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RESUMEN

Iris Cristina Arvizu de Ledn Fecha de graduacion: diciembre de 2023
Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Evaluacion de catodos modificados con lacasas en la velocidad de
Estudio: la transferencia de electrones para su potencial aplicacién en

celdas de electroélisis microbianas

Numero de paginas:74 Candidata para el grado de Doctorado en

Microbiologia Aplicada

Area de Estudio: Microbiologia Aplicada

Propédsito y Método de Estudio: El uso de biocatodos en celdas de electrdlisis
microbiana es una de las formas mas ingeniosas de producir energia verde,
basada en la capacidad de algunas enzimas oxidorreductasas de acelerar la
reduccién de protones para dar lugar a la reaccion de liberacion de hidrogeno.
En este trabajo se evalué la enzima lacasa del hongo Trametes versicolor
inmovilizada covalentemente sobre nanoparticulas de TiO2, ZnO y CuO para su
uso como biocétodo en una celda de electrolisis microbiana. Primero se obtuvo
la enzima del hongo Trametes versicolor mediante fermentacién sumergia para
posteriormente ser semipurificada con centricones una vez que se tuvo el
extracto enzimatico listo, se pasé a trabajar con las nanoparticulas, la superficie
de estas se modificO quimicamente con el reactivo APTMS, luego se realiz6 la
inmovilizacion de la enzima lacasa de forma covalente utilizando glutaraldehido
como enlazador. Los materiales solos, material/NHz2, material/NH2/Glut vy
material/NH2/Glut/Lac se caracterizaron por FTIR, potencial {, XPS y SEM.
Posteriormente, las nanoparticulas cargadas con enzimas se adsorbieron en un

electrodo de carbono vitreo (GCE) para su caracterizacion electroquimica




mediante voltametria ciclica (CV), de esta manera se compararon los tres
materiales para seleccionar al mejor y continuar con su caracterizacion mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y voltametria de barrido lineal
(LSV).

Se obtuvo un extracto enzimatico con una actividad de 1,127 U/mL una vez que
se purifico esta actividad aumento a 5,007 U/mL, las caracterizaciones por
Potencial ¢, XPS, SEM-EDAX y FTIR de los nanomateriales revelaron una
correcta inmovilizacion de la enzima sobre los materiales. Alcanzando una
capacidad de captacion enzimatica de 55% para CuO, 60% TiO2y 99% ZnO, se
demostré que la lacasa inmovilizada sobre los nanomateriales mejoraban la
actividad electrocatalitica cuando se soporta sobre un GCE; este bioeléctrico
exhibié un aumento significativo en la oxidacion y la reduccion de los picos de
corriente en comparacion con el GCE solo y el material sin modificar.

Contribuciones y Conclusiones: Se selecciono a TiO2 como el mejor material
para trabajar ya que presento un potencial de oxido-reduccién mayor que los
electrodos con CuO y ZnO, se observé como con GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac, la tasa
de transferencia de electrones mejoré mucho; la magnitud de la impedancia de
este bioeléctrico fue de 1.15 Wcm? menor que la de los electrodos GCE 1.240
Wcm? y GCE/TiO2. 1.26 Wcm? Finalmente, las curvas de polarizacién mostraron
gue el sobrepotencial disminuye y la corriente catédica aumenta para el electrodo
GCE/TiO2/ NH2/Glut/Lac, caracteristicas requeridas para la evolucion del
hidrogeno, demostrando asi con los resultados obtenidos que la lacasa
inmovilizada en TiO2 puede funcionar como un biocatodo en una celda de

electrélisis microbiana.

FIRMA DEL ASESOR:
Dra. Alcione Garcia Gonzalez
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1 INTRODUCCION

La sobre poblaciéon ha ocasionado el uso excesivo de los combustibles fésiles,
haciendo que dependamos en un 97% de los combustibles fosiles para obtener
electricidad, calor y transporte. Entre estos combustibles destacan el petroleo, carbon
y gas fosil[1]. Sin embargo, la quema de combustibles fosiles produce emisiones de
gases de efecto invernadero, como el COz2, generando contaminantes de corta y larga
duracion. Esto provoca problemas de contaminacion y la depreciacion de las reservas
energeéticas mundiales.[2]. Una alternativa para mitigar el impacto ambiental es utilizar
fuentes alternas de energia[3], como la bioenergia (obtenida a partir de la biomasa)[4],
el bioetanol y el biohidrogeno. Actualmente, las energias renovables abastecen el 14%
de la demanda energética mundial, siendo el 10% aportado por biomasa[5].

Una de las alternativas mas atractivas para reemplazar los combustibles fosiles es el
uso de hidrégeno (H2), el cual puede ser producido a partir de varias fuentes de
energia, como fosil, biomasa, a partir de la electrolisis del agua, entre otras.[6]. El valor
calorifico del Hz es el mas alto entre los combustibles no nucleares; su combustion no
libera gases de efecto invernadero. Por lo tanto, el hidrogeno es considerado un
combustible limpio ideal[7]. Sin embargo, en la actualidad, mas del 95% se produce a
partir de combustibles de origen fésil. Por esta razon, es de gran importancia el
desarrollo de investigaciones que permitan encontrar formas sustentables de
produccion de hidrégeno[8].

La generacion de H:z por sistemas biologicos es una alternativa amigable con el
ambiente[9]. De los mecanismos para la generacion de biohidrogeno, la fermentacion
oscura es la técnica mas usada. No obstante, han surgido nuevas tecnologias, como
las celdas de electrélisis microbianas (CEM). Estas celdas permiten producir H2 y, al
mismo tiempo, degradar materia organica, la cual puede alcanzar las mismas
eficiencias de remocion que los sistemas de digestion anaerobia[10]. Este sistema
bioelectroquimico posee la ventaja de generar energia y, al mismo tiempo, realizar el
tratamiento de aguas residuales. En la CEM, se produce hidrégeno en el catodo (que
no contiene microorganismos) y biogas en el anodo (que si los contiene); esta parte
opera de forma anaerobia. A pesar de que las celdas de electrélisis requieren un
impulso de energia (0.5 a 1.0 V), son rentables debido a la ventaja de la generacion

de hidrégeno como una fuente de energia sostenible. 4




El mercado del combustible de hidrégeno esta aumentando segun el informe de Fuel
Cells and Hydrogen Joint Undertaking. El cual esta valuado en 820,000 millones de
euros. Estael la cifra anual que podria alcanzar el mercado para el Hz, aparte de a una
disminucion en emisiones de 560 millones de toneladas de CO2 para el afio 2050[11].
El hidrégeno es utilizado en diversos procesos industriales, por eso su demanda es
alta[12]. Pero el interés creciente a nivel internacional es usarlo como combustible,
con el fin de eliminar la dependencia que se tiene del petréleo y sus derivados. Las
CEM se consideran plataformas novedosas para enfrentar la problematica de
contaminacion del agua y, al mismo tiempo, la generacion de hidrogeno. Sin embargo,
presentan algunas desventajas, como los altos costos de fabricacidbn que son
afectados por los materiales que se utilizan en el catodo, como el platino y el titanio.
Por ello, se han aplicado diferentes estrategias con el fin de mejorar la velocidad de
transferencia de electrones en el catodo, utilizando materiales menos costosos. Una
estrategia muy poco estudiada en CEM es modificar el catodo con enzimas (del tipo
oxidorreductasas) con el fin de mejorar el proceso de reduccién del céatodo.
Recientemente, se ha reportado la modificacion de un catodo con lacasas
inmovilizadas para mejorar la eficiencia de una celda de combustible (CCM)[13].

Tal como se ha destacado previamente, la quema de combustibles fésiles resulta en
la emision de gases o compuestos de efecto invernadero y contribuye al calentamiento
global. Como alternativa, se plantea la produccion de biohidrégeno mediante métodos
mas verdes. Una forma de hacerlo es por electrdlisis del agua. Sin embargo, uno de
los problemas de esta reaccion es el uso de metales preciosos para el catodo. Una
alternativa méas sustentable es el desarrollo de biocatodos con materiales mas
ecologicos y econdémicos. Ademas, estudios recientes mostraron que los materiales
conductores modificados con enzimas tipo oxidorreductasas mejoraron el potencial
redox, por lo que la evaluacion de estos materiales para la modificacion de los catodos
podria resultar prometedora. En este trabajo de investigacion, se evalu6 el efecto de
la modificacién del catodo con lacasas inmovilizadas en nanoparticulas de Oxidos
metélicos de TiO2, CuO y ZnO, para su posterior aplicacion en celdas de electrolisis

microbianas




2. ANTECEDENTES

2.1 Métodos para la produccion de Ho
Como se ha sefialado con anterioridad, el hidrégeno puede ser generado mediante la

utilizacion de diversas sustancias presentes en la naturaleza (agua dulce, salada,

biomasa, sulfuro de hidrégeno y combustibles fosiles). Para producir hidrégeno con un

impacto ambiental nulo o bajo ("verde"), todo el CO2 debe procesarse con la ayuda de

una fuente de energia para generar hidrogeno. Estas fuentes de energia pueden ser

térmicas, eléctricas, fotonicas o bioquimicas. En la Tabla 1 se muestra una

representacion general y breve de métodos de produccién de hidrogeno que se utilizan

en la actualizad. Existen otros métodos para producir Hz, los cuales son menos utilizados

como son los de fotosintesis artificial y el reformado de combustibles fosiles [14].

Tabla 1. Resumen de las tecnologias de produccién de hidrégeno por energia primaria y fuente

Método Fuente Descripcion Bibliografia
Energia Material
Primaria
Agua La corriente continua se utiliza para Chen et al., 2016[15]
Electrolisis dividir el agua en O2y H:2 Cui et al., 2019[16]
Mandal, 2020 [17]
Descomposicion Eléctrica Combustible| El gas natural limpio pasa a través del Xin et al.,2017 [18]
del arco de fosil arco de plasma para generar Hz2y hollin | Moshrefiet al.,2018[19]
plasma de carbono.
Térmica Agua Reacciones quimicas ciclicas (reaccion | Sanz et al., 2020[20]
Divisién de neta: agua que se divide en Hz)
Termoquimicos agua
Térmica Conversion termo catalitica Parthasarathy et al .,
Conversion 2014[21]
de biomasa Biomasa Dou et al.,2018[22]
Termoquimicos Térmica Conversion de biomasa en gas de Shayan et al., 2018[23]
(Fotocatalisis) | Gasificacion sintesis Yao et al., 2016[24]
Térmica Conversion de biomasa liquida Bendixen et al.,
Reformar (biocombustibles) en Hz 2019[25]
Fotonico Agua El agua se divide en H> mediante el uso Zhu et al., 2016[26]
del par electrén hueco generado por el
fotocatalizador.
Foto- Fotbnico Biomasa | Una celda hibrida produce | Tayebi et al., 2019[27]
electroquimico Bioquimica simultaneamente corriente y voltaje al
absorber la luz.
Fermentacion Se utilizan sistemas biol6gicos para | Wang et al., 2019 [28]
Oscura generar Hz en ausencia de luz. Kumar et al., 2018[29]
Electrolisis  de Térmica Agua La energia eléctrica y térmica se utilizan | Mehmeti et al., 2018[30]
alta temperatura Eléctrica juntas para impulsar la division del agua | Khalid et al., 2020[31]
a altas temperaturas.




