5.2.1. Evaluacion bioelectrocatalitica.
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5.2.1.1. Inmovilizacion de la Lc y uso de GA y NTC sobre electrodos de grafito y

carbOn vitreo.

Para la identificacion de la enzima Lc, primero estratégicamente se inmovilizd sobre superficies de
carbon grafito y vitreo que ya se han utilizado anteriormente por el grupo de trabajo (Lopez-
Gonzilez, et al., 2014), (Arjona, et al., 2014), (Cuevas-Muniz, Guerra-Balcazar, Esquivel, Sabaté,
Arriaga, & Ledesma-Garcia, 2012). Sobre el carbon grafito se depositaron 50 pL de una soluciéon de
Lc 5mg mL™! en BA pH 5 y GA (1%) en una proporcion 1:3 v/v respectivamente. La incorporacion
de GA en la solucion junto con Lc fue para promover no so6lo la inmovilizacion por adsorcion, sino

también por entrecruzamiento.

En la Figura 13 se presentan los voltamperogramas comparativos del electrodo de Lc vs Lc-GA a
dos ventanas de potencial (a) —0.5 - 0.5V y(b) 0 - 1V en BA 0.1 M oxigenado. La razén de usar
dos ventanas de potencial es para poder identificar las sefales del sitio activo de la Lc (b) y para
observar en mayor medida su efecto en la reduccion de oxigeno (a). En la ventana 0 — 1 V se puede
observar mejor el proceso de reduccion del O, en 0.7 V (vs ECS) con Le-GA con respecto a Lc sola,
debido a un mejor acoplamiento de la enzima a la estructura porosa del carbon por efecto del GA,
mientras que en la ventana —0.5 = 0.5V (vs ECS) se observo con mayor claridad la reduccion del
oxigeno a un potencial de 0.3 V (vs ECS) con respecto a Lc sin GA; la forma en que esto se afirma
es por el pequefio cambio en la capacitancia del material. Asi mismo, el electrodo de Lc con GA se

observa mads capacitivo, ya que no es un polimero conductor.

Ambos valores de potencial de reduccion estan muy cerca con respecto al del sitio T1, lo que podria
sugerir que al la Lc se encuentra orientada en el sitio T1 hacia la superficie del electrodo permitiendo
una DTE hacia el sitio T1, pero no es posible saberlo con estos estudios, aunque si se fundamenta en
trabajos previos (Salwietlikowska, Gniadek, & Palys, 2013); pero como la corriente es relativamente
pequena, es probable que una buena proporcion de las moléculas se encuentren en posiciones

aleatorias o la TE no es muy buena.
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Figura 13. Voltamperograma de la inmovilizacién Le-GA/grafito en BA N,, a dos ventanas de potencial y

ambos comparados contra el perfil del electrodo sin enzima. a) —0.5 - 05V b)0 > 1 V.

La inmovilizacion por entrecruzamiento hace que la enzima se enlace de forma quimica con otras
enzimas adyacentes y se fije a la estructura soporte, de esta manera se reduce la probabilidad de
lixiviarse al tener contacto con el electrolito soporte, ademds de que en presencia del GA, la Lc tiene
una mejor retencion dentro de las estructuras de carbon por efecto de los enlaces covalentes que se
forman entre los aminodcidos libres de la Lc con el GA. La Lc¢ comercial que se us6 contiene

residuos de 5 lisina y 15 arginina que son sitios potenciales para el entrecruzamiento (Uniprot, 2002).

Por otro lado, para definir con mayor claridad las sefnales de la Lc se usaron placas de carbon vitreo
para la inmovilizacion de Lc, debido a que en la literatura se reporta una mayor conductividad
eléctrica y disminucion de la capacitancia. Para este caso, se incorporaron los NTC a la mezcla Lc-
GA de acuerdo a lo descrito en la metodologia, para promover la TE entre la estructura y el sitio
activo de la enzima, para conformar una inmovilizacion de tipo adsorcidén/entrecruzamiento. En la
Figura 14 se muestra el voltamperograma correspondiente a la identificacion de la Lc en presencia
de condiciones anaerobia (BA saturado de Nj) y aerobia (BA saturado de O;), a dos ventanas de
potencial, (a) —0.5 > 0.5V (vsECS)y (b) 0 = 1V (vs ECS). Se observa que la reduccion de
oxigeno comienza en 0.4 V (vs ECS) y alcanza su méximo en —0.5 V (vs ECS), como en ausencia

de oxigeno no se puede observar, este efecto se le puede atribuir directamente a la actividad de la
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enzima. Otros trabajos han reportado valores semejantes de potencial de reduccion de Lc adsorbida
en materiales similares y sin usar mediadores (Salwietlikowska, Gniadek, & Palys, 2013), lo que

coincide con el potencial estandar de reduccion de la Lc que se ubica entre 430 - 790 mV.
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Figura 14. Voltamperogramas Lc-GA-NTC en condiciones aerobias y anaerobias, e inmovilizado en carbon
vitreo a dos ventanas de potencial y ambos comparados contra el perfil del electrodo sin enzima.

a)—05-05Vb)0->1V.

Con los experimentos de inmovilizacion fisica/entrecruzamiento sobre electrodos de grafito y carbon
vitreo se identifico de una forma simple la reduccién de oxigeno debido a la presencia de Lc en
condiciones aerobias y rectificandolo en ausencia de oxigeno. Considerando los resultados de la
inmovilizacion de Lc sobre superficies de carbono se tomaron como base para su evaluacion en
estructuras de carbon nano y micro porosas, a continuaciéon se presentan los resultados de la

inmovilizacidn en este tipo de materiales.

5.2.1.2.  Identificacion de las sefiales de la Lc en electrodos de nanofoam y toray.

Los dos tipos de nano/micro estructuras usadas como electrodos fueron el nanofoam y el toray, que
se diferencian principalmente en que el nanofoam posee poros de <90 nm y el toray ® < 100 um. En
la Figura 15 se muestran los perfiles del nanofoam y toray respectivamente, en presencia de BA N,

y BA O, con el fin de evaluar si presenta reduccion de oxigeno como se ha reportado para
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compuestos de carbono por diferentes autores. Como se muestra en los voltamperogramas del
nanofoam (a) y toray (b), no existe una diferencia significativa en condiciones aerobias vs
anaerobias por lo que estas estructuras de carbon no reducen oxigeno en este medio. Ademas, ambos
presentan alta resistividad y son muy capacitivos, aunque en el nanofoam esta caracteristica es mas

evidente.
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Figura 15. Voltamperogramas a 10 mV/s. a) nanofoam y b) toray en BA N, y O..

Confirmando que las estructuras de carbon no participan en la RRO, se prosiguid en evaluar tres
diferentes formas de inmovilizacion de la Lc dentro de una estructura de carbon tridimensional:
sonicado, inmersion e incubacion del electrodo. Por el método de inmersion se observo en la VC
(Figura 16) una corriente de —0.6 mA — —0.8 mA (potencial de 0 V) cuando el electrodo con la Lc
se sumergié en BA pH 5 saturado con N, y con O». En este ultimo se identifico el inicio de la RRO a
un potencial de 0.5 V (vs ECS) debido a la actividad de la Lc principalmente por el sitio T3 del sitio
catalitico de la enzima (Jensen, et al., 2012). Mientras que con los métodos de sonicado e incubacion
de los electrodos, no se observo una reduccion de oxigeno significativa por parte de la Lc, debido a
la ausencia de enzima dentro de la estructura porosa. Por lo descrito en este parrafo, para las

subsecuentes evaluaciones se utilizd tinicamente el método de inmersion.
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Figura 16. VC de la inmovilizacion por inmersion de Lc/nanofoam a 10 mV/s, en un electrolito de BA

nitrogenado (----) y oxigenado (-=---).

Una gran ventaja de la inmovilizacion de la Lc es que la puede proteger de la desnaturalizacion por
solventes orgénicos contenidos en el flujo de entrada, extendiendo por lo tanto su vida media;

ademas de que permite reusarla y se puede separar con facilidad los productos de reaccion.