Método Fuente Descripcion Bibliografia
Energia Material
Primaria
Agua La corriente continua se utiliza para Chen et al., 2016[15]
Electrélisis dividir el agua en O2y H:2 Cui et al., 2019[16]
Mandal, 2020 [17]
Descomposicion Eléectrica Combustible| El gas natural limpio pasa a través del Xin et al.,2017 [18]
del arco de fosil arco de plasma para generar Hz2y hollin | Moshrefiet al.,2018[19]
plasma de carbono.
Térmica Agua Reacciones quimicas ciclicas (reaccién | Sanz et al., 2020[20]
Divisién de neta: agua que se divide en Hz)
Termoquimicos agua
Térmica Conversion termo catalitica Parthasarathy et al .,
Conversion 2014[21]
de biomasa Biomasa Dou et al.,2018[22]
Termoquimicos Térmica Conversion de biomasa en gas de Shayan et al., 2018[23]
(Fotocatalisis) Gasificacion sintesis Yao et al., 2016[24]
Térmica Conversion de biomasa liquida Bendixen et al.,
Reformar (biocombustibles) en H2 2019[25]
Fotonico Agua El agua se divide en H2 mediante eluso | Zhu et al., 2016[26]
del par electrén hueco generado por el
fotocatalizador.
Foto- Fotoénico Biomasa | Una celda hibrida produce | Tayebi et al., 2019[27]
electroquimico Bioguimica simultaneamente corriente y voltaje al
absorber la luz.
Fermentacion Se utilizan sistemas biolégicos para | Wang et al., 2019 [28]
Oscura generar Hz en ausencia de luz. Kumar et al., 2018[29]
Electrélisis  de Térmica Agua La energia eléctrica y térmica se utilizan | Mehmeti et al., 2018[30]
alta temperatura Eléctrica juntas para impulsar la divisién del agua | Khalid et al., 2020[31]
a altas temperaturas.
Biofotdlisis Bioquimico Agua/ Se  utilizan  sistemas  biol6gicos | Nagarajan et al.,
Fotonico Biomasa (microrganismos, bacterias, algas) para | 2017[32]
generar Hz Buitrén et al., 2017[33]
Fotoelectrolisis Fotoénico Agua Los fotoelectrodos y la electricidad Sheu et al., 2017[34]
Eléctrico externa se utilizan para impulsar la
electrdlisis del agua.




2.2 Produccion de H utilizando métodos biologicos
Los procesos biologicos para la produccion de H2 son de gran interés debido al bajo

costo de la energia, la neutralidad del carbono y al uso de energias renovables. Estos
procesos se basan principalmente en el mecanismo de funcionamiento de la enzima,
gue estimula la reacciéon de oxidacién y la produccion de H2 [35]. Esta enzima se
encuentra en algas verdes, cianobacterias (o algas verde azuladas), bacterias
fotosintéticas y bacterias fermentativas[36]. Siendo las bacterias fermentativas las que
presentan tasas mayores de produccién de Hz un ejemplo son Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Clostridium butyricum y  Clostridium

acetobutylicum[37].

2.2.1Fermentacién obscura

Las rutas para obtener Hz fermentativo oscuro es atractiva hacia la produccion
renovable de hidrégeno[38]. Una buena parte de las investigaciones sobre la
obtencién bioldgica de H: utilizando la metodologia de fermentacion oscura se ha
llevado a cabo inhibiendo la etapa de metanogénesis y otras reacciones bioquimicas.
Esto se debe a que, al permitir que la fermentacién avance a esta etapa, se comienza
a consumir el Hz producido[9,38,39]. Como lo hicieron Liu et al., 2020, llevaron a cabo
un pretratamiento en el consorcio de lodos activados, originarios de una planta de
tratamiento de aguas, mediante congelacibn en presencia de nitrito. Este
pretratamiento suprimié los microorganismos responsables de la acetogénesis
(32.1%), la metanogénesis (58.4%), y el proceso reductor de sulfato (51.5%),
aumentando asi el rendimiento de produccion de H2 durante la fermentacion oscura,
de 7.96 a 19.40 mL/gVS (sélidos volatiles). [40]. adicionaron Oxido de calcio (CaO) a
una concentracion de 0.1 g/g de VSS (sélidos suspendidos volatiles) durante la
fermentacién oscura, obteniendo un rendimiento maximo de hidrégeno de 0.77, en
comparacion con la fermentacion sin la adicion de Ca0O2, que alcanz6 10.55 mL/gVSS.
Utilizaron como consorcio lodos originarios de un tanque de sedimentacion secundaria
[28]. La generacion de biohidrogeno por fermentacion oscura se puede realizar
utilizando cultivos puros como mixtos. Entre las especies mas utilizadas en cultivos
puro son Caldicellulosiruptor, Clostridium, Dictyoglomus, Spirocheta, Anaerocellum,
Fervidobacterium, Thermotoga y Thermoanaerobacter [41]. Tal como lo presentan

Srivastava et al., 2017 donde utilizaron un cultivo puro de Clostridium pasteurianym




(MTCC116) usando como cosustrato paja de arroz hidrolizada logrando obtener una
tasa méaxima de produccion de 23.96 mL/L/h en 96 h[42]. Los cultivos mixtos para la
produccion de Hz por lo general provienen de plantas de tratamiento, y pueden pasar

0 No por un pretratamiento térmico como se ha mostrado anteriormente[43].

2.3 Potencial redox necesario para la generacién de H: durante la
fermentacion obscura

La adicion de mediadores redox (MR) se utiliza para mejorar la capacidad de
transferencia de electrones. Esta estrategia incluye el uso de moléculas con la
capacidad para aceptar electrones de microorganismos o donar electrones a
microorganismos, actuando como un puente de electrones entre los
microorganismos y los anodos o catodos[44—48]. Existen varios estudios donde se
reporta el uso de MR para alcanzar una mayor produccién de hidrégeno como lo
reportan Atilano et al., 2020, quienes utilizaron dos MR, Lawsona (LQ) y
antraguinona 2-sulfonato (AQS), para mejorar la obtencion de H2 mediante
fermentacién oscura. Utilizando un lodo anaerdbico pretratado, obtuvieron una
mejora en la produccion de H2 del 10% con LQ y del 11.4% utilizando AQS[39]. O
Martinez en 2016, quien utilizd6 4 MR (AQDS, AQS, riboflavina y Lawsona)
inmovilizados en carbén activado utilizando un consorcio puro de C. beijerinckii,
obtuvo un aumento en la concentracion de hidrégeno de mas del 20%, siendo el
mejor MR la Lawsona (LQ) [49].

2.4 Progresos de mejoramiento en Celdas de electrolisis microbianas
(CEM)

La CEM es una tecnologia innovadora, dado que las primeras investigaciones
salieron en el afilo 2005 por Liu et al. Empleando un sistema donde los
microrganismos se localizan en la camara anddica, estimulando la oxidacion del
sustrato por medio de su metabolismo, generando protones y electrones que fueron
transportados a la camara catédica[50]. Existen numerosos reportes sobre la
evolucion de Hz evaluado diferentes materiales en el anodo, catodo, voltajes y

sustratos en la Tabla 2 se resumen las diferentes configuraciones evaluadas.




Tabla 2. Diferentes configuraciones de sustratos utilizados y tasa de evolucion de

hidrogeno (Q) en celdas de electrdlisis microbiana (MECs), extraida de Kadier et al.,

2016[51].
Tipo de sustrato Concen | Volumen Tipo de electrodo Produccién Voltaje
tracion MEC Anodo Céatodo de Hidrogeno | aplicado
(9/L) (mL) (Q) (m3Hzm*® V)
dia?)
Acido acético 1 42 Grafito granular Tela de carbén 1.10 0.6
Acetato (sodio 2.72 40 Fieltro de grafito Espuma de Ni 50 1
acetato)
Glucosa 1 28 Tratado con amoniaco Tela de carbén 0.83 0.5
cepillo de grafito
Efluente sintético 1 28 Fieltro de grafito Tela de carbén 1.11 0.5
(Lignocelulosas
Celobiosa)
Aguas residuales 0.204- 58 Papel carbén (no a Papel carbon 0.154 L-H: 0.5
domesticas 0.481 4 prueba de humedad)
Aguas residuales | 2 (COD) 28 Fibra de grafito Tela de carbén 0.9-1.0 0.5

2.4.1Modificacién del catodo

Como se mencioné anteriormente, una de las grandes desventajas que presentan las
CEM es el elevado costo de los materiales, lo que constituye una preocupacion clave y
motiva la busqueda de alternativas para disminuir los gastos. Una manera de lograr esta
reduccion es a través de la modificacion de los materiales empleados en la fabricacion
del catodo, tal como lo hicieron Ghasemi et al.,2020, Ellos fabricaron un nuevo conjunto
de electrodos de céatodo utilizando polianilina y grafeno en una malla de acero
inoxidable, lo que resulté en la produccion de 0.805 m3de H2. Concluyeron que el costo
de fabricacion del catodo modificado fue un 50% mas bajo que los céatodos
convencionales con platino en la tela de carbono[52]. Otra forma de modificar el catodo
es la inmovilizacién de una enzima oxidorreductasa sobre este, tal como lo hicieron Lee
et al.,2020, ellos construyeron un biocatodo con un material a base de carb6n en forma
de nanoflores de Cu, sobre la cual se inmovilizo la enzima lacasa. Posteriormente se
acopl6 a una ceda de combustible, las densidades de potencia maximas del Hz/ Oz2de
la celda fueron de 52 pW cm?y 0.41 mW cm?y se mantuvo el 85% de la potencia
durante 15 dias a temperatura ambiente[53]. Aungque esta mejora no se realiz6 en un

catodo de una CEM se puede tomar como ejemplo.
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2.5 Transferencia bioelectrénica en sistemas catalizados por lacasa

La transferencia bioelectrénica es un mecanismo que se lleva a cabo de manera
intramolecular en las enzimas, donde los electrones migran del sitio activo a las
especies reactivas. La eficiencia de la migracion bioelectrénica puede variar segun la
orientacién del sitio activo, lo cual depende de su posicibn en la enzima y su
disposicion al finalizar la inmovilizaciéon [54]. Como lo demostré Priyadharshini et
al.,2021 la enzima lacasa se inmovilizo utilizando tres enfoques diferentes, reticulacion
con polianilina electropolimerizada (PANI), atrapamiento en perlas de alginato de
cobre (Cu-Alg) y encapsulacion en micelas de Nafion (Nafion) estos sistemas se
emplearon en cadmaras catédicas de MFC para la decoloracion del colorante Acid
orange 7 obteniendo como resultados que la lacasa con PANI mostré la mayor
estabilidad y actividad, obteniendo una densidad de potencia de 38 + 1.7 mW m? en
comparacion 25,6 + 2,1 mW m? para la lacasa Nafion, y14,7 + 1,04 mW m? para la
lacasa Cu-Alg[55]. y Jodo H et al.,2019 donde se logroé la inmovilizacion de la lacasa
en un electrodo de carbono vitreo recubierto con capas de nanotubos de carbono de
pared multiple utilizando una pelicula de botriésfaerano para ser utilizado como
biosensor para la determinacion de dopamina presentando un limite de deteccion de
0.94pumolL[56].
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3. Marco Tedrico
3.1 Produccién microbiolégica de H2

El gas hidrégeno tiene un gran potencial como combustible futuro, ya que durante su
combustion no se produce CO.. Tiene la energia mas alta por unidad de peso, con un
poder calorifico de 142 kJ/kg, que es tres veces mayor que el de la gasolina. Es capaz
de sustituir al petrdleo y sus derivados, y se puede transportar para uso
domeéstico[12,38,43,57-59]. Sin embargo, el hidrégeno es considerado un verdadero
combustible 'verde' solo si se produce a partir de fuentes renovables, como la biomasa.
Existe una amplia variedad de microorganismos, entre los cuales se destacan las
bacterias anaerébicas debido a su alta tasa de produccién y su capacidad para utilizar
una amplia gama de sustratos [60]son capaces de producir hidrégeno en diferentes
procesos, estan los que dependen luz como biofotdlisis y fotofermentacion, o los que

no dependen de esta como son la fermentacion oscura y celdas microbianas[7,61].