5.2.1.3. Uso del mediador ABTS en solucion.

El mediador mas cominmente usado con la Lc es el ABTS, debido a que sus potenciales redox
igualan casi por completo los de la Lc. Usar un mediador en las pruebas de media celda da altos
valores de corriente catalitica, no obstante, usar mediadores puede resultar en la pérdida progresiva
de potencial, debido a la lixiviacion que le puede ocurrir al ABTS (Munteanu, Basto, Gilibitz, &

Cavaco-Paulo, 2007).
» Electrodo de nanofoam
Como se pudo observar en el experimento anterior, no se pudieron definir los picos correspondientes

a los cobres de la Lc reportados alrededor de 0.7 V (vs ECS) unicamente el inicio de la RRO que se

debe a la presencia de la Lc¢ dentro de la estructura. Por ello, se us6 un mediador redox en la solucion
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electrolito. De acuerdo con (Roy & Abraham, 2006), de entre varios mediadores estudiados (catecol,
pirogalol, siringaldazina, ABTS) para identificar la Lc en un soporte de carbon, el mejor sustrato es
el ABTS con una Km = 0.859 mM y eficiencia catalitica mejor que los otros de kcat/Km =

3.73 x 103.

En la literatura se ha reportado el uso de diferentes concentraciones de ABTS que se puede utilizar
para evaluar la actividad de la Lc (Dogan, Bayram, Uzun, Senel, & Denizli, 2015), (Freixo, Karmali,
Frazao, & Arteiro, 2008), (Pang, Li, & Zhang, 2015). En la Figura 17 se muestran los
voltamperogramas comparativos de dos concentraciones de ABTS 0.25 mM y 2.5 mM en BA pH 5
para evaluar la RRO de la Lc-NTC-GA en ausencia y presencia de O,. Con la concentracion de 0.25
mM de ABTS en N, se observé una meseta de oxidacioén en 0.5V (vs ECS) y una de reduccion en
0.3V (vs ECS), con un AEp (separacion de pico de oxidacion y reduccion) de 0.2 V mientras que en
presencia de oxigeno los picos son mds evidentes por la actividad de la Lc, ademés del aumentar
corriente (de 0.03 a 0.045 mA cm™2). Por otro lado, al aumentar la concentracion de ABTS en 2.5
mM el par de picos redox es mas evidente; el de oxidacion en 0.58 V (vs ECS) y el de reduccion en
0.2V (vs ECS) (AEp 0.38 V) en ausencia de O,. Mientras que saturado en oxigeno el pico de
oxidacion se observd desplazado en 0.62 V y el de reduccion en 0.19V (AEp 0.43 V) y con un
aumento en la corriente de —0.06 a — 0.1 mA cm™2, tanto en el proceso de oxidacién como en el de

oxidacion debido al efecto de la reduccion de O, por la Lec.
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Figura 17. Comparacion Lc-GA-NTC/nanofoam en ABTS N, y O, a dos concentraciones.

A pesar que los picos de oxidacion y reduccion del ABTS estin reportados en
0.53y 0.42V (vs ECS) a pH 5 respectivamente y con una AEp de 0.11 V sobre una superficie de
carbdn vitreo, en nuestro caso se encuentran mas desplazados atribuyéndolo a una lenta difusion del
ABTS dentro de la estructura nanoporosa. En este mismo sentido, los picos de oxidacion y reduccion
presentan una forma de meseta debido a la lenta oxidacioén y reduccion, asi como difusion, por lo

descrito en este mismo parrafo.

» Electrodo de toray.

Se procedié en realizar la misma metodologia con el carbén toray” para establecer su
comportamiento y compararlo con respecto al nanofoam. Cuando se usa un material como el toray de
poros mas grandes que el nanofoam, se pudiera favorecer los procesos de difusion dentro de los
poros y cantidad de enzima inmovilizada, pero se podria ver comprometido la estabilidad y la

actividad en la RRO de la proteina.

De acuerdo con (Zheng, Li, Su, Yan, Zhang, & Mao, 2006), de entre varios tipos de enzimas
inmovilizadas en superficies de electrodos, las que tienen el tamafo adecuado para permanecer en
los poros, son las que presentan TE directa. En este caso, el toray tiene un tamafio de 100 pm, y la
enzima de apenas 7 nm, por lo que se requiere que la enzima se mantenga estable dentro de la
estructura atin cuando haya flujo de por medio. En este sentido, los NTC y el GA no s6lo favorecen

la DTE, sino que también funcionan como elementos que permiten que no haya tanto espacio libre.

En la Figura 18, se observa con mayor claridad los picos de oxidacion y reduccion del ABTS 2.5
mM en BA pH 5 a potenciales 0.48 V (oxidacién) y 0.34 V (reduccion) con una AEp de 0.14 V muy
similar a lo reportado por otro autores (Tortolini, Rea, Carota, Cannistraro, & Mazzei, 2012), lo cual
indica que la difusion del ABTS es mas permisible con respecto al nanofoam. Cuando la Lc-GA-
NTC se encuentra en presencia de un medio oxigenado, la corriente en el proceso de oxidacion del

ABTS es mayor debido a la actividad de reduccion de oxigeno de la Lc con respecto a la solucion
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nitrogenada, con una diferencia de 2 pA. A pesar de identificar con mayor claridad los picos de

oxidacion y reduccion, las densidades de corriente son menores con respecto a las del nanofoam.
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Figura 18. Voltamperograma Lc-GA-NTC/Toray en ABTS.

5.2.1.4. Adiciones de ABTS con electrolito soporte BA 0.1M saturado en N, y O,.

Una de las formas reportadas para evaluar la actividad bioelectrocatalitica de la Lc en la RRO es por
medio la adicion de ABTS hasta llegar a su saturacion (Pang, Li, & Zhang, 2015). Por ello, se
realizaron adiciones de ABTS en presencia del electrodo de toray con la enzima inmovilizada, Lc-
GA-NTC, cada adicion fue de 0.017 mM de ABTS evaluando por VC la corriente los picos de
oxidacion y reduccion a una ventana de potencial de —0.25 — 0.8 V' y con una velocidad de barrido
de 10 mV s~ 1. De acuerdo con la Figura 19, con cada adicion hay un aumento en la corriente,
tomando como referencia que la linea negra que corresponde al blanco sin ABTS no presenta
ninguna sefal. Los picos de oxidacion y reduccion del ABTS se encuentran en 0.48 V (vs.ECS) y
0.38 V (vs. ECS) respectivamente. Se comprueba que estas sefiales pertenecen al ABTS porque los
valores de reduccion y oxidacion del ABTS en BA a pH 5 coinciden de forma casi exacta con otros

trabajos reportados anteriormente de ABTS con carbon vitreo (Solis-Oba, Ugalde-Saldivar,

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro. 48



Tesis de Licenciatura

Gonzalez, & Viniegra-Gonzalez, 2005) donde también indican que estas sefiales corresponden a un

sistema quasi reversible ABTS/ABTS-".

Adicionalmente, se grafico la corriente de anddica y catddica vs concentracion de ABTS, observando
una disminuciéon en la corriente de oxidacion, pero un aumento en la de reducciéon a mayor
concentracion de ABTS. A la concentracion de 0.14 mM de ABTS se observa una mayor corriente
en los picos de oxidacion y reduccion de ABTS, pero no en la reducciéon de oxigeno en
—0.2V (vs. ECS) por lo que se puede concluir parcialmente que llego a su saturacion la reduccion de

oxigeno por efecto de la Lc.
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Figura 19. Voltamperograma de adiciones de ABTS a BA con un electrodo de Lc-GA-NTC/toray,

a) Oxidacioén b) reduccion.
5.2.1.5. Adiciones de H,O; con electrolito soporte ABTS 2.5 mM saturado en N, y Os.

Uno de los métodos reportados para evaluar la actividad bioelectrocatalitica de la enzima es utilizar
H,0, como sustrato de reduccion (Milton, Giroud, Thumser, Minteer, & Slade, 2013), por medio de
la eventual saturacion de la enzima; ya que controlar concentraciones de oxigeno gaseoso resulta ser
complicado e inexacta la medicion. Por ello, se relazaron adiciones de H,O, en BA 0.1 M en
presencia de ABTS 2.5 M saturado en nitrdgeno y oxigeno para una mejor identificacion de la

actividad de la Lc inmovilizado en nanofoam y toray.

> Electrodo de nanofoam.