3.1.1 Biofotdlisis

Es el mecanismo de la luz solar sobre los sistemas bioldgicos (microalgas verdes y
cianobacterias) que resulta en la disociacion del H20 en H2 molecular y oxigeno, se
llevar a cabo de dos maneras directa o indirecta[4].

3.1.2 Biofotdlisis directa

Proceso bioldgico en el cual las algas verdes como Chlamydomonas bajo condiciones

anaerobias utilizan la energia solar para generar hidrogeno a partir de agua[62].

3.1.3 Biofotdlisis indirecta

La produccion de biohidrégeno esta formada por dos etapas: en la primera, la energia
solar se transforma en energia quimica en forma de carbohidratos, los cuales son
utilizados como sustratos en la fermentacion aerdbica (i); posteriormente, en la
segunda etapa, estos carbohidratos son convertidos a biohidrogeno mediante la
accion de la enzima hidrogenasa en procesos de fermentacion anaerdébica (ii)[6,33,62].
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3.1.4 Fotofermentacion

En este proceso se cataliza la produccion de hidrogeno mediante la enzima
nitrogenasa[7]. Las bacterias que llevan a cabo este proceso son fotosintéticas
anoxigénicas, y en particular, las bacterias parpuras sin azufre son capaces de reducir
los iones H* a H2 gaseoso. Utilizan tanto el poder reductor derivado de la oxidacion de
compuestos organicos como los acidos grasos de bajo peso molecular, ademas de la

energia derivada de la luz[8].

3.1.5 Fermentacion oscura

Es un proceso independendeinte de la luz, en el cual se pueden utilizar sustratos de
fuentes renovables[1,9,38,39,63]. EI mecanismo presenta la habilidad de los
microorganismos anaerébicos o microalgas para producir biohidrégeno en ausencia
de luz solar, tales microorganismos son capaces de utilizar moléculas de hidrogeno
ricas en energia, si estan disponibles y utilizar los electrones de la oxidacion del
hidrogeno para producir energia[10]. EI mecanismo de transformacion de materia
organica de forma anaerobia consta de diferentes reacciones consecutivas, las cuales
se dividen en 4 fases: hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y, por ultimo, la
metanogénesis. La digestion anaerobia involucra rutas metabdlicas complejas de al
menos dos o tres grupos fisiolégicos, como bacterias fermentativas, sintroficas y
metanogénicas. Un consorcio microbiano es capaz de metabolizar la materia organica,
ya sea simple o compleja, y generar dioxido de carbono, metano, acido sulfhidrico,

amonio y H20[37].

3.1.6 Celda de electrélisis microbiana

Es una técnica emergente para convertir compuestos organicos en energia limpia
(H2). Con la ayuda de microorganismos electroquimicamente activos, el material
organico se convierte en CO2, H+ y electrones. Estos electrones son transferidos al
anodo y se desplazan del anodo a través de un circuito que contiene una fuente de
poder hacia el catodo, donde el hidrogeno se produce mediante la reduccién de
protones o aguaf[12,57,64].
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Una ventaja de este método es el voltaje que requiere, aproximadamente de 0.2-0.8
V, para impulsar la produccién de hidrogeno en el catodo. Se han identificado
rendimientos superiores de Hz en celdas de electrélisis microbiana (67% - 91%,
equivalente a 8-11 mol de Hz por mol de glucosa) en comparacion con el proceso de

fermentacion oscura[11].

3.2 Sistemas Bioelectroquimicos
Se considera un enfoque prometedor para utilizar la energia de la biomasa residual

para diversos fines, comparten un principio en comun, los microorganismos
electroactivos en la cdmara anddica catalizan diferentes reacciones electroquimicas
como las de oOxido-reduccion [65]. Presentan dos electrodos un anodo y un catodo
sumergidos en sus respectivas soluciones electroliticas conocidas como anolito y
catolito, las cuales son separadas por una membrana[66]. Se pueden clasificar en dos
tipos de celdas de electrélisis microbianas (CEM) o celdas de combustible microbianas
(CCM); la clasificacion dependera del método de operaciéon y de la forma de obtener
electricidad. Las CCM son tecnologias capaces de obtener electricidad directamente,
asi como una escasa generacion de Hz y iones H* durante la etapa de biodegradacién
de la materia organica contenida en las aguas a tratar [13]. Mientras que una CEM su
principal funcién es la de obtener compuestos quimicos inorganicos, entre los que

destaca el hidrégeno [15].

3.2.1 Celdas de combustible microbianas (CCM)

Estos sistemas emplean bacterias para transformar la energia quimica presente en
diversos sustratos en energia eléctrica. Las bacterias generan electrones y algunos
iones H* gracias a su actividad metabdlica, y los transfieren a un electrodo (anodo) en

lugar de a un aceptor final de electrones, como el oxigeno[16].

3.2.2 Configuracion de las celdas de combustible microbianas (CCM)

Estos sistemas estan conformados por una o dos cadmaras, dentro de las cuales estan
ubicados el anodo y el catodo. En el anodo, se encuentra una biopelicula formada por
bacterias con la habilidad de biodegradar diferentes tipos de sustratos.
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Gracias a su metabolismo, pueden llevar a cabo procesos de oxidacion de los
diferentes sustratos presentes en la camara anddica, generando CO2, protones y
electrones. Los protones pasan al catodo atravesando la membrana que separa las
camaras, mientras que los electrones fluyen con el apoyo de un circuito externo. Una
vez en el catodo, los electrones son reducidos a agua, formandose un gradiente

eléctrico y asi obteniendo energia eléctrica[17].

3.3 Celdas de electrolisis microbiana (CEM)

Es una manera verde para la obtencion de H2 de manera verde, inicia cuando los
microrganismos oxidan la materia organica, liberando protones y electrones en la
solucion de anolito (&nodo), los electrones se transfieren desde el &nodo a través de
un circuito eléctrico al contraelectrodo (catodo) se realiza la reduccion de oxigeno
cuando el oxigeno esta presente en el catolito, se puede producir corriente, pero sin
oxigeno la generacion no es espontanea. Pero si la generacion se ve obligada por la
aplicacion de un pequefio voltaje (> 0.2 V en la practica) entre el anodo y el catodo,
el Hz se genera mediante de la reduccion de los H*[67].

3.3.1 Configuracion de las celdas de electrdlisis microbiana (CEM)

Es un mecanismo electroquimico configurado por una camara andédica (donde se
encuentran los microorganismos y generan electrones e iones H+) y una camara
catodica (donde ocurre la evolucion de Hz). Ambas camaras estan divididas por una
membrana, pero estan unidas a una fuente de poder externa. Las bacterias
exoelectrogénicas oxidan la materia organica en la parte anddica, generando como
resultados compuestos protonados H*, CO:2 y electrones. Estos ultimos fluyen en el
anodo con la ayuda de una fuente de poder externa (circuito eléctrico), mientras que
los protones atraviesan la membrana hacia el catodo[68].

Muchas CEM tipo H estan disefiadas con camaras anddicas y catédicas separadas
por una membrana, pero también existen celdas que no tienen membranas. Las celdas
de dos camaras presentan un problema en el que la membrana que separa las

camaras crea un gradiente de pH que afecta a los microorganismos en el anodo.
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Otro inconveniente es la distancia entre los electrodos (anodo y catodo), que crea una
resistencia a la transferencia de masa, afectando la produccién de Hz y provocando
un decremento 6hmico del voltaje. Ademas, se presenta otra resistencia, la de la
transferencia de los electrones de las bacterias en el biofilm al electrodo. Las
resistencias inherentes al sistema generan un decremento de potencial, resultando en
un mayor gasto energético del mecanismo. Mientras que una celda con solo una
camara presenta el problema de que el Hz generado no es facil de obtener ya que es
necesario separarlo de una combinacion de soluciones, y cuando mucho Unicamente
se contaria con CO2 y en algunas ocasiones CHas por lo que es necesario realizar a

un proceso de purificacion aumentando el costo [69].

3.3.2 Diferencias

En las celdas de combustible microbiana, la transferencia de carga eléctrica se
produce en la direccion del anodo al catodo debido al tipo de potencial eléctrico del
catolito, que es mas positivo en comparacion con el anolito. Mientras tanto, en las
celdas de electrdlisis microbiana, la corriente eléctrica se transporta del dnodo al
catodo con la ayuda de un impulso en forma de voltaje generado entre el &nodo y el
catodo mediante una fuente de poder externa. Esto se debe a que la evolucion de
hidrogeno que tiene lugar en el catolito generalmente cuenta con una fuerza de

potencial de reduccion de aproximadamente -0.41 V vs EHS[70].

3.4 Microorganismos electrogénicos y/o electroactivos

La bioelectrogénesis es la obtencion de energia eléctrica a partir de energia quimica,
gracias a los microorganismos y sus mecanismos biologicos. Existe una amplia
variedad de bacterias capaces de llevar a cabo procesos de biotransformacion
energética; sin embargo, algunas han desarrollado mas esta habilidad en
comparacion con otras [71]. Las mas eficientes son llamadas bioelectrogénicas y
poseen caracteristicas biologicas y redox Unicas, siendo capaces de transferir
electrones al exterior de la celda y convertir compuestos altamente téxicos en no
peligrosos. Estos microorganismos han llevado al desarrollo de tecnologias
electroquimicas microbianas que incluyen aplicaciones en los campos de la

biorremediacion y la produccion de bioenergia[72].
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Se han identificado bacterias bioelectrogénicas que tienen la habilidad de transportar
electrones al anodo sin la necesidad de afiadir mediadores redox. De estas, destacan
dos tipos de bacterias electrogénicas: 1) aquellas que pueden producir sus propios
mediadores redox y secretarlos al medio, reaccionando con el electrodo; 2) aquellas
gue no necesitan utilizar un mediador y pueden interactuar directamente con el
electrodo. La gran mayoria de las bacterias bioelectrogénicas son gramnegativas, ya
gue la estructura de su pared celular contribuye a la diferencia en la carga de la
superficie de la célula, lo que favorece las habilidades electrogénicas de estas
bacterias [73-75].

La diversidad de especies y el origen de las bacterias presentes en el in6culo son de
gran importancia, ya que estan relacionados con la eficiencia energética y su posterior
desempeiio. En la actualidad, se han identificado mas de 20 tipos de bacterias
bioelectrogénicas, entre las que se incluyen especies de los géneros. Geobacter
sulfurreducens es considerada como una de las bacterias electrogénicas mas
eficientes y se desarrolla en ambientes anaerobios[75]. Otra es Pseudomonas
aeruginosa electrogenica productora de fenazinas como mediadores redox, el
representante principal de este grupo corresponde a las bacterias reductoras de Fe3
del género Shewanella, otras bacterias con actividad bioelectrogenica documentada
son Desulfobulbus, Rhodoferaxferrireducens, Klebsiella Aeromonashydrophila,
Rhodoferax,, Clostridium butyricum, Enterococcus gallinarum, Enterobacter,
Rhodopseudomonas, Citrobacter,, Arcobacter, Aeromonas, Ppropionibacterium,
Pseudomonas, Thermincola, Geothrix, Acidiphilium, Comamonas, Ochrobactrumentre
otras[76].

3.4.1 Mecanismos de transporte de electrones en sistemas bioelectroquimicos

Como regla general, los diferentes mecanismos propuestos para explicar la
transferencia de electrones se clasifican en funcion de si la transferencia de electrones
al electrodo se produce a través de compuestos solubles (transferencia de electrones
mediada) o a través de proteinas activas redox de membrana bacteriana y pili

conductores (transferencia de electrones directa)[73].
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Transferencia directa de electrones: las bacterias se ponen en contacto directo con el
electrodo. Aquellas bacterias que pueden llevar a cabo esta transferencia lo hacen
porgue en la matriz extracelular o en su membrana celular presentan proteinas redox
activas, como citocromos C o complejos enzimaticos. La transferencia de electrones
puede ocurrir a través de nanocables o pilis, que las bacterias forman cuando la
transferencia de electrones esta limitada, permitiendo asi que las células que no estan
en contacto directo con el electrodo puedan establecer conexion[39,77-79].
Transferencia de electrones mediada: se requiere la ayuda de mediadores redox, ya
sean organicos o inorganicos. Las bacterias tienen la capacidad de secretar estos
mediadores al medio, y estos son reducidos u oxidados fuera de la membrana celular.
Posteriormente, los mediadores donan o aceptan electrones en direccion desde o
hacia un electrodo (mediadores redox enddgenos). Entre los mediadores mas

investigados se encuentran los acidos humicos y las piocianinas[15].

3.5 Bioanodos

En el &nodo, también Illamado biodnodo, es donde los microorganismos
electroquimicos activos, conocidos como electrégenos, oxidan compuestos organicos
para transferir electrones mediante contacto directo entre la célula bacteriana y el
electrodo, ya sea a través de nanocables o citocromos de tipo ¢ unidos a la
membrana[64]. O por medio de moléculas portadoras de electrones (endégenas o
exdgenas). Los electrones son conducidos por un circuito externo al catodo para
generar H2 mediante la reduccion de iones H*. Sin embargo, las células bacterianas
poseen limitaciones energéticas para completar la oxidacion de sustratos organicos
para la formacion de hidrogeno, lo que requiere la aplicacion de un voltaje adicional

para convertir el sustrato organico en CO:2 e hidrégeno[80].

3.5.1 Sustratos

El tipo de sustrato utilizado en una CEM es un factor muy importante en su rendimiento,
ya que su composicion organica puede favorecer o inhibir la generacion de
electricidad. Los metabolitos fundamentales que se espera encontrar en el sustrato

son aminodcidos, carbohidratos y acidos grasos[81].
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Sustratos organicos fermentables (como la biomasa lignocelulésica) estan
compuestos por polimeros de carbohidratos como celulosa, hemicelulosa, y un
polimero aromatico (lignina). Sustratos organicos no fermentables incluyen &cidos
aceéticos, 4cido butirico, &cido lactico, &cido valérico, acido propionico, glucosa y
acetato. Este ultimo es el sustrato mas utilizado, ya que es un producto final de la
fermentacion oscura. Las fuentes de aguas residuales incluyen aquellas provenientes
de uso domeéstico, aguas residuales de cerdos, efluentes de fermentacion, muestras
de aguas residuales de refineria, aguas residuales industriales y de procesamiento de
alimentos, aguas residuales de campo, procesamiento de patatas, y aguas residuales
de estiércol y lacteo [51]. Otro punto a considerar en la eleccion del sustrato es que
dependiendo del tipo de sustrato con el cual se trabaja es el voltaje [28]. Que sera

necesario aplicar para que se puede llevar a cabo la produccién de hidrogeno Ho.

3.5.2 Microorganismos anddicos

Los microorganismos presentes en la cadmara anddica llevan a cabo el proceso de
oxidacion del sustrato mediante un tipo de metabolismo en el que secretan protones
y electrones que se transfieren a la camara catédica. Estos microorganismos son
anaerobicos, y su actividad bioelectrocatalitica se ve afectada en gran medida por la
exposicion directa al 02[82]. Las bacterias capaces de reducir un aceptor de electrones
en estado sélido, como Fe (lll), en su mayoria también pueden utilizar anodos como
aceptores de electrones. La tasa de transferencia de electrones y los mecanismos
involucrados entre la membrana de la célula bacteriana y las superficies de los &nodos
son clave para determinar el rendimiento de un sistema bioelectroquimico[83]. Entre
los géneros de microrganismos reportados en los andos de celdas de electrolisis son
Desulfovibrio, Acidaminococcus, Desulfocapsa, Acetobacterium, Cloacibacillus[2],

Geobacter, Shewanella y Butyricicoccus[84].

3.6 Catados y Biocatados

Es donde ocurre la reduccién de los protones para producir hidrégeno gaseoso dentro
de una CEM. Biocatodo es el concepto de un catodo donde un sistema bioldgico

actuarad como el catalizador[85].
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3.6.1 Materiales para catodos y biocatodos

Los materiales de catodo son mayoritariamente metales preciosos. Para la reaccion
de desprendimiento de hidrogeno, se utilizan cominmente materiales a base de
platino, pero este material presenta un alto costo y cuenta con la desventaja del
envenenamiento. Como alternativa a este material, se utilizan aleaciones de niquel y
acero inoxidable, disulfuro de molibdeno y carburo de tungsteno.[12,55,86]. También
se han reportado el uso de catalizadores como electrodos construidos con
carbono[18,87]. Otra opcion es el biocatodo, donde se inmoviliza un sistema biolégico
como enzimas oxidorreductoras en materiales a base de carbon. Enzimas
hidrogenasas purificadas, aisladas de microorganismos, se han utlizado para
reemplazar catalizadores quimicos inmovilizados en células de Desulfovibrio vulgaris.
Asimismo, se han concebido biocatodos que consisten en microorganismos que
cubren un electrodo hecho de material (por ejemplo, carbono) o disperso en el

electrolito para catalizar reacciones catddicas[53,88,89].

3.6.2 Lacasas

Es un tipo de polifenol que contiene cobre oxidasa, p-difenol oxidasa. Son
oxidorreductasas que contienen centros redox integrados en forma de cuatro atomos
de cobre y tienen, dependiendo de la enzima, un potencial redox relativamente alto
para la oxidacion de compuestos fendlicos y otros compuestos aromaticos [90]. Son
glicoproteinas extracelulares con pesos moleculares que van de 60 a 80 kDa. El
potencial de oxidacién-reduccién de esta enzima esta ligado al microorganismo de
origen, dentro de los limites de 0.5 a 0.8 V[91]. Son proteinas estables que tienen un
punto isoeléctrico en el rango de 2.6 a 4.5 y son funcionales en un rango de pH de 2
a 8.5. Las lacasas son enzimas de interés industrial con potenciales aplicaciones en
detergentes, blanqueadores de pulpa, adhesivos, funcionalizacion de fibras,
desintoxicacion, blanqueo de mezclilla, decoloracion textil y se ha demostrado que

funcionan en biosensores y en células de biocombustible[92].
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3.6.3 Mecanismos de acci6on de la lacasas

El mecanismo de las lacasas depende de la oxidacion 4 electrones que se encuentran
en el sustrato seguido de la reduccion de Oz a H20 [93]. La actividad catalitica de la
enzima comienza cuando acepta 4 electrones provenientes del sustrato a través del
Cu tipo 1. El potencial del cobre tipo 1 cambia dependiendo del microorganismo del
cual se obtiene la lacasa. El centro activo de cobre presenta el potencial redox que es
responsable de la transferencia electronica entre el sustrato y la enzima, determinando
el mayor potencial del biocatodo. Después de una transferencia electrénica interna
desde el Cu tipo 1 reducido hasta el conjunto tipo 2 y tipo 3 a través del tripéptido
altamente conservado His-Cys-His, los atomos Cu del tipo 3 funcionan como aceptores
de electrones en la oxidacion aerobica, donde la presencia del Cu tipo 2 es
indispensable. La reduccion de Oz a H20 se produce en el conjunto tipo 2 y tipo
3[94,95]. El sitio de Cu tipo 1 (azul) posee un amplio espectro de ABS de 5000 M
cm-1a 600 nm, gracias a las evoluciones de transferencia de carga de ligando a metal
[96].

3.6.4Transferencia electronica en sistemas catalizados por enzimas

Para que un mecanismo de inmovilizacion se considere exitoso la enzima debe poder
conservar y mejorar su estabilidad, Ademas, la forma en que ocurre la transferencia
de electrones entre el sitio activo de la enzima que ha sido inmovilizada y la superficie

del electrodo debe ser rapida e interrumpida [97].

3.6.4.1 Transferencia directa

Este mecanismo de transferencia Figura 1a. solo se puede realizar a distancias cortas
que van a menos de 15 A y puede ser mejorado si al momento de inmovilizar la enzima
su orientacion permite que el sitio activo quede expuesto justo frente a la superficie
del electrodo. Pero, gracias al alto peso molecular de las enzimas y que en la mayoria
de los casos los sitios activos estan orientados en los bolsillos conformacionales
donde Unicamente el sustrato esta presente, éstos no serian facil
bioelectroquimicamente inhibiendo asi la transferencia. Para estas situaciones, la
Unica forma de lograr la transferencia es tener en el medio micromoléculas con
habilidades de intermediarios entre el sitio activo de la enzima y los electrodos Figura
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Figura 1. Mecanismos de transferencia electrénica directa (a) y mediada (b) entre el

sitio activo de una enzima y el electrodo en la oxidacién de un sustrato.

3.6.4.2 Reacciones de transferencia de electrones de lacasa

Existen principalmente dos tipos de transferencia de electrones en el contexto de
sistemas enzima-electrodo: transferencia de electrones directa (DET) y transferencia
de electrones asistida por mediadores (MET). El disefio de electrodo-enzima en el
caso de MET implica una estructura compleja con un alto sobrepotencial en el proceso
electrocatalitico y una estabilidad operativa reducida. Por otro lado, en la DET, el sitio
del potencial redox, es decir, el sitio T1 de la lacasa, debe estar orientado hacia el
electrodo y tener la distancia mas corta posible entre el sitio redox y el electrodo
mientras la enzima lacasa estd inmovilizada en el electrodo. Esto facilita la

transferencia directa de electrones entre la enzima y el electrodo[95,96].

3.6.5 Lacasas inmovilizadas para biocatado

La inmovilizacion quimica y fisica de las enzimas nativas, que incluye la modificacion
estructural y la orientacion, desempefia un papel crucial en la minimizaciéon de la
pérdida de energia en la interfaz enzima-electrodo durante la transferencia de
electrones. Entre las diversas estrategias, la orientacion del sitio T1 de la lacasa hacia
una molécula aromatica hidrofoébica unida a la superficie de un electrodo minimiza la
distancia espacial entre el centro redox de T1, permitiendo asi una transferencia de

electrones eficiente con intermediarios de transferencia de electrones minimizad%




Después de la inmovilizacidon en la superficie del electrodo, las orientaciones de las
enzimas redox y/o las distancias contribuyen a un tinel de electrones
favorable[53,95,98]. Las lacasas derivadas del hongo Trametes, en particular las de
T. versicolor y T. hirsuta, se han empleado en la modificacion de electrodos con el
propoésito de catalizar la reaccion de evolucion de hidrégeno, ya sea a través de

transferencia electronica directa o mediada[87,99,100].
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4. APORTACION CIENTIFICA

Desarrollo de catodos modificados con lacasas para su potencial aplicacion en celdas

de electrdlisis microbianas mejorando la velocidad de la transferencia de electrones.

5. HIPOTESIS

Los céatodos modificados con lacasas presentan mayor velocidad de transferencia de

electrones en comparacién de los catodos sin lacasas.

6. OBJETIVOS Y METAS.
6.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto de catodos modificados con lacasas mejorando la velocidad de la

transferencia de electrones para su potencial aplicacion en celdas de electrélisis

microbiana.