Partiendo de una solucion madre de 0.5 M de H,O; se realizaron 10 adiciones consecutivas de 1 mM
de H,O,. En la Figura 20 se muestra las voltametrias ciclicas para cada adicion en donde la actividad
de reduccion de H,O, de la Lc se ve reflejado en las corrientes del ABTS principalmente en el pico
de oxidacion a 0.62 V (vs ECS) con respecto a las de reduccién a 0.30 V (vs ECS) debido a una
saturacion de la actividad de la enzima que se ve comprometida la reduccion del ABTS, como se
mostrd anteriormente en el mecanismo de la interaccion enzima-mediador. Graficando la
concentracion de H,O, vs corriente de los picos anddicos y catddicos respectivamente. En el lado
anodico/oxidacion debajo de los 2 mM no hay una tendencia de la actividad de la enzima a una
mayor concentracion de H,O; indicando que el electrodo no es muy sensible a bajas concentraciones,
pero con un comportamiento lineal entre 2.1y 3.5mM (R* de 0.99995) y calculando una
sensibilidad de 0.0057 mAmM~'; mientras que para el lado catodico/reduccion, hay un
comportamiento lineal en el mismo intervalo (R®* de 0.995), con una sensibilidad de
0.004 mA mM~1. Por otro lado, concentraciones mayores de 4 mM existe un aumento en las
corriente desde 0.243 mA llegando a su saturacion alrededor de los 13 mM de H,O, ya que la

corriente comienza a disminuir.
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Figura 20. Voltamperograma de adiciones de H,O, a ABTS O, con un electrodo de Lc-GA-NTC/nanofoam.

a) oxidacion b) reduccion.

Se prosiguié en evaluar el mismo electrodo pero ahora en condiciones anaerobias (Figura 21). De
igual manera que en la figura anterior, el efecto en la corriente de los picos de oxidacion en el ABTS
aumentan a mayor concentracion de H,O, mientras que los de reduccién son poco notorios. Para este
caso la concentracion de saturacion del H,O; en el lado de oxidacion es de 15 mM y observando una

tendencia lineal desde la concentracion de 0.6 hasta 3.3 mM (R* de 0.995) y calculando una
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sensibilidad de 0.007 mA mM~!esto quiere decir que el electrodo puede tener un aumento de
corriente de 0.007 mA por cada 15 mM de H,0, adicionados, lo cudl es bueno porque puede
discernir entre cada una de las concentraciones agregadas. Cabe mencionar que la corriente es mayor
en este caso con respecto a la solucion saturada con oxigeno debido a que en esta ultima existen dos
reacciones competitivas de reduccion por la Lc entre el oxigeno y el H,O,, caso contrario con la
solucion saturada en N,. En la reduccion la tendencia lineal va desde la concentracion de

0.6 hasta 3.3 mM (R* de 0.989) y con una sensibilidad de 0.0065 mA mM 1.
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Figura 21. Voltamperograma de adiciones de H,O, a ABTS N, con un electrodo de Lc-GA-NTC/nanofoam.

a) oxidacion b) reduccion.
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» Electrodo de toray.

Se prosigui6 en utilizar el mismo método de adiciones de H,O; en condiciones aerobias y anaerobias
pero con la enzima Lc-NTC-GA inmovilizada dentro del toray. Como se observo con anterioridad
los picos de reduccion a 0.052V (vs ECS) y oxidacion a 0.17V (vs ECS) del ABTS
respectivamente, son mas evidentes en toray por los tamafios de los poros que permiten una mayor
difusion de moléculas. De igual manera, a mayor concentracion de H,O, adicionado, la corriente
aumenta para los proceso de oxidacion y reduccion el ABTS en funcidon bioelectrocatalitica de la
enzima en la reduccion del O, y H,O, de forma competitiva. Graficando la concentracion de H>O, vs
corriente anddica y catodica se observd aumentos en la corriente; en el caso de las corrientes de
oxidacion no se observa una saturacion por el sustrato adicionado, pero la tendencia lineal se
encuentra desde la concentracion de 1 hasta 5 mM (R* de 0.963) y calculando una sensibilidad de
0.0002 mAmM~1. En las corrientes de reduccion, la tendencia lineal se encontré desde la
concentracién de 1 hasta 20 mM (R* de 0.925) y sensibilidad de 0.0001 mA mM~1. Por otro lado,
considerando las concentraciones de 1 a 10 mM se obtuvo una mejor R* de 0.953 con una
sensibilidad de 0.0001 mA mM ™1, indicando un menor error si se considera esta ultimo rango de

concentracion (Figura 22).
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Figura 22. Voltamperograma de adiciones de H;O, a ABTS O; con un electrodo de Le-GA-NTC/toray,

a) oxidacion b) reduccion.

En el caso de las adiciones de H,O, a ABTS saturado de nitrogeno, el pico de reduccion se encuentra a

0.38V (vs ECS) y el de oxidacion a 0.5V (vs ECS) (Figura 23). En el pico anddico/oxidacion, no

se observo concentraciones de saturacion del H,O,, pero si una tendencia lineal desde la

concentracion de 2 a 10 mM (R* de 0.9698) y calculando una sensibilidad de 0.00009 mA mM~!

esto quiere decir que el electrodo puede tener un aumento de corriente de 0.00009 mA por cada mM

de H,0, adicionado, la cantidad mas pequena que puede ser medida; mientras que en el catodico la

de saturacion del H,O, es de 25 mM aproximadamente con una tendencia lineal desde la

concentracion de 2 a 10 mM (R* de 0.985) y calculando una sensibilidad de 0.0001 mA mM~! esto

quiere decir que el electrodo puede tener un aumento de corriente de 0.0001 mA por cada 1 mM de

H,0, adicionado.
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Figura 23. Voltamperograma de adiciones de H,O, a ABTS N, con un electrodo de Lc-GA-NTC/toray,

a) oxidacion b) reduccion.

Se ha reportado que el ABTS es incoloro (Solis-Oba, Ugalde-Saldivar, Gonzalez, & Viniegra-

Gonzalez, 2005), no obstante conforme se va oxidando a ABTS-" o a ABTS*" va adquiriendo un

color verde. A medida que se adicion6 mayor concentracion de ABTS, mayor fue la intensidad de

color, lo que puede ser 1til posteriormente para una prueba de actividad enzimatica.
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5.3. Conclusiones preliminares

Los materiales 2D se utilizaron para la identificacion de la Lc, sin ser clara la identificacion del
grupo cobre T1. Los resultados presentaron alta similitud con otros reportados con anterioridad,
comenzando la reduccion del oxigeno en aproximadamente 0.7 V (vs ECS) para el carbon vitreo y
0.4V (vs ECS) para el grafito; lo que coincide con el potencial estandar de reduccion de la Lc que se
ubica entre 430 - 790 mV.

Con los materiales 3D no presentaron RRO por si solos, ademas de tener una alta resistividad y son
muy capacitivos. Adicionalmente, el método de inmersion fue el mdas apropiado para la
inmovilizacion de Lc dentro de las estructuras de carbon 3D.

Con la implementacion del mediador ABTS a 2.5 mM se evalu6 con mayor facilidad la RRO de la
Lc tanto para el nanofoam y con una mejor sefial en el toray, por medio de la corriente de los picos

de oxidacion y reduccion en 0.58 V' 'y 0.2 V (vs ECS) respectivamente.

Con la evaluacion bioelectrocatalitica de la Lc por medio de adiciones de H,O, a electrodos de
nanofoam y toray, con la mezcla Lc-GA-NTC inmovilizada, se estudid la sensibilidad de los
electrodos y el efecto de la competicion de reduccion del H>O, o el oxigeno en solucion. El electrodo
de nanofoam no es muy sensible a concentraciones menores a 2 mM y se saturd a una concentracion
de 13 mM en condiciones aerobias y 10 mM en anaerobias. Sin embargo, en N, presenta una
corriente mayor ya que no hay reacciones competitivas como la que tiene lugar en presencia de O,
donde éste compite contra el H,O; por los sitios activos de la Lc.

Mientras que con en toray en condiciones de saturacion de O, presentd una tendencia lineal en
aumento de corriente conforme aumenta la concentracion, calculando una sensibilidad del electrodo
de 0.0002 mAmM~1y con una saturacion de la sefial en 40 mM. Adicionalmente, en toray las
sefales son mas claras ya que los tamafios de los poros permiten una mayor difusion de moléculas de

ABTS para reaccionar.

Mediante los experimentos con la Lc en media celda, se identifico de una forma simple la reduccion
de oxigeno debido a la presencia de Lc en condiciones aerobias y rectificandolo en ausencia de

oxigeno. La TE facilitada de la Lc y la conservacion de su actividad catalitica con la incorporacion
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de NTC dentro de la nano/micro estructura, hace de este bioelectrodo un buen candidato como

catodo en BCC.
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6. Celda hibrida de combustible.

6.1. Metodologia.

6.1.1. Electrodeposito de oro (Au) en anodo de toray.

Se electrodepositd Au en un electrodo de toray de area 160 mm?, a partir de una solucion de HAuCl,
4 mM en &cido perclorico y en una configuracion de celda de tres electrodos. Se realizd por VC a

1

una velocidad de 100 mV s™-, por 10 ciclos en la ventana de potencial —0.1 — 1.3V (vs ECS). Al

término se realiz6 una limpieza electroquimica siguiendo la metodologia descrita en la seccion 5.1.1.