6.2 Objetivos Especificos

1.

Producir lacasas de Trametes versicolor por fermentacién sumergida usando
salvado de trigo como cosustrato.

Purificar el extracto enzimatico rico en lacasas con membranas de ultrafiltracion
de 50y 100 kDa.

Funcionalizar nanoparticulas metalicas (TiO2, ZnO y CuQ) con grupos amino y
carbonilo para la inmovilizacion covalente de la lacasa obtenida por
fermentacion sumergida.

Caracterizar las nanoparticulas metalicas en cada paso de la funcionalizacién
y después de la inmovilizacion de la enzima, por técnicas instrumentales y
electroquimicas tales como FTIR, SEM, potencial ¢, DRX, XPS, CVA e IES.
Preparar un anodo de carbon activado granular modificado con AQS,
establecer la biopelicula y caracterizar electroquimicamente.

Obtener dos catodos uno sin modificar y modificado con lacasa inmovilizada
en el mejor oxido-metalico.

Construir dos celdas de electrélisis microbianas.
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7 MATERIALES Y METODOS

Los reactivos y equipos utilizados durante el desarrollo del proyecto de la tesis se
ubican en los laboratorios de Fisicoquimica de Interfases y de Tratamiento de Aguas
2.

7.1 Adaptacion del inéculo microbiano

El lodo utilizado como in6culo fue una mezcla de lodos de las plantas tratadoras de
aguas residuales de la empresa Hershey's, ubicada en Escobedo Nuevo Ledén y de la
Cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma ubicada en Monterrey, NL y enriquecido con
estiércol de vaca. El lodo fue alimentado con glucosa 4 g/L y Na,CO; 1 g/L para

mantenerlo.

7.2 Propagacion de la cepa fungica y obtencion de la biomasa

El hongo fue colectado en un trabajo anterior del equipo investigacion identificado
genéticamente como Trametes versicolor. La cepa fungica fue activada en agar PDA
(papa dextrosa) esterilizacion durante 15 min a 121 °C y 15 psi, a continuacion, se
sembrd en el agar con el método de agar plots, se llevé a incubar a 30 °C+1 por 12
dias para ser almacenadas a 4 °C * 1, esta metodologia se repiti6 1 vez cada mes

para mantener la cepa fresca.

7.3 Produccion de lacasas por fermentacién sumergida

La fermentacién sumergida se realizé en un matraz de 500 mL al cual se le adiciono
250 mL de medio Kirk Tabla 3 (Kirk and Farrell 1987)[101]. El cual fue suplementado
con salvado de trigo 5 g/L como cosustrato y 1 mM de CuSO4 como cofactor, cada
matraz fue inoculado con 12 plots [102]. Las condiciones para llevar a cabo la
fermentacién fueron a 30°C ,150 rpm por 12 dias. Se tomaron alicuotas de 1 mL cada
2 dias y los ultimos 4 dias cada 24 h, con la finalidad seguir el comportamiento de la
fermentacion y medir, proteina extracelular, activad enzimatica, azucares reductores

y compuestos fendlicos.
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Tabla 3. Composicion del medio Kirk and Farrell

Reactivo Concentracion (g/L)
Glucosa 1
KH2PO4 0.2
MgSO4-7H20 0.05
CaCl2 0.01
CuS04-7H20 0.08
MnSQO4-4H20 0.07
(NH4)sM0O4024H.0 0.05
ZnS04-7H0 0.043
FeCl3-6H,0 0.01

10 L de solucion de elementos traza

7.4 Caracterizacion del extracto obtenido durante la fermentaciéon
sumergida

7.4.1 Ensayo enzimatico para determinar lacasas

Se determind a través de la oxidacion del ABTS, adicionando 700 pL de H20, 100 pL
extracto con la enzima, 100 pL de buffer de acetatos 1 M a pH 5y 100 pL de ABTS
5mM. El tiempo de reaccién comenz6 al afiadir el ABTS llevando a incubar la muestra
por 1 min 40°C (en ausencia de luz) en un bafio seco, posteriormente se leyo la
diferencia de absorbancia en un intervalo de 1 minuto a 420 nm a, la actividad
enzimatica se determind mediante el uso de la siguiente ecuacion (1): en un

espectrofotometro UV-Vis.

U AAbs * Vr Ecuacion (1):

mL ExVmxt=*d
¢ = Coeficiente de extincién molar (0.036 umol* cm)[103].

A Abs = Diferencial de absorbancia inicial y final
Vr = Volumen total de la reaccion (ul)

V'm = Volumen de la muestra (ul)

t = tiempo de la reaccién (min)

d = Paso de luz de la celda (cm)

La unidad de enzima (U/mL), fue definida como 1 pmol de ABTS oxidado por minuto
por mililitro.
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7.4.2 Determinacién de proteina

La determinacion se llevé a cabo siguiendo el método de Bradford [104]. En primer
lugar, se construyd una curva de calibracion utilizando albimina sérica bovina como
estandar en un rango de concentraciones (125 a 2000 pg/ml). El procedimiento
comenzo con la adicion de 75 pl de la muestra y 1 mL del reactivo de Bradford en un
tubo Eppendorf, seguido de una agitacion suave. Después de 10 minutos de reaccion
a temperatura ambiente se procede a la lectura de la absorbancia a 595 nm.

7.4.3 Determinacion de la concentracion de compuestos fenoles

Se construyd la curva de calibracion utilizando como estandar acido tanico a
diferentes concentraciones (4 a 200 mg/L). Para el inicio de la reaccion se tomaron
500 pL de muestra, 500 uL del reactivo R-Folin-Ciocalteu,1.5 mL de Na2COs al 20%
p/p y 5 mL H20. Se incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas, para después

medir la absorbancia a 765 nm.

7.5 Semi-purificacion del extracto crudo

Los extractos crudos fueron cortados mediante unidades de centrifugacion
Centricones (amicones), con 2 filtros uno de 50 kDa y otro de 100 kDa, para concentrar
el extracto. La centrifugacion se realizdé a 4500 rpm, 4 °C por 15 min para cada una
de las fracciones del extracto se les midi6 la actividad enzimatica (ABTS) asi como la
concentracion de proteina (Bradford) siguiendo la metodologia que se explico

anteriormente, una vez que obtuvo la fraccion mas concentrada se almaceno a 4°C.

7.6 Modificacion de los nanomateriales con Lacasa

7.6.1 Aminacion del nanomaterial

Se trabajé con tres nanomateriales: CuOz2, TiO2, ZnO, a los cuales se les realizo la
modificacién del material con dos aminosilanos APTES y APTMS. En un recipiente
adecuado, se dispusieron 0.5 g del nanomaterial, afiadiendo 50 mL de toluenoy 1.5
mL de APTES o APTMS. Se dej6 en agitacion durante 20 horas a 60 °C. Pasado el
tiempo, el nanomaterial se separ6 mediante centrifugacion, realizando 2 lavados con
tolueno y 1 con acetona. Finalmente, el material se dej6é secar al vacio en ausencia
de luz a 50 °C durante 24 h[105]. Posteriormente el material se presentara como

CuO2/NH2, TiO2/NH2y ZnO/NHz. 97




7.6.2 Adiccion de Glutaraldehido

Por cada 100 mg de CuO2/NH2z, TiO2/NHz2 y ZnO/NH2 se les afiadi6 0.5 mL de
glutaraldehido y 10 mL de PBS a pH7, la solucion se dejo agitando durante 12 horas
a 120 rpm, pasado el tiempo se realiz6 la separacion mediante centrifugacion y se
realizaron 3 lavados con agua destilada, para después dejarse secar a vacio en
ausencia de luz a 50°C por 24 horas[105]. Posteriormente el material se presentara
como CuO2/NH2/Glut, TiO2/NH2/Gluty ZnO/NH2/Glut.

7.6.3 Inmovilizacién de lacasas

En un matraz de 50 mL se adiciono 100 mg de CuO2/NH2/Glut, TiO2/NH2/Glut o
ZnO/NH2/Glut y 15 mL de PBS a pH 7.5 1M y 15 mg de lacasa comercial o 15 mL del
extracto, se dejé en agitacion a 155 rpm durante 18 h a temperatura ambiente. Las
nanoparticulas se colectaron por centrifugacion, realizando 8 lavados con PBS para
remover los restos enzima que no se lograron inmovilizar, Finalmente, las
nanoparticulas cargadas con lacasa CuO2/NH2/Glut/Lac TiO2/NH2/Glut/Lac y

ZnO/NHz/Glut/Lac se suspendieron en PBS y se almacenaron sin luz a 4 -C.

7.7 Caracterizacion de los nanomateriales

La caracterizaciébn de los nanomateriales solos, con la adicibn de amina (NH2),
glutaraldehido (Glut) y Lacasa (Lac) por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) los espectros fueron adquiridos en modos de transmision a través de potasio
granulos de bromuro (KBr), Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS),

Microscopia electrénica de barrido (SEM) y Carga superficial mediante potencial C.

7.7.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier con Reflexion Total
Atenuada (FTIR-KBr)

Se empleo para la identificacion de los enlaces Ti-O correspondientes a TiOz, Zn-O
para ZnO2 y Cu-O de CuOz, asi como las vibraciones Si-O correspondientes a SiOz y
los enlaces N-H asociados con los grupos amina unidos al nanomaterial
nanoparticulas. Todos los espectros se registraron a temperatura ambiente durante

un intervalo de nimero de onda de 4000 a 400 cm~* (Perkin Elmer Spectrum GX).
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Los espectros fueron adquiridos en modos de transmision a través de potasio granulos
de bromuro (KBr) en la region del infrarrojo medio. Se realizaron 50 escaneos en todos

los casos para obtener la mejor relacion sefal-ruido.

7.7.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se realiz6 un Sistema de Microandlisis de Energia Dispersiva de Rayos X (EDS o EDX)
con el fin de identificar los elementos presentes en las nanoparticulas/Lac, las
magnificaciones fueron desde 1000x hasta 30000x, la caracterizacién se llevo a cabo con el
propdsito de investigar la morfologia de las nanoparticulas. El instrumento utilizado fue un

Microscopio Electrénico de Barrido marca JEOL (modelo J7600F).

7.7.3 Potencial zeta ({)
Se preparo una reaccion con 10 mL de H20 ultrapura y 20 mg de nanoparticulas, fueron
sonicadas por 15 minutos y se determiné el potencial ¢ mediante dispersion dinamica

de luz utilizando un equipo Zetasizer NANO ZSP, Malvern a una temperatura de 25 °C

7.7.4Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Se utiliz6 para analizar la composicion quimica de los nanomateriales durante las 4
etapas de modificacion: Nanomaterial solo, Nanomaterial/NHz2 y Nanomaterial
INH2/GLUT. Las mediciones de XPS se realizaron en un espectrofotdmetro Thermo
Scientific K-Alpha XPS. Se utilizé una fuente de rayos X monocromatica AlKa, con un

area de punto de 400 um. Los resultados incluyen un espectro de encuestas y alta.
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7.8 Fabricacion de anodos

7.8.1 Cloracion del Carbon Activado

Se preparo el reactivo de Lucas para iniciar la coloracion del carbon activado granular
(CA) para esto se adiciono 20 g de ZnClz2 en 200 mL de HCI al 36% y se dejo disolver
por 1 hora pasado el tiempo se agregaron 10 g de CA y se dejé en agitacion a 150 rpm
por 24 h a 35° este proceso funciona para sustituir los grupos fendlicos del CA por grupos
cloro, una vez que se termina el proceso de cloracion se realiza la separacion del CA
mediante centrifugacion para realizar 5 lavados con HCI si después de los mismos se
sigue soltando un color verde proveniente del Zn es necesario hacer 1 o 2 lavados

extras, posteriormente el material se dejo secar a 50 °C durante 24 h.