6.1.2. Preparacion y aplicacion de tintas electrocataliticas en anodos.

» Preparacion de la tinta de Au/Ag.
Una tinta de Au/Ag se prepard con una mezcla de 3.5 mg polvo de Au/Ag en XC-72 Vulcan, con 49
uL de Nafion® 5% y 315 uL de isopropanol (Arjona, et al., 2013). Luego se dispersé la tinta por 30
minutos con ayuda de un sonicador. La impregnacion de la tinta, previamente preparada, sobre el
electrodo de nanofoam o toray, se llevd a cabo con ayuda de un aerdgrafo. El electrodo resultante fue

limpiado electroquimicamente siguiendo la metodologia descrita en la seccion 5.1.1.

6.1.3. Inmovilizacion de la enzima Lc en nanofoam y toray.

Los electrodos utilizados de nanofoam o toray fueron de 4rea 160 mm?® Las siguientes
inmovilizaciones se realizaron a partir de una solucion estdndar de Lc, compuesta de 125 uL. de NTC
secos, Lc (5 mg mL™") en BA pH 5 y GA (I %) en una proporcion 1:3 v/v respectivamente.
Posteriormente se sumergio el electrodo en la solucion estandar de Lc de 30 a 40 min. La
importancia de agitar bien radica en que si la solucion no se homogeneiza, habrd demasiado GA y
¢éste impedira el acceso del sustrato al centro activo de la enzima. El electrodo se dejo secar y
posteriormente se realizé la identificacion electroquimica.

Los protocolos para realizar la inmovilizacion por entrecruzamiento generalmente inician con la

modificacion de superficie del soporte o activacion de grupos funcionales, sin embargo la Lc
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comercial ya posee grupos amino libres con los que se puede formar el enlace covalente los grupos
aldehido del GA (Duran, Rosa, D’Annibale, & Gianfred, 2002), por lo que se puede prescindir de

ello.
6.1.4. Armado de la celda air-breathing.

La celda microfluidica (uCC) (Figura 24) estd conformada por dos tapas de acrilico de area 3.75
cm’ y en el interior el canal de flujo se define gracias a una pieza delgada de sylastic de 120um de
grosor que tiene y con forma de Y. Los electrodos de toray se colocan en esta pieza con una
separacion entre ellos de 2 mm y se sostienen en su lugar con unas tiras de aluminio que rodean el
extremo sobresaliente. En una de las tapas de acrilico del lado donde se coloca el catodo hay una
ventana para que la reaccion tome el oxigeno del aire y dos entradas mas pequefias por donde entran

los electrolitos. En la otra tapa hay una salida de residuos de reaccion.

e :
Entrada de / Catodo ==y = Anodo
oxidante

02 del aire

Figura 24. Esquema de una CC nanofluidica con respiradero.

Adaptado de (Ortiz-Ortega, et al., 2014).
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6.2. Caracterizacion electroquimica.

La caracterizaciéon electroquimica se lleva a cabo evaluando la pCC con un
potenciostato/galvanostato BioLogic Science Instruments modelo VMP3. Las curvas de polarizacion
se obtuvieron a velocidad de barrido de 10 mV s~! manteniendo la nCC a 25 °C. La densidad de
potencia (W en mW c¢cm™2) se calculd como el producto del potencial (E enV) y la densidad de

corriente (J en mA, previamente dividida entre el 4rea del electrodo en cm™2).

6.3. Resultados y discusion

6.3.1. Evaluacion del biocatodo Le-NTC-GA en la celda hibrida nanofluidica air-breathing, en

nanofoam.

Previamente con los estudios en media celda de la Lc dentro del nanofoam y toray se pudo
corroborar que la enzima se encuentra de forma activa para la reduccion del oxigeno, por lo que se

prosigui6 su evaluacion en una celda de combustible hibrida que utiliza glucosa como combustible.

Para obtener los resultados en celda completa fue necesario hacer la normalizacion al area. Los
resultados de densidad se normalizaron al 4rea transversal del electrodo respecto al flujo de los
reactivos. Para evadir la ambigiiedad de los electrodos 3D, en otros trabajos también se ha
recomendado usar el volumen entero de la camara de la celda. En este dispositivo convenientemente

el area transversal y el volumen tienen aproximadamente el mismo valor (0.02 cm? y 0.019 ¢cm3).

Primero se evalud la Lc con GA para mejorar su inmovilizaciéon dentro del nanofoam como
biocatodo utilizando una solucion de BA pH 5 saturada con oxigeno gaseoso como catolito, mientras
que el anodo consistid en una aleacion de catalizador abidtico AuAg/C, previamente reportada por el
grupo de trabajo (Cuevas-Muiiz, Guerra-Balcazar, Castaneda, Ledesma-Garcia, & Arriaga, 2011),
con anolito 5 mM glucosa en KOH 0.3 M saturado en nitrogeno. En la Figura 25 se pueden observar
dos curvas de polarizacion comparativas de la misma celda a dos flujos; 6 y 10 mL h™?
respectivamente, encontrado que para éste ultimo se obtuvo un mayor desempefio de la CCH (0.84 V

contra 0.61 V), sugiriendo que al aumentar el flujo del catolito se le administraba mas oxigeno por lo
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que su eficiencia se vio reflejado en un aumento en la densidad de corriente y activacion de los

catalizadores en el potencial a circuito abierto (PCA).
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Figura 25. Evaluacion de Lc en el nanofoam en celda completa hibrida a diferentes flujos.

En la Tabla 1 se completan los resultados de operacion de esta pnCC hibrida. La densidad de

2

corriente para el flujo de 6 mL h™! fue de 20.6 mA cm™2 y una potencia de 6.8 mW c¢m ™2, mientras

que para un fluyjo de 10 mL h™! un 28.6 % mas de densidad de corriente y una potencia de
12.2 mW ¢m~2 debido a una mayor concentracién de oxigeno disponible, como se ha reportado por
otros autores y grupo de trabajo al realizar un estudio de variacién de flujos del catolito y anolito
(Kjeang, Raphaelle, Harrington, Djilali, & Sinton, 2008), (Cuevas-Muiiz, Guerra-Balcazar,
Esquivel, Sabaté, Arriaga, & Ledesma-Garcia, 2012).
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Tabla 1. Evaluacion de Lc en el nanofom en celda completa hibrida a diferentes flujos.

Densidad Densidad
Anodo/soporte y Catodo/soporte y Flujo PCA (V) corriente de potencia
anolito catolito mLh" o méxigla) mW cm_z
mA cm
AuAg/KOH 0.3 M Lc-GA / nanofoam 6 0.61 20.6 6.8
con 5 mM glucosa BApHS
AuAg/KOH 0.3 M Lc-GA / nanofoam 10 0.84 26.5 12.2
con 5 mM glucosa BApHS

Posteriormente, en la dispersion de Lc-GA fueron incorporados NTC multipared y se evaluaron a
tres flujos 3,6 y 10 mL h™1, encontrando que para este ultimo se obtuvo un mayor desempefio de la
uCC hibrida obteniendo un PCA de 0.91V, una densidad de corriente de 33 mA cm™2 y una
densidad de potencia de 17 mA cm™2 (Figura 26). En el articulo publicado por (Cuevas-Muiliz,
Guerra-Balcazar, Esquivel, Sabaté, Arriaga, & Ledesma-Garcia, 2012), donde se utilizé el mismo
anodo y anolito que en el presente trabajo, AuAg/C, pero variando el catodo que en su caso fue Pt/C
comercial, alcanzaron un PCA de 0.67V y una densidad de corriente y potencia méaxima de
0.91 mA cm~? y 0.39 mW cm™2 respectivamente; comparable solo a fines de materiales y métodos

ya que ese trabajo no utiliza una celda air-breathing ni electrodos porosos.
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Figura 26. Lc-GA-NTC/nanofoam, a diferentes flujos.

Comparando nuestro resultado con respecto al anterior, se obtuvo un mayor PCA asi como densidad
de corriente y potencia principalmente, debido fundamentalmente a que la estructura de carbono 3D
proporciona una mayor area electroactiva para la Lc beneficiando la densidad de corriente, que
ademas es dividida por un area mas pequena. En este mismo sentido, el disefio de la celda al tener un
respiradero le proporciona un suministro de oxigeno constante viéndose reflejado en el area de caida
6hmica en la curva de polarizacion. EIl PCA mas bajo obtenido fue al emplear un flujo de 3 mL h™!
siendo de 0.5 V, mientras que para un flujo de 6 mL h™* fue de 0.81V, 0.41 V y 0.1 V menos con

respectoa 10 mL h™1.

Tabla 2. Resultados de la celda hibrida a diferentes flujos de entrada. El anodo es de AuAg/KOH 0.3 M con
5 mM glucosa y el catodo es de Le-GA-CNT / nanofoam con BA pH 5.

Densidad de corriente Densidad de

Flujo mL ' PCA (V) (pot méxir:la) potencia2 mW
mA cm cm
3 0.5 19.7 5.3
6 0.81 29.1 13.2
10 0.91 33 17

La Figura 27 muestra las curvas de polarizacion y densidad de potencia de la celda de pCC
comparando los catodos de Lc-GA y Lc-GA-NTC con un 4nodo de AuAg/C. El PCA méaximo para
la Lc-GA fue de 0.84 V, con una densidad de corriente de 28 mA ¢m™2 (a potencia méaxima) y una
potencia de 12 mW cm~2 con un flujo de 10 mL h™', mientras que con la incorporacién de NTC el
PCA aumento6 hasta 0.92 V, con una densidad de corriente de 44 mA cm™? (a potencia maxima) y
una potencia de 17.2 mW c¢cm™2. Se ha reportado que la Lc presenta una transferencia directa de
electrones ya que su sitio activo se encuentra dispuesto en la periferia interactuando intimamente con
la estructura de carbono 3D (Fernandez-Fernandez, Sanroman, & Moldes, 2013). No obstante, con la
adicion de NTC esta interaccion se vio beneficiada reflejandose en el aumento principalmente de las
densidades de corriente y potencia, ya que al introducir los NTC multicapa en la estructura, se
permite una mejor TE entre el electrodo y la Lc, formando asi las conexiones eléctricas entre los

centros de reaccion a la estructura del catodo, lo que aumenta el coeficiente de difusion electronica.
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Figura 27. Curvas de polarizacion correspondientes a la inmovilizacién de Le-GA/nanofoam y Le-GA-

NTC/nanofoam con anodo Au/Ag y flujo de 10 mL hr™",

Finalmente, la glucosa oxidada en el 4nodo posee una densidad energética tedrica alta, inclusive
comparable con la del metanol. Si la oxidacion de la glucosa se completara hasta CO; se produciria
un equivalente energético a —2.87 x10°® J/mol y 24 electrones que son intercambiados (Basu &
Basu, 2010), sin embargo s6lo ocurre un intercambio de 4 electrones por parte del anodo, que es

después aprovechado por la Lc y descrito en la siguiente ecuacion.

G
2CsH,,05 + 2H,0 + 20, — 2CeH,,0, + 2H,0,

glucosa + oxigeno + agua - 4cido gluconico + peroxido

Como ventaja adicional, la glucosa es una molécula barata y abundante en la naturaleza, en particular
en el organismo, donde las concentraciones varian entre 3y 10 m mol L™, intervalo entre una
persona saludable y una diabética; facilitando que la glucosa se obtenga de los tejidos o del flujo

sanguineo (Ammamn & Fransaer, 2013).
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6.3.2. Evaluacion del biocatodo de Le-NTC-GA en la celda hibrida nanofluidica air-breathing,

en toray.

Se prosiguid a utilizar el toray como estructura 3D para la inmovilizacion de la Lc utilizando como
anodo una estructura de Au electrodepositada de acuerdo a la metodologia 6.1.1. El aspecto fisico de
la estructura fue una superficie homogénea del color caracteristico del oro. Se realiz6 el perfil del
toray con el oro en H,SO4 0.5 M observando en el area de oxidacién dos picos notorios en 0.6 V 'y
0.71 V; el primero se debe a una fuerte electroadsorcion de iones hidroxilo y el segundo a la
formacion de los 6xidos de oro AuO y Au,O; en la superficie (Xu, Jia, Yang, & Dong., 2010)
(Figura 28). Ademads de un pico de reduccion en 0.41 V asociado con la reduccion de los oxidos de

Au.

0.4 T T T T
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0.0

i/mA

-0.2 4

0.4

-0.6 -

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Figura 28. VC de toray con Au electrodepositado en 0.5 mM H,SO, a 50 mV s~

Demostrado que se tenia la estructura de Au electrodepositado sobre el toray, ésta se utilizd como
anodo para evaluar la Lc-NTC-GA en la celda hibrida nanofluidica y hacer un anédlogo a los
resultados en nanofoam con el material organico Au/Ag, sin ser necesariamente una comparacion.
Para ello, se utilizaron las mismas condiciones de preparacion del biocatodo asi como los mismos
anolito y catolito. El PCA obtenido fue de 0.66 V mientras que la densidad de corriente y potencia
fueron de 0.43 mA cm™ y 0.11 mW cm™ respectivamente (Figura 29). Comparando este resultado

con respecto al nanofoam con Lc-NTC-GA se encontrd que estd muy por debajo, siendo un 27.5 %
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menos que el PCA, mientras que la densidad de corriente solo representa el 1.3 % de la generada por

el nanofoam y de 0.65 % del densidad de potencia.

- B~ Anodo: Au(electrodep)
- B- Catodo: Lc-CNT-GA
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Figura 29. Curva de polarizacion de la inmovilizacién de Le-GA-NTC/toray con 4anodo de Au

electrodepositado sobre toray y flujo de 10 mL hr'.

En la discusion del porqué se obtuvo un rendimiento menor con respecto al nanofoam se pueden
mencionar los siguientes motivos: al tener en su estructura un tamafo de poro en el orden de las
micras, los flujos podrian no ser adecuados o por el contrario, que sean altos y lixivien a la enzima
reflejdndose en la disminucion de la densidad de corriente; el tiempo de interaccion del combustible
con los catalizadores es tres veces mayor en nanocanales que en microcanales, en nanofluidos se ha
reportado que la cinética es mas baja por lo que el rendimiento mejora a altos potenciales (Flexer,
Brun, Backov, & Mano, 2010); en microporos la resistencia en el proceso de transferencia de masa
es mas alta que en nanoporos, por lo que tiende a crear una diferencia de concentraciones entre
donde hay una mayor cantidad y los sitios de reaccion ralentizando las reacciones conduciendo a la

polarizacion de los electrodos (Kim, Jia, & Wang, 2006).

En la Tabla 3 se muestran los resultados comparativos de celdas de combustible hibridas que usan la
Lc en el catodo incluyendo el reportado por el grupo de trabajo en una celda 2D y el reciente estudio

del presente proyecto de tesis. Como se aprecia al utilizar en al &nodo Zn o su derivado los valores de
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PCA son mas altos con respecto a este trabajo, siendo de 1.21 V y 1.75 V para el mas bajo y alto

reportados respectivamente, debido principalmente a que el Zn tiene un potencial de celda de -1.2 V

bajo las condiciones experimentales descritas en los articulos. Aunque mas que una celda de

combustible se comportan como una biobateria, ya que utiliza un catalizador redox en el &nodo y uno

enzimatico en el catodo.

Tabla 3. Desempefio de celdas de combustible hibridas reportadas que utilizan lacasa en el catodo.

1 Zn Lacasa-NTC-ABTS / aire 1.5 0.045 0.01
2 Zn Lacasa-NTC-PSA / O, 1.25 0.4 0.275
3 Zn Lacasa-NTC-GA 1.76 0.270 0.440
4 Zn 'y GOx/CNT-Cat Lacasa-NTC-Nafion / O, 1.5 0.388 1
saturado
5 Zn Bilirrubin oxidasa-NTC- 1.75 2.1 5.250
nafién / O,
6 Zn Lacasa-NTC / O, 1.5 1 0.580
7 Zn Lacasa-NTC / O, saturado 1.71 0910 5.1
8 7n Lacasa-NTC / O, 1.63 0.484 0.600
9 AuAg/ KOH 0.3 M con 10 Lacasa-ABTS-CV / BF 1.21 0.7 0.45
mM glucosa pH5
10 AuAg/ KOH 0.3 M con 10 Extracto Lacasa-ABTS-CV 1.21 1.1 0.5
mM glucosa / BF pH5
11 AuAg/KOH 0.3 M con 5 Lc-CNT-GA / BA 0.84 26.5 12.2
mM glucosa pHS
12 AuAg/KOH 0.3 M con 5 Lc-CNT-GA / BA 0.91 33 17
mM glucosa pHS
68
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6.4. Conclusiones preliminares.

Se evalu6 el nanofoam y el toray en una nCC hibrida que funciona con glucosa y con anodos de

Au/Ag o de Au electrodepositado.