7.8.2 Inmovilizacién de AQS en Carbo6n Activado
Una vez seco el material se prepar6 una solucién de AQS a 6 Mm, donde después se
adiciono los 20 g del carbon clorado la solucién se dejo en agitacién a 150 rpm por 24 h
a 35°. Pasado el tiempo de la inmovilizacion se separ6 el CA de la solucién por
centrifugacion, posteriormente se pasé a secar el CA-AQS por 24h a 80 °C, con este
altimo paso los grupos Cl presentes en el CA que reaccionaron con el grupo -SO3 del
AQS para formar enlaces covalentes.
Para la cuantificacidn de las concentraciones iniciales y finales de ambas soluciones se
tomaron muestras las cuales fueron leidas a 330 nm, para
calcular la capacidad de adsorcién (Qad) se utilizé la  Ecuacion (2):
Ecuacion (2).
gad = (Ci —me)V
Una vez seco el carbdn, se efectuaron lavados con H20 y se tomaron las muestras para

cuantificar la capacidad de desorciéon (Qdes) mediante la Ecuacion (3).

Ecuacion (3):
Qad —V = Cf

Qdes = —

Finalmente, el CA-AQS se llevd a secar nuevamente a 60 °C por 18 h para ser

almacenado en un desecador.
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7.8.3 Construccion del Anodo

Se construyeron 2 anodos con carbon (CA-AQS) (500-700 um), 2.5 g CA/AQS fue
empaquetado en bolsas de un tamafio de 4 cm de largo por 2.7 cm de ancho de malla de
acero inoxidable (X.325 MESH ancho 1), estas fueron tejidas con hilo de nylon con hilo

de nylon debido a su naturaleza inerte.

7.9 Fabricacién de catodos
7.9.1 Preparacion de electrodos

Se trabajo con 2 electrodos de carbén vitreo (GCE) con un didmetro de 0.071 cm? se
pulieron hasta obtener una superficie similar a un espejo con alimina de 0.5 uM y un
pafio de pulido Buehler, una vez limpio el electrodo fue sumergido repetidamente en
una solucién de Buffer de fosfato de 5 mL con 100mg de nanomaterial solo o
Nanomaterial/NH2/GLUT/LAC. Para garantizar la estabilizacion de las nanoparticulas
en la superficie del GCE, se realizaron 30 inmersiones llevado donde el electrodo se
sumergio durante 30 s en la solucion, se seca durante 30 s con aire caliente y se deja
reposar durante 30s, esto se hizo con el fin de caracterizar los distintos nanomateriales.

7.9.2 Sintesis de peliculas de TiO2 sobre vidrio ITO por la técnica LB

Inicialmente, se afadieron 200 mL de H20 ultrapura (18 MQ-cm a 25 °C) en la balanza
de Langmuir blodgett, se instalaron barreras y se suspendid una placa de papel
cromatografico para llevar a cabo mediciones de la tensién superficial, se procedi6 a
limpiar el vidrio ITO utilizando metanol (HPLC), se secd y se ubicé en un dispositivo de
inmersion (dipper) antes de sumergirlo en la solucion, las barreras fueron cerradas para
asegurar condiciones controladas, y se registr0 cualquier cambio en la tension
superficial. En caso de que la tension superficial variara, se afiadid una cantidad
significativa de agua ultrapura para reponer el volumen perdido. Este proceso se repitid
hasta que la variacion de la tension superficial se mantuvo constante durante al menos
tres repeticiones consecutivas. Se adiciono 50 yL de ODA (Octadecilamina) a 0.5
mg/mL por goteo, para no aumentar la tension superficial en méas de 0.5 unidades, ya
gue un aumento superior podria afectar a las peliculas formadas, se dejo reposar por
30 minutos para permitir la evaporacién del cloroformo presente en la solucién de ODA,
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para después cerrar las barreras a una velocidad constante de 10 mm/min hasta
alcanzar un valor de 45 mN/m de tension superficial. Se inicio el proceso de deposicidon
de monocapas de ODA a una velocidad de subida y bajada de 7 mm/min, con un tiempo
de espera de 300 segundos entre ciclos, generando un total de 7 monocapas.
Finalmente se sumergio el vidrio ITO en una solucion de TPO (Tris(4-piridilmetil)amina)
con una concentracion de 1M a 20 °C, durante 1 hora, con agitacion, para después

llevar a calcinar mufla durante 1 hora a 500 °C.

7.9.3 Caracterizacion de los electrodos

La caracterizacibn se realizO de manera electroquimica, realizando pruebas de
Voltamperometrias ciclicas, Impedancia y Curvas de Polarizacion. Se trabajé con tres
electrodos: contraelectro de platino, electrodo de referencia de Ag/AgCl y el electrodo
de trabajo GCE modificado. Se utilizé un potenciostato-galvanostato de la serie Gamry
G300.

7.9.4 Voltamperometria Ciclica (CV)

Se trabajo con una solucion de KCI 1 M con KsFe(CN)s 5 mM (se utilizé ferrocianuro
como sonda electroactiva). Primero se realizaron mediciones a diferentes velocidades
en 10 a 200 mV/s utilizando un programa de barrido de —0.8 a 0.8V. Posteriormente se
trabajé a una Unica velocidad de 90 mV/s manejando el mismo programa de barrido,
esto con el fin de comparar los 3 nanomateriales solos y modificados con lacasa
(nanomaterial/NH2/GLUT/LAC).

7.9.5 Impedancia (EIS)
Las mediciones se obtuvieron en condiciones potenciostaticas en el potencial de circuito
abierto (Eoc) para GCE no modificado y modificado, utilizando una onda sinusoidal de

10 mV de amplitud en el rango de frecuencia de 10 kHz a 10 MHz con 5 puntos/década.
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7.9.6 Voltamperometria de barrido lineal (LSV)

Para evaluar la cinética de la reaccion de evolucion de hidrégeno (HER), se realizaron
las mediciones en el electrodo GCE no modificado y modificado en una solucién de
fosfato 100 mM con KCI 0.1 M a pH 7. La solucion se burbujed con gas nitrogeno durante
10 minutos antes de cada experimento para eliminar el oxigeno disuelto. El barrido lineal
fue realizado con una velocidad de 20 mV/s, comenzando en el potencial de circuito

abierto y terminando en un potencial de -1.2 V vs. Ag/AgClI.

7.10 Configuracion de la celda de electrolisis microbiana con y sin catodo

modificado

La configuracion de la celda es de doble camara anddica (&rea bioldgica) y catddica
(area de reduccion de Hz) con una capacidad total de operacion de 150 mL de cual se

utilizé 100 mL, fueron separadas por una membrana de intercambio proténico de Nafion®
117 (19.63 cm2) la distancia que se guardé entre el &nodo y el catodo de 7.5 cm.

La camara anddica de la celda 1 (prueba) fue configurada con el &nodo de CA-AQSyel
catodo con vidrio ITO modificado (ITO-TiO2/NH2/GLUT/LAC), mientras que en la celda 2
(celda control) se equip6 con un anodo de CA-AQS, pero con un catodo sin modificar
(ITO-TiOy).

7.10.1 Sustrato e inoculo de la cAmara anddica y catddica

Se inoculo la cdmara catédica con un lodo proveniente de las plantas tratadoras de
Heineken y Hershey's los cuales antes de ser inoculados en la celda fueron aclimatados
en un reactor batch por 6 meses durante los cuales fueron alimentados con 2 5/L de
glucosa y 1.5 de NaHCO3;, pasado el tiempo se tamizo el lodo granular y se le realizo
un pretratamiento térmico para eliminar las bacterias metanogénicas incubando el lodo
a 70° por 20 minutos, una vez realizado el pre tratamiento se inocularon 4.5 g SSV/L en
la camara anddica. Se agregaran 100 mL de medio de cultivo Tabla 4 se le agrego BES
(2- Bromoetansulfanato) a 286uM para la inhibicibn metanogénica[106]. En la camara
anddica y 100 mL de PBS 50 mM a pH 7 en la camara catodica, una vez armada la
celda se llevo a cabo un intercambio de atmésfera con gas N2 en ambos

compartimentos.
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Tabla 4. Composicion del medio para bacterias

Reactivo Concentracion
(/L)

EDTA 1
CoCl,:6H.0 0.164
CaCl2-2H20 0.228
Na:Mo0O4-2H,0 0.04
MgCl 2.32
MnCl2-4H20 1.18
ZnCl, 0.01
CuSO0g4- 5H0 0.02
(2-Bromoetansulfanato) 286uM

7.10.2 Activacion de Membrana de Nafion® 117

Se activaron las membranas Nafion 117 poniéndolas de reaccionar 1 hora en solucion
de Peréxido de hidrogeno (H202) al 3% en peso a 80°C, posteriormente se dejoé 1 hora
en H20 a 80°C para eliminar trazas de H202, Pasado el tiempo se dejo 1 hora en una
soluciéon de acido sulfarico (H2SO4) a 4M 80°C, para después dejarla otra hora agua
desionizada a 80°C. Después del tratamiento las membranas se almacenaron en agua
desionizada a temperatura ambiente[107].

7.10.3 Evaluar el rendimiento de la celda de electrolisis microbiana con y sin catodo
modificado
Una vez armadas las celdas de electrélisis con sus respectivos catodos y anodos, se
monitored el potencial de estas dos veces a la semana de manera manual, utilizando
un multimetro. Comenzamos con un potencial de 276 mV (control) y 268 mV
(experimental), el cual disminuyé a medida que el biofilm se establecid. Antes de
arrancar las celdas y conectarlas a la fuente de poder, realizamos una prueba de
generacion de potencial a circuito abierto, alcanzando potenciales de -237 mV
(experimental) y -200 mV (control). Posteriormente, se realizé una VC con un programa
de barrido de -0.5 a 0.5 V a una velocidad de 10 mV para caracterizar los anodos y

verificar la correcta formacion del biofilm.
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8.RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Producir y purificar lacasas de Trametes versicolor