Por un lado en nanofoam, se compararon los flujos 6 y 10 mL h™' en presencia de un biocatodo de
Lc-GA, obteniendo que el flujo a 10 mL h™' da resultados de voltaje (0.84 V), densidad de corriente
(26.5 mA cm™) y potencia (12.2 mW cm™) mas altos, sugiriendo que a mayor flujo hay mayor
disponibilidad de oxigeno para reducir. Luego se comprobd esta teoria con la incorporacion de NTC
en la inmovilizacion, ya que se encontrd que a flujo de 10 mL h™' da un mejor resultado de voltaje
(0.91 V), densidad de corriente (33 mA cm™) y potencia (17 mW cm™), incluso mayor que el
electrodo de Lc-GA. Después se compar6 el funcionamiento de un biocatodo de Lc-GA contra uno
de Lc-GA-NTC, dando como resultados que las que més se ven beneficiadas son las densidades de
corriente y potencia, ya que el incremento en PCA fue de s6lo 0.07 V (de 0.85 V a 0.92 V). A pesar
de que la Lc presenta TE directa porque su sitio activo se encuentra dispuesto en la periferia, los

NTC ayudaron a este intercambio de electrones.

Por otro lado se hizo el electrodeposito de Au en toray y por VC se comprobd su buen
funcionamiento, mostrando picos caracteristicos en 0.6 V, 0.71 V y 0.41 V, relacionados a una fuerte
electroadsorcion de iones hidroxilo, a la formacion de los 6xidos de oro AuO y Au,Os en su
superficie y a la reduccion de los 0xidos de Au. Este electrodo se usé6 como anodo en la pCC con
catodo de Le-GA-NTC, obteniendo como resultados 0.66 V de PCA, 0.43 mA cm™ de densidad de
corriente y 0.11 mW cm™ de potencia, resultados mayores que con anodo también inorganico de
Au/Ag, aunque no comparable; atribuido a la posible lixiviacion de la enzima a este flujo y al tiempo

de interaccion del sustrato en los microporos del toray.

La incorporacion de NTC en presencia de GA y Lc mostr6 ser mas eficiente que en los experimentos
sin ellos. Las estructuras 3D proporcionan mayor area electroactiva para la Lc y el tener un
respiradero en el catodo, le proporciona un suministro de oxigeno constante, mejorando la RRO. Hay
relativamente poco control respecto a la orientacion molecular, lo que puede resultar en resultados no

optimos. De entre los dos materiales que se utilizaron para el anodo, el Au/Ag es el que mejor
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funciona como material oxidante, ya que este resultado es superior a otras pCCH anteriormente
reportadas. Por ultimo, los valores de potencia, densidad de corriente y voltaje obtenidos en este

trabajo son superiores a otros reportados anteriormente en CCH.
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7. Capitulo III - Biocelda

7.1. Metodologia

7.1.1. Electrodeposito de Au en electrodos de nanofoam.

Se sigue la metodologia descrita en la seccion 6.1.2.

7.1.2. Inmovilizacion de la Lc en nanofoam y toray.

Los electrodos utilizados de nanofoam y toray fueron de 4rea 160 mm® Las siguientes
inmovilizaciones se realizaron a partir de una solucion estdndar de Lc, compuesta de 125 uL. de NTC
secos, Lc (5mgmL™1) en BA pH 5 y GA (1 %) en una proporciéon 1:3 v/v respectivamente.
Posteriormente se sumergio el electrodo en la solucion estandar de Lc de 30 a 40 min. La
importancia de agitar bien radica en que si la solucion no se homogeneiza, habrd demasiado GA y
¢éste impedira el acceso del sustrato al centro activo de la enzima. El electrodo se dejo secar y

posteriormente se realizé la identificacion electroquimica.

7.1.3. Variaciones en la BCC.

» Incorporacién de carbén vulcan a la solucién de Le.
Se pesaron 1.8 mg de XC-72 Vulcan y se incorporaron con los 125 pL. de NTC en isopropanol.
Luego se llevaron a sonicar por media hora y al término se introdujeron en la estufa a 80°C. Cuando
el isopropanol evapord por completo, se dejaron secar y se agregaron los otros reactivos de la
solucién estandar de Le. Por tltimo se sonicé por 30 segundos y se hizo el proceso de inmovilizacion

por inmersion descrito en la seccion 7.1.2.

7.2. Caracterizacion electroquimica.

La caracterizacion electroquimica se lleva a cabo de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion

6.2.
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7.3. Resultados y discusion

7.3.1. Evaluacion del biocatodo Le-NTC-GA en la biocelda nanofluidica air-breathing, con

nanofoam.

Considerando los resultados mas significativos obtenidos de otras pCC hibridas con Lc y su similar
glucosa oxidasa (GOx), se evalu6 una biocelda de combustible nanofluidica (BCC) utilizando ambas
enzimas. Para ello, el biocatodo, Lc, se prepar6 de acuerdo a la metodologia de inmovilizacion junto
con los NTC y GA en nanofoam, con catolito la solucion de BA (0.1 M) pH 5 saturada en O,. Por
otro lado, el bioanodo consistié en una placa de nanofoam, GOx-GA-NTC, con anolito una solucion
amortiguadora de fosfatos (BF) 0.1 M a un pH 7.2 saturado con N,. Cabe destacar que se evaluaron
diferentes métodos de inmovilizacion de GOx y dispersion con los NTC, encontrando que las

condiciones Optimas para este caso en particular, fueron muy similares a las de la Lc.

El mejor PCA de las BCC con respiradero evaluadas en nanofoam fue de 0.44 V' y una densidad de

2y 2.7 mW c¢cm™? respectivamente (Figura 30). La disminucion

corriente y potencia de 11 pA cm™
del PCA en esta biocelda con respecto a las hibridas se atribuye a que el bioanodo se evalué a un pH
neutro, mientras que en los catalizadores derivados de Au fue alcalino, el déptimo para llevar a cabo
una eficiente oxidacion de la glucosa. Por otro lado, la corriente y la potencia también se ven
afectadas por el uso de biocatalizadores que su actividad catalitica es menor con respecto a los
catalizadores abidticos (Borole, LaBarge, & Spott, 2009), ademas, la oxidacion de glucosa para este
caso solo se aprovechan 2 electrones por cada molécula de glucosa oxidada, mientras que en el Au si
es completa 24 electrones (Merle, et al., 2008). No obstante, es un resultado muy sobresaliente, ya

que los catalizadores abidticos no tienen o es muy baja su actividad a pH’s neutros o cercanos,

limitando su aplicacion para sistemas de energia con aplicacion biomédica.
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Figura 30. Curva de polarizacion correspondiente a la BCC de Lc-Gox/nanofoam.

La inmovilizacion por atrapamiento fisico tiene la ventaja de que provoca perturbacion estructural
minima a la conformacion nativa y al funcionamiento. Ademas, al incorporar el GA, sus propiedades
entrecruzantes lo hacen ideal para inmovilizar hidrolasas, liasas y oxidoreductasas (entre las cuales
se encuentran la Gox y la Lc) en diferentes tipos de materiales (Matijosyte, Arends, de Vries, &
Sheldon, 2010), ofreciendo en algunos casos conveniente practicidad debido a que las enzimas

inactivas se pueden sustituir por remocion simple por enzimas nuevas.

7.3.2. Evaluacion del biocatodo Le-NTC-GA en la biocelda nanofluidica air-breathing, con

toray.

De igual manera, fue evaluada la BCC en electrodos de toray en las mismas condiciones de
operacion con respecto a la de nanofoam (Figura 31). El potencial a circuito abierto alcanzado fue
de 0.6 V, mayor con respecto al nanofoam, se puede sugerir que el aumento del PCA en toray se
encuentra relacionado con la actividad de GOx, ya que sus resultados del PCA en la celda hibrida
con el toray fueron mayores con respecto al nanofoam, alcanzando incluso potenciales de 1.3 V. La
densidad de corriente y potencia alcanzada fue de 0.35 pA cm™2 y 0.12 mW c¢m™2, muy similares a

los alcanzados en la celda hibrida.
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Figura 31. Curva de polarizacion correspondiente a la uBCC de Lc-Gox/toray.

En la Tabla 4 se resumen los resultados comparativos entre utilizar nanofoam y toray como
estructura de carbono 3D utilizando los catalizadores enzimaticos, Gox y LC, resultado el PCA
obtenido con el toray, aunque la densidad de corriente y de potencia fueron mayores para el

nanofoam, en magnitudes mayores de 31 y 22.5 respectivamente.

Tabla 4. Resultados comparativos de la BCC nanofluidica entre electrodos de nanofoam y toray.

Gox-GA-NTC / nanofoam  Le¢-GA-NTC/ nanofoam BA 0.44 11 2.7
BF pH 7 con 5 mM glucosa 0.1 MpHS5
Gox-GA-NTC / toray BF pH  Lc-GA-NTC / toray BA 0.1 0.60 0.35 0.12
7 con 5 mM glucosa MpHS
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La presencia de Lc-GA-NTC en el catodo y Gox-GA-NTC en el dnodo se confirmd por VC del
funcionamiento de la uBCC:; la eficiencia de este sistema depende de diversos factores, como lo son
la adecuada incorporacion de la enzima a los electrodos y del flujo a través ellos; ademés de las

interacciones entre la enzima, el agente entrecruzante y los nanotubos.

7.3.3. Variaciones en las condiciones estandar de la uBCC.

Los aspectos generales sobre ambas enzimas y mas particularmente sobre la Lc, son requerimientos
basicos para entender la forma en que su inmovilizacion se puede llevar a cabo y para entender las
propiedades finales del catalizador inmovilizado; es por ello que sobre el mismo tipo de celda se
pueden hacer diversas modificaciones. Los siguientes resultados en tablas muestran en resumen
todas las variaciones que se le hicieron a las condiciones originales de la BCC nanofluidica. Primero

las modificaciones de los reactivos de entrada.

- Lc en medio neutro (pH 7). Para el anodo, se prepard la solucion de glucosa 5 mM en BF;
mientras que para el catodo, en la inmovilizacion estandar de la enzima se sustituy6 al BA por
BF y el fluyjo de entrada fue BF saturado en oxigeno. Se usa BF pH 7 para evaluar el
funcionamiento de la Lc a pH neutro como varios autores han reportado (Endrodi, Kormanyos,
Janaky, Berkesi, & Visy, 2014), (Tastan, Onder, & Kok, 2011) y (Zelechowska, et al., 2013); con
un resultado favorable ya que el OCP aunque es bajo fue mejor comparado contra otra
concentracion de BA, pero no mejor que en condiciones estandar de operacion (Entrada 1).

El resultado de operar la celda en medio neutro fue que ésta funciona pero no hay una

contribucion significativa de corriente, que deriva en una potencia también pequeiia.

— Modificacion de la concentracion de reactivo. En lugar de usar BA 0.1 M se cambi6 por uno 0.01
M, para determinar si la concentracion de iones afectaba la reaccion. El resultado de PCA fue
mayor de toray que en nanofoam, como se habia visto en resultados anteriores, pero con este
ultimo se obtiene una mayor densidad de corriente y potencia (Entradas 2 y 3); posiblemente
debido a que la enzima se desnaturaliza por efecto de los iones H,O, que se producen en el dnodo

al realizar la oxidacion de glucosa y que el BA 0.01M no logra equilibrar.
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Tabla 5. Variaciones de los reactivos de entrada de la uBCC, mientras el 4nodo se conserva en las mismas

condiciones de GOx-GA-NTC / toray 6 nanofoam en BF pH 7 con 5 mM glucosa y a un flujo de entradas de 6 mL h™1.

Densidad corriente Potencia

Entrada  Catodo/soporte y catolito OCP (V) (pot max) mA em mWem'

1 Lc-GA-NTC / toray 0.24 0.0014 0.18
BF pH 7
2 Lc-GA-NTC/ nanofoam 0.11 0.013 0.7
BA 0.0IMpH 5
3 Lc-GA-NTC/ toray BA 0.23 0.00035 0.06
0.0IMpHS5

Luego se evalu6 la uBCC modificando las condiciones en ambos electrodos.

- Incorporando carbon XC-72 Vulcan (Entradas 4 y 5). Se sabe que si los poros del material son
muy grandes, la TE serd mas complicada, por lo que se pueden agregar otro tipo de materiales
que la favorezcan. Tal es el caso del XC-72 Vulcan, que puede funcionar como relleno de los
huecos de las nano/micro estructuras. Hay moléculas de materiales conductores como el XC-72
Vulcan que pueden permitir una mejor TE, dado que en la enzima el i6n cobre del sitio T1 se
localiza en un extremo y al fondo de una cavidad hidrofobica (Karaskiewicz, Majdecka,
Wieckowska, Biernat, & Bilewicz, 2014). Este tipo de celda funciona porque en presencia de este
material, es mas sencillo que los electrones sean transferidos del T1 al cluster T2/T3 que se ubica

a 1.2 nm del sitio T1.

- Electrodepdsito de Au en ambos electrodos previo a la inmovilizacion de la enzima (Entradas 6
y 7). En este caso los resultados fueron de un PCA méximo de 0.35 V en toray, pero con una
corriente muy pequefia, mientras que en nanofoam una corriente y voltaje no tan bajos
comparados con otras puBCC. Sin embargo, estos valores no superan los obtenidos incorporando
carbon vulcan, lo que da una idea de que la porosidad se reduce al hacer el electrodeposito, no

permitiendo que exista una alta inmovilizacion de la enzima y en cambio, se favorece la potencia.
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Tabla 6. Variaciones en la mezcla de inmovilizacion de las enzimas para ambos electrodos de la uBCC.

4 Gox-GA-NTC + Vulcan / Lc-GA-NTC + Vulean / 0.16 0.07 5.6

nanofoam con BF pH 7 con 5 nanofoam BA 0.1M pH 5
mM glucosa

5 Gox-GA-NTC + Vulcan / toray Lc-GA-NTC + Vulcan / 0.41 0.0018 0.48
en BF pH 7 con 5 mM glucosa toray BA 0.IM pH 5

6 Gox-GA-NTC / nanofoam Lc-GA-NTC / nanofoam 0.23 0.1 12
+ Au electrodep en BF pH 7 + Au electrodep en

con 5 mM glucosa BA0.IMpH 5
7 Gox-GA-NTC / toray Lc-GA-NTC / toray + Au 0.35 0.0075 1.5

+ Au electrodep en BF pH 7

con 5 mM glucosa

electrodep BA 0.1M pH 5

Estas pruebas con modificaciones no arrojan resultados tan altos como los obtenidos de las

condiciones estandar de la uBCC, debido a varios factores como la orientacion de las enzimas por la

inmovilizacion por inmersion, la inactivacion de la Lc o simplemente porque uno de los dos

bioelectrodos no funciona eficientemente. En este sentido, la orientacion de las enzimas dentro del

electrodo es importante cuando se requiere de una eficiente DTE, ya que los sitios activos de la

enzima generalmente no se acomodan ordenadamente.
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7.4. Conclusiones preliminares.

Con el biocatodo de Lc-GA-NTC y un bioanodo de GOx-GA-NTC en una BCC el mejor resultado
alcanzado en nanofoam fue de 0.44 V y una densidad de corriente y potencia de 11mAcm™2y
2.7 mW c¢m™? respectivamente; resultado muy sobresaliente comparado con otros reportados, ya que
los catalizadores abiodticos no tienen o es muy baja su actividad a pH’s neutros o cercanos.

Por otro lado en toray, el mejor resultado alcanzado fue de 0.6 V de voltaje, una densidad de

2 2

corriente de 0.35 mA cm™ y potencia de 0.12 mW cm™=.
Luego se evaluaron diferentes condiciones de operacion de la BCC nanofluidica, ya sea modificando
los reactivos de entrada, incorporando alglin otro elemento a la solucion de inmovilizacién o hacer
alguna modificacion a los electrodos originales. En las variaciones a los reactivos de entrada el de
mayor PCA fue usando BF pH 7 en el citodo de toray, con voltaje de 0.24 V pero densidad de
corriente y potencia muy bajas. Por otro lado al incorporar algin otro elemento en la solucion de
inmovilizacion, el mejor resultado fue el de la incorporacion de vulcan en toray con voltaje de 0.41
V pero densidad de corriente y de potencia bajas, de 1.8pAcm™2 y 0.48 mW cm™2
respectivamente. Finalmente al modificar los electrodos originales, el mejor resultado fue al
electrodepositar Au en el electrodo de toray previo a la inmovilizaciéon, con un PCA de 0.35V,

densidad de corriente pequefia y potencia de 1.5 mW cm™2.

Una ventaja importante en las nano/micro estructuras de carbon es que debido a su alta area
superficial, hace posible que se puedan modificar interiormente o inmovilizar especies en su interior.
La incorporacion de enzimas como catalizadores en los electrodos de una CC, hace que su aplicacion
bioldgica cada vez se encuentre mas cercana. Se comprueba que en el nanofoam la densidad de
corriente es mas alta que en toray, pero el PCA es mas alto en toray que en nanofoam,
independientemente de casi cualquier modificacion a las condiciones estdndar de operacion, esto se

debe a la TE dentro de un soporte con poros mas grandes o mas pequeios.
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8. Capitulo IV.