En las Figura 2, se analiza el comportamiento de la fermentacién sumergida del hongo
Trametes versicolor en relacion con la actividad enziméatica de lacasa vs los azucares
reductores en el medio liquido. Cuando inicia la fermentacién se cuantificaron un total
de 6.3 g/L, los cuales durante el paso de los dias fueron disminuyen al ser consumidos
por el hongo como fuente de energia , cuando bajan a 1.8 g/L, la actividad enzimatica
llega a su punto maximo de 1,400 U/mL, al dia 10, el comportamiento que se observo
es coherente con lo esperado, ya que varios autores han documentado que en
situaciones de escasez de nutrientes y de estrés metabolico se dispara la produccién
de metabolismos secundarios, donde las enzimas se expresan[108]. La actividad
enzimatica obtenida fue de 1,400 U/mL que se lo comparamos con Khalid et al., 2020
con 855 U/mL [109] y Raja et al.,2020 1228 U/mL [110]. Utilizando en todos los casos

hongos de pudricion blanca como en este proyecto, se tiene una buena actividad.
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Figura 2. Relacién de la concentracion de lacasa contra azUcares reductores en el extracto crudo

durante la fermentacién sumergia de Trametes versicolor

35




En la Figura 3, se observa la concentracion de actividad enzimatica de lacasa contra
la proteina extracelular, observando un comportamiento fluctuante durante la cinética
en la concentracion de proteina, llegando a 24.16 mg/mL en el dia 11 que fue un dia
después del mayor actividad de lacasa, se esperaria que el dia que se presento la
maxima actividad enzimatica se presentara la mayor cantidad de proteina, ademas, es
importante tener en cuenta que el hongo T. versicolor no solo es capaz de producir
enzimas como lacasas, sino que también tiene la capacidad de generar enzimas como
la MnP y LiP y otro tipo de proteinas las cuales no todas se excretan al medio al mismo
tiempo[111].
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Figura 3. Relaciéon de la concentracion de lacasa contra proteina extracelular en el extracto crudo

durante la fermentacién sumergia de Trametes versicolor

En la Figura 4 se presenta la relacion entre actividad enzimética Vs compuestos
fendlicos, cuando se presentd la mayor actividad enzimatica la concentracion de
compuestos fendlicos se redujo a 3.94 mg/L, lo cual es significativamente menor que la
concentracion inicial de 10 mg/L. Este descenso se explica por el hecho de que una
cantidad limitada de compuestos fenolicos actia como inductor para la actividad
enzimatica, como se ha mencionado en investigaciones anteriores[112]. Mientas que
altas cantidades puede inhibir su produccién, recordando que lo que se utiliz6 como
cosustrato fue salvado de trigo, los compuestos fendlicos que se pueden llegar a estar
presentes y ayudar como mediadores son el acido ferulico y el 4cido p-cumarico que

pueden ser sustratos para la lacasa [113].
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Figura 4. Relacion de la concentracion de lacasa contra compuestos fendlicos en el extracto

crudo durante la fermentacién sumergia de Trametes versicolor

Después de varias cinéticas para obtener suficiente extracto crudo se obtuvo una

actividad de 1,123U/mL de lacasa en nuestro extracto crudo, esta actividad con ayuda

de centricones de 100 y 50 kDa se logré concentrar 6.43 veces la concentracion inicial

teniendo una actividad de 7,230 U/mL y una actividad especifica de 97.70 como se

aprecia en la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacién entre actividades enzimaticas (U/mL), proteina extracelular

(ug//mL) y actividad especifica, en los cortes por amicon del extracto crudo de

Trametes versicolor

~ Extracto Ultrafiltracion Ultrafiltracion
=3 ‘,’:’%‘} crudo
= (100 kDa) (50 kDa)
Actividad enzimética 1,123 U/mL 1,176 U/mL 7,230 U/mL
Proteina extracelular 80 mg/mL 77 mg/mL 74 mg/mL
Actividad especifica
14.037 Ulug 15.272 U/ug 97.702 Ulug
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Una vez que se obtuvo la enzima semipurificada con centricones se le realizo una
electroforesis para corroborar que solo tuviéramos enzima lacasa en nuestro extracto
en la Figura 5 se presenta el resultado en donde en el carril A esta el marcador
molecular, en el B enzima lacasa comercial , en el C nuestro extracto tratado y en el D
medio solo como control, la lacasa tiene un peso molecular de entre 59 a 69 kDa[114].
La nuestra presenta un peso alrededor de los 67 kDa parecio6 a la enzima comercial asi
mismo el carril C donde se corrié nuestra muestra se presenta limpio sin otras enzimas
[115]. Como lignina peroxidasa 0 manganeso peroxidasa enzimas que también se
producen durante la fermentacion sumergida[100].
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Figura 5. Gel de poliacrilamida al 10% marcador de peso molecular (a), lacasa comercial (+) (b),
extracto semi-purificado lacasa Trametes versicolor (c), y medio Kirk (-)(d).
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8.2 Funcionalizacion y caracterizacion de nanomateriales ZnO, TiO2 y CuO.
8.2.1 Aminacion con APTMS y APTES.

Se probaron dos compuestos aminados distintos para la modificacién de nuestros
nanomateriales a los cuales se les realiz6 una prueba de estabilidad midiendo su
potencial {, como se observa en la Tabla 6 con el APTMS se obtuvieron cargas

superficiales mas altas que las obtenidas por el APTES para todos nos nanomateriales

Tabla 6. Comparacion entre el potencial de carga superficial de nos nanomateriales solos y
después de ser aminados con 2 aminocilanos APTMS y APTES.

Material Potencial ¢ (mV) Desviacion std (mV)
TiO2 -21 +1.76
TiO2+APTMS 22.5 + 3.22
TiO2+APTES 20.5 +2.89
ZnO -18 +2.01
ZnO+ APTMS 23.7 +2.89
ZnO+APTES 19.8 +3.13
CuO -15.3 +1.87
CuO+APTMS 19.7 +3.81
CuO+APTES 18.2 +4.12

Esto puede deberse a la estructura de ambos compuestos, en el caso del APTMS se
tienen 3 grupos metoxi, mientras que APTES tiene 3 grupos etoxi, lo cual al momento
de unirse al TiO2 por efecto de impedimento estérico s6lo una cantidad limitada de
moléculas se pueden unir al TiO2, caso contrario al APTMS, que al ser una molécula
mas compacta permite que una mayor cantidad de grupos amino rodeen la

nanoparticula[116].
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8.2.2 Difraccién de rayos X

Desde el espectro que se presenta en la Figura 6, las intensidades y posiciones de los
picos observados son consistentes con los datos XRD estandar para el TiO2 tanto con
la fase anatasa (JCPDS No. 71-1166) como con la fase de rutilo (JCPDS No. 21-1276).
Las fracciones ponderales de las dos fases cristalinas en el TiO2 después de la
aminacion y la adicion de glutaraldehido presentan las mismas faces que el TiO2z solo
las fases cristalinas de anatasa, que corresponden a los picos representativos de la
anatasa (101) al angulo de difraccion (20) de 25,35° y la anatasa (200) a la difraccion
de 48°, presentando una diferencia Unicamente en 23° por una ligera pancita por la
adicion del Si[117].
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Figura 6. Difractograma de TiO2, TiO2/NH; y TiO2/NH2/Glut.

M

En la Figura 7 se muestra los patrones XRD de ZnO, ZnO/NHz y ZnO/HH2/Glut. Las
posiciones de los picos de difraccién de todos los materiales corresponden totalmente
con la tarjeta estandar JCPDS 36-1451, asi mismo no se observan picos de
impurezas[118]. Lo que indica que el material de ZnO tenia una estructura de wurtzita,

y la funcionalizaciéon de APTMS y Glut no afecté la estructura cristalina de los materiales

de ZnO.
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Figura 7. Difractograma de ZnO, ZnO/NH; y ZnO/HH,/Glut, fase wurtzita

En la Figura 8 se muestra el Difractograma de CuO, CuO/NH2 y CuO/NH2/Glut donde
se presentan que de todos los materiales corresponden a CuO (fase de tenorita), al
igual que en los casos anteriores la estructura cristalina no se vio modificada después
de la adicién de APTMS vy glutaraldehido mostrando Unicamente como diferencia en

23° por una ligera pancita por la adicion del Si correspondiente del APTMS[119].
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Figura 8. Difractograma de CuO, CuO/NH; y CuO/NH/Glut, (fase tenorita)
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8.2.3 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

Obteniendo mas informacién relacionada con el proceso de funcionalizacion de las
nanoparticulas de TiO2, ZnO y CuO se pueden obtener con XPS, en la Figura 9 se
muestra el espectro de TiO2, presentando los pico Ti 2p, O 1s,C 1s,enlaFigura 10
el espectro De ZnO con los picosde Zn2p,01s,C1syenlaFigura 1l del CuO
con los picos Cu2p O 1s, C1stodos correspondientes al nanomaterial con el que
se trabajo, posteriormente cuando se realizo la adicion de APTMS se pudieron apreciar
picos de Si 2p y N1s en todos los espectros lo cual indica que el grupo amino se unio

correctamente, a la superficie de del nanomaterial a través del grupo silano[120]
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Figura 9. Espectro de XPS de TiOg, TiO2/NH; y TiO2/NH,/Glut

El mecanismo de union de APTMS ocurre primero por hidroxilacion de silano; entonces
el Si-OH puede reaccionar rapidamente por condensacion y forman grupos Si-O-Si con
los grupos hidroxilo superficiales, asi mismo el nitrégeno presenta un estado de
oxidacion 3+, después con la adicion del Glutaraldehido aumenta la intensidad del pico

C1s correspondientes a los encalces carbonilo C=0 presentes y disminuye la de Si.
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8.2.4 Microscopia electronica de barrido (SEM).

Se llevé a cabo un andlisis SEM para investigar cambios en la morfologia y la
composicién elemental de las nanoparticulas de TiO2, CuO y ZnO debido a la
modificacion quimicay la inmovilizacion de la enzima lacasa comercial y la previamente
purificada proveniente del hongo Trametes versicolor. Las figuras 12, 14 y 16 muestran
imagenes SEM para las nanoparticulas (NP) solas, NP/NHz, NP/NH2/Glut,
NP/NH2/Glut/LacC (lacasa comercial) y NP/NH2/Glut/LacTv (Trametes versicolor),
respectivamente. Los aglomerados de nanoparticulas exhibieron una morfologia muy
similar. La reticulacién con glutaraldehido no cambi6 la morfologia de la nanoparticula
solas, sin embargo, una vez que se realiza la animacién con APTMS se puede ver como

las nanoparticulas se ven mas aglomeradas.

Ti0,/NH,/Glut

Figura 12. Microscopia electrénica de barrido TiO2, TiO2/NH., TiO2/NH2/Glut,
TiO2/NH2/Glut/LacC y TiO2/NH2/Glut/LacTv con aumento de X30,000
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Figura 13. Mapeo Elemental de muestra de TiO2/NH/Glut/Lac por EDS

En la Figura 13 se muestra una regién rectangular (con un borde de linea magenta)
donde se realizo el analisis EDS para TiO2/NH2/Glut/Lac, donde podemos ver la forma
en que se distribuyen los elementos durante la inmovilizacion teniendo la presencia de
Ti el cual no tiene una distribucién uniforme, el contenido de C y O es alto como se
aprecia en el mapeo y en la Figura 18 lo que sugiere que algunos aglomerados
contienen una mayor cantidad de APTMS/GIut. Los mapeos para Si y N permitieron

validar la funcionalizacién exitosa de las nanoparticulas de TiOz2

Figura 14. Microscopia electronica de barrido CuO, CuO/NH;, CuO/NH2/Glut,
CuO/NH/Glut/LacC y CuO/NH./Glut/LacTv con aumento de X30,000 45




En la Figura 15 se muestra una regién rectangular (con un borde de linea magenta)
donde se realiz6 el andlisis EDS para CuO/NH2/Glut/LacTv, podemos apreciar que para
este caso el Cu si se encuentra correctamente distribuido por toda la imagen, asi como
el Siy el C lo que nos indica una buena animacion y adicion de Glut, asi como la
distribucion de N el cual se presentan una pequefias aglomeraciones lo que nos podria
indicar que la enzima esta mayormente inmovilizada en algunas zonas que en otras,
sin embargo al comparar con la Figura 18 podemos decir que si se realizo la
inmovilizacibn de manera correcta con forme fue aumentando el porcentaje de

elemento después de cada paso de la funcionalizacion.