8.1. Conclusiones generales.

La inmovilizacion de la Lc se realizd sobre materiales de carbén 2D carbdn vitreo y carbon grafito,
encontrando el potencial de reduccion de oxigeno entre 430 - 790 mV (vs ECS). Mientras que con
las estructuras 3D, nanofoam y toray, el mejor resultado de inmovilizacion fue por inmersion del
electrodo en una solucidon de Lc con nanotubos de carbono y una solucion de glutaraldehido 1 %,

encontrando la RRO alrededor de 500 mV con una mayor corriente.

Con la implementacion del mediador ABTS 2.5 mM se logré identificar mejor la bioelectroactividad
de la Lc dentro de las estructuras 3D mediante el aumento de la corriente en los procesos de
oxidacién y reduccion en 0.3 V' y 0.5V (vs ECS); por medio de adiciones de ABTS y adiciones de
H,0, como sustrato para reducir, se encontrd una mayor corriente en los picos anddicos y catddicos

en nanofoam y con el toray se observd una mejor tendencia lineal.

En la celda de combustible hibrida air-breathing con el nanofoam se obtuvo el mayor rendimiento
consiguiendo un PCA de 0.91 V y una densidad de corriente y potencia de 33 ud cm™2y
17 mW c¢m™2 respectivamente, siendo el valor més alto reportado para celdas tipo 3D. Por otro lado,
entre todas las modificaciones evaluadas para la BCC la densidad de corriente y potencia mas altas

2y 2.7 mW c¢cm™? respectivamente usando nanofoam y GOx-NTC-GA

conseguidas fue 11 pA cm™
en al anodo y Lc-NTC-GA en el catodo. Por otro lado, con el toray se consiguié un OCP maximo de

0.6 V pero con una potencia y corriente muy por debajo con respecto al nanofoam.

Por ultimo, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el método de inmovilizacion
influye directamente en el desempefio de las nano y micro CC, la incorporacion de los NTC
beneficia la transferencia de electrones y el GA permite tener las enzimas mas unificadas, mientras
que las estructuras 3D proporcionan mayor area electroactiva para la Lc viéndose reflejado en una
mayor densidad de corriente y potencia, de igual manera contribuye contar con un respiradero en el

catodo para proporcionar una concentracion de oxigeno constante. Por lo que el método de
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inmovilizacién y el disefio de la celda permitieron obtener resultados eficientes comparables con lo

reportado por otros autores a nivel internacional.
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8.2. Anexos.

8.2.1. Voltametria.

La voltametria comprende un grupo técnicas electroquimicas que se basan en la respuesta corriente-
potencial de un electrodo polarizable en la solucidén que se analiza. En estas técnicas, se estudian los
cambios de corriente, como una funcion del potencial aplicado a través de la celda electrolitica. El
proceso involucra la electrdlisis de una o més especies electroactivas, el cual comprende: reaccion de
la especie electroactiva en el electrodo y mecanismo de transferencia de masa. Estos tltimos pueden
ser por migracion (movimiento de especies por diferencia de carga), conveccion (movimiento de la
materia por cambios fisicos) y difusion (movimiento de las especies por gradiente de concentracion).
En la mayoria de los casos, la electrolisis se efectua bajo condiciones tales, que la difusion sea el
proceso fundamental en el transporte de la especie electroactiva; la migracion y la conveccion se
minimizan por la adicién de un exceso de electrolito soporte y evitando el movimiento de agitacion y

gradientes de temperatura.

Histéricamente, la voltametria se desarrolld del descubrimiento de la polarografia por el quimico
checoslovaco Jaroslav Heyrovsky en 1922. Mas adelante Matherson y Nichols desarrollaron los
métodos de barrido rapido de potencial, técnicas (voltametria de barrido lineal y ciclica) que fueron

descritas tedricamente por Randles y Sevcik.

— Voltametria ciclica.

La voltamperometria ciclica consiste en aplicar un potencial al electrodo de trabajo que cambia con
respecto al tiempo, lo cual provoca por una sefal de forma triangular, tal como se muestra en la

figura 2.1.

El potencial se varia linealmente desde Eo hasta Ef, cuando se ha alcanzado este valor el sentido de
barrido se invierte y el potencial vuelve a su valor original Eo, este ciclo de excitacion puede ser
repetido cuantas veces lo requiera la experiencia. Los potenciales a los que tiene lugar la inversion se
llaman potenciales de cambio. El intervalo de potenciales de cambio elegido para un experimento

dado, es aquel en el que tiene lugar la oxidacion o reduccion controlada por difusién de una o mas
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especies. Dependiendo del tipo de estudio, la direccién del barrido inicial puede ser negativa o

positiva.
a
E,
Barrido Barrido
directo INvVerso
E
E ; ,
| v=AE/At |
0 !

Figura 32. Voltametria ciclica. a) Barrido de potenciales. b) Voltamperograma.

En un estudio tipico cuantitativo se acostumbra obtener voltamperogramas en un amplio rango de
velocidades de barrido (Q) e intervalos de potencial. Comunmente, en los voltamperogramas hay una
cierta cantidad de picos y por medio de la variacion de las velocidades de barrido e intervalos de
potencial podemos observar como estos aparecen y desaparecen, notando las diferencias que existen
entre el primer y los barridos subsecuentes se determina como los procesos representados por los
picos estan relacionados, al mismo tiempo que de la dependencia de la velocidad de barrido y
amplitud del pico explica el papel de la adsorcion, difusion y reacciones quimicas acopladas dentro

del proceso en estudio.

En el caso de los sistemas reversibles, la velocidad de la transferencia de electrones es mas grande
que la velocidad del transporte de masa, y el equilibrio de Nernst siempre se mantiene en la
superficie del electrodo. Cuando la velocidad de transferencia de electrones es incapaz de mantener
este equilibrio en el electrodo la forma del voltamperograma ciclico toma algunos cambios. A bajas

velocidades de barrido la transferencia de electrones predomina sobre la transferencia de masa y el
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voltamperograma registrado es como el de un proceso reversible. Sin embargo mientras la velocidad
de barrido aumenta, la velocidad del transporte de masa incrementa y llega a ser comparable con la
de transferencia de electrones; entonces el efecto a notar en los voltamperogramas es la separacion

de los picos anddicos y catddicos y se dice que es un sistema irreversible.

8.2.1.1. Referencias.
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8.2.2. Fotografias de los experimentos.

Figura 33. Acomodo de media celda.
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Figura 35. Electrodepodsito de Au a un electrodo de nanofoam.
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Figura 35. Experimentos en celda completa con dos flujos.

8.2.3. Perspectivas.

Dentro de lo mucho que se puede seguir trabajando en este mismo tema, esta justificar como es que
estas estructuras contribuyen o no a la RRO, desarrollar mas el tema de inmovilizacion de enzimas
por el uso de distintas metodologias, ampliar las comparaciones entre el nanofoam y el toray y
mejorar los estudios de andlisis de ambos materiales por VC.

También se puede ahondar mas en la cuestion de usar o no mediadores y coémo incorporarlos.
Respecto al disefio de la celda y de los electrodos también hay mucho que hacer, ya que actualmente

hay mucho desarrollo en los materiales para la produccion de energias alternativas.
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8.2.4. Abreviaturas.

A Armstrong

AEp Separacion de pico de oxidacion y reduccion en voltios
RA Microamperios

pCC Microceldas de combustible

pL Microlitros

pm Micrometros

2D Bidimensional

3D Tridimensional

ABTS Acido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico)
Au Oro

Au/Ag Oro/plata

BA Buffer acetatos

BCC Biocelda de combustible

BF Buffer fosfatos

CC Celda de combustible

CCH Celda de combustible hibrida
Cv Carbon vitreo

DTE Directa transferencia electronica
ECS Electrodo de calomel saturado
GA Glutaraldehido

H,0; Peroxido de hidrogeno

hr Horas

i Corriente

J Densidad de corriente

Km Constante de Michaelis-Menten
Lc Lacasa

mA Milamperios

mg Miligramos

mL Mililitros
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mM
mV
nf
nm
NTC
PCA
pH
RRO

TE

VC

Milimolar

Milivoltios

Nanofoam

Nanometros

Nanotubos de carbono
Potencial a circuito abierto
Potencial de hidrégeno
Reaccion de reduccion de oxigeno
Segundos

Transferencia electronica
Voltaje

Voltametria ciclica

Watts (Potencia)
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