Figura 15. Mapeo Elemental de muestra de CuO/NH/Glut/LacTv por EDS

Se llevo a cabo un analisis SEM para evaluar los cambios en la morfologia de los
nanomateriales después de la adicion del APTMS y glutaraldehido, en las Figura 16
(ZnO) se presentan las micrografias de todos nos nanomateriales solos (a), con APTMS
(b) y con glutaraldehido (C) donde se aprecia para todas las figuras que los
aglomerados de nanoparticulas presentaron una morfologia muy similar al momento de
la adicion de APTMS y Glut, lo que nos indica que la morfologia no se vio afectada por
el mecanismo de inmovilizacion de la lacasa y mantiene la estructura de la superficie

original, lo que puede proteger a la enzima de ser afectada por el medio ambiente[121].
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Figura 16. Microscopia electrénica de barrido ZnO, ZnO/NH,, ZnO/NH,/Glut,
ZnO/NH2/Glut/LacC y ZnO/NH,/Glut/LacTv con aumento de X30,000

En la Figura 17 se muestra una region rectangular (con un borde de linea magenta)
donde se realizo el analisis EDS para ZnO/NH2/Glut/LacTv, podemos apreciar que para
este caso el ZnO al igual que el TiOz2 la distribucion se es pareja por toda la imagen, lo
gue nos indica que existen aglomeraciones de otros elementos como Si, Cy N, pero la
presencia de estos elementos en nuestra imagen nos indica la correcta funcionalizacion

del material
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Figura 17. Mapeo Elemental de muestra de ZnO/NH2/Glut/LacTv por EDS 47




En la figura se presenta la cuantificacion de EDS para las cuatro muestras se presenta
en para el TiO2, CuO y ZnO, se detecté una pequefia cantidad de C, probablemente
debido a contaminacion carbonosa en todas las muestras. El contenido de carbono
después del tratamiento quimico con APTMS es de alrededor del 23% para TiO2, 38%
para CuO y 43% para ZnO en peso y aumenta después de la reticulaciébn con
glutaraldehido y después de la inmovilizacion de lacasa en TiO2. Por el contrario, el
contenido de Ti, Cuy ZnO y O disminuy6 siendo esto lo esperado ya que se forma una
capa sobre la nanoparticula con cada paso de la inmovilizacidon asi mismo cuando se

adiciona el APTMS aparece la presencia de Si para todas las muestras por la

silanizacion.

Intensity (a.u.)
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Figura 18. La composicién quimica de areas seleccionadas se muestra como regiones

rectangulares con un borde de linea magenta en las imagenes SEM presentadas en la Figura
13,15y 17.
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8.2.5 Espectroscopiainfrarroja FT-IR

Lac
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Figura 19. Espectro de FT-IR de TiO2y TiO2/NH2/Glut/Lac

Continuando con la caracterizacion de los nanomateriales en la Figura 19 se presenta
el espectro de FT-IR de TiO2, donde empezando de la parte inferior de la imagen se
presentan las bandas entre 3500 y 3000 cm™ ! corresponden al estiramiento vibracional
de los enlaces O-H, los picos se encuentran en el rango de 700-400 cm™ son
caracteristico de los enlaces Ti-O-Ti [122,123]. Para TiO2 después de la modificacién
guimica con APTMS aparecieron nuevas sefiales en el espectro. se presenta un pico
en 1043 cm~ 'y 1129 cm™ 1, que se atribuyen al pico de absorcién del Si-O enlace de
APTMS, asi como picos a 1350 y 1559 cm™ ! correspondiente a las vibraciones de
estiramiento N-H (de los grupos amina) y a C-N. confirmaron la formacién de bandas
C-NH-C debido a la reaccién de los grupos epdxido-amina, mientras que el pico de
absorcion a 2933 cm? se atribuyé al enlace C-H del grupos metilo[124]. Asi mismo en
1443 cm~ ! se presentan vibraciones de C=N debido a la reaccién entre el grupo
aldehido del glutaraldehido y el grupos amina de TiO2-NH2[125]. En el caso de

TiO2/NH2/Glut/Lac, apareci6é una banda de 1550-1650 cm™ 'correspondiente al
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estiramiento de C=0 (banda de amida I, 1631 cm™1) y de flexiéon N-H (banda de amida
Il, 1552 cm™ 1) de la proteina. Finalmente, el espectro de lacasa (forma libre) que se
presenta en la parte superior de la imagen presenta una banda correspondiente al
enlace peptidico N-H en 1630 cm™ 1, una sefial a 1350 cm™ atribuida a la vibracién de
estiramiento C-N de las aminas, y una banda fuerte y aguda con un pico en 1100 cm™
debido al enlace C-O-C[124,126].
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Figura 20. Espectro de FT-IR de CuOy CuO/NH,/Glut/Lac

EnlaFigura20y 21 se presentan los espectros de CuO y ZnO solos y con NH2/Glut/Lac
en la Figura 20 en la parte inferior se parecia una vibracién de 400 a 500 cm™ 1!
correspondiente al enlace de CuO-0[127]. Mientras que en la Figura 21 en 550 cm™1
a 400 cm~ ! se presenta una vibracién correspondiente al enlace Zn-O[128]. En la
misma imagen en la parte superior se muestran la aparicion de nuevas bandas
correspondientes a la adicion de la enzima lacasa (NH2/Glut/Lac) aparecié una banda

de 1127 cm™ ! correspondiente al enlace C-N, a 1630 cm™ ! correspondiente al




estiramiento de C=0 debido a la absorcion caracteristica de aldehido grupos, los grupos
aldehido pueden actuar como un sitio de union para los grupos amino primarios , en
2800 cm™ ! se aprecia un enlace de C-H y por ultimo en 3400 cm™ ! una vibracién de
estiramiento de O-H o N-H los cuales pueden ser debido a los grupos amino

primarios[129].
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Figura 21. Espectro de FT-IR de ZnOy ZnO/NH./Glut/Lac
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8.3 Pruebas de estabilidad

Se determiné la capacidad méxima de adsorcion quimica de la enzima lacasa en

relacion a los tres nanomateriales TiO2/NH2/Glut, ZnO/NH2/Glut y CuO/NH2/Glut, como

se presenta en la Figura 22 se obtuvo una grafica de la cantidad de lacasa inmovilizada

por gramo de nanomaterial vs la concentracion enziméatica final en una solucion, donde

se aprecia que a la concentracion de de 0.6 y 1 mg/mL de lacasa comienza a saturarse

los tres nanomateriales, sin embargo pasando esta parte se puede observar que aun

es capaz el material de seguir adsorbiendo enzima.
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Figura 22. Diferentes concentraciones de lacasa inmovilizada sobre los nanomateriales
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8.3 Pruebas de estabilidad

En la Figura 23, se procedi6 a analizar el impacto de la temperatura (a) y el pH (b) con
el fin de identificar los valores 6ptimos para las condiciones de reaccion de la actividad

enzimética inmovilizada en los tres nanomateriales.
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Figura 23. Estabilidad enzimatica a diferentes temperaturas (1) y pH (2) en buffer de fosfatos

Los resultados indicaron mayor actividad a temperaturas altas de 35° para CuO, 45°
para ZnO y 55° para TiO2 resaltando que aunque esta fue la temperatura optima para
TiO2, fue le material que presento mayor estabilidad a las 5 temperaturas que se
probaron la temperatura Optima para la enzima lacasa de manera libre es de 40
grados[90]. Observando que para el caso de ZnO y TiO2 presentaron estabilidad a
temperaturas mayores, demostrando asi que al inmovilizar la enzima se mejora su
estabilidad para distintos rangos de temperatura[55].El cambio de temperatura puede
ser causado por el cambio de las propiedades fisicas y quimicas de la enzima
inmovilizada, la formacion de enlaces covalentes a través de grupos amino de lacasa
inmovilizada también podria reducir la flexibilidad conformacional y dar como resultado
una mayor energia de activacion para que la molécula reorganice la conformacién
adecuada que se une al sustrato[130]. Depende del tipo de material que se utiliza como
soporte ya que existen algunos como el TiO2 y CuO que no conducen el calor de
manera tan eficiente ayudando asi a que la enzima no se vea afectada por el cambio

de temperatura tan pronto[127]. En el caso del pH optimo (b) se present6 a pH acidos
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de 4 para TiO2 y CuO mientas que para ZnO se presento a 4.5, siendo de nuevo el
TiO2 el material que presento mayor estabilidad a los 5 tipos de pH que se analizaron,
el pH optimo para la enzima lacasa libres es de 3.5 coincidiendo con los pH que se
presentaron[99]. En términos generales, la inmovilizacion de enzimas puede desplazar
el perfil de pH hacia regiones mas acidas o alcalinas, lo cual depende del soporte
utilizado y esté relacionado con las cargas electroestéticas tanto del soporte como de
la enzima una vez que ha sido inmovilizada, asi como con el tipo de enlace que se
forma para unir el soporte y la enzima [131]. En nuestro caso se forma un enlace
covalente el cual contiene aminoacidos, puentes de disulfuro y tioles teniendo estos sus
propias caracteristicas de pH acido o basico que estan cargados dependiendo el pH de
la dilucion en la que se trabaje[128].
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Figura 24. Estabilidad de la actividad enzimatica a diferentes tiempos, conservada a -
20° de TiO2/NH2/Glut/Lac, ZnO/NH2/Glut/Lac y CuO/NH2/Glut/Lac.

La lacasa tiene un intervalo 6ptimo de pH y temperatura a los cuales se mantiene su
estructura terciara estable y al inmovilizarla covalentemente se espera que se
mantenga mas tiempo activa. Otra prueba se realiz6 para comprobar la estabilidad de
la inmovilizacion fue leer la actividad enzimética a nuestros nanomateriales con lacasa
inmovilizada con el paso de los meses, Figura 24 obteniendo como resultados que el
material de nuevo mas estable fue el TiO2 ya que después de 12 meses aun presentaba

actividad del 68.75%, seguido de CuO que conservo el 61.11% y por ultimo el ZnO el
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cual perdi6 su actividad después de los 6 meses de almacenamiento, la enzima lacasa
con el paso de tiempo se degrada y por lo tanto pierde su actividad al inmovilizar la
enzima de manera covalente a un soporte nos ayuda a que se preserve su actividad
por mas tiempo tal en este proyecto la inmovilizacion de la enzima implica la union
covalente entre los grupos amina en la proteina y los grupos aldehido en la superficie
de la nanoparticula funcionalizada. El aumento de la estabilidad se puede atribuir
principalmente a la estabilizacion de la enzima inmovilizada en los materiales de
soporte a través de la formacion de enlaces covalentes, lo que reduce la aparicion de
cambios dréasticos en la conformacién de la molécula de enzima en condiciones

extremas[132].

8.4 Caracterizacion de los electrodos de GCE

Una vez que se tuvieron nos nanomateriales con lacasa inmovilizada se realizaron la
prueba electroquimica para determinar si mejoraba el potencial de oxidacion y
reduccion de los nanomateriales modificados con lacasa, en la Figura 25 se presenta
el voltamperograma de GCE/TiO2 y GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac donde se aprecia como
cuando la enzima lacasa se encuentra inmovilizada en TiOz el potencial de oxidacion y
reduccién pasa de 0.23 mA/cm? y 0.077 mA/cm? utilizando GCE/TiO2 y 0.309 mA/cm?
y 0.062 mA/cm? utilizando GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac, lo cual nos indica que el uso de la
lacasa al ser de tipo 6xidos-reductor mejor los potenciales de oxidacién y reduccién de
TiO2[53].
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Figura 25. Voltamperometria ciclica con los electrodos de GCE/TiO, y GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac
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Este mismo comportamiento se repite, en la Figura 26 donde le presentan los
voltamperogramas de GCE/CuO y GCE/CuO/NH2/Glut/Lac y la Figura 27 GCE/ZnO y
GCE/ZnO/NH2/Glut/Lac, donde una vez que el soporte fue modificado con la enzima
lacasa se observa como mejor el potencial de oxidacion y reduccion de ABTS de los
nanomateriales pasando de pico maximo de oxidacién de 3.59 mA/cm? con GCE/CuO
a 4.95 mA/cm? con GCE/CuO/NH2/Glut/Lac, asi mismo con el pico de reduccion

pasando de -3.38 mA/cm? a -4.96 mA/cm? respectivamente.
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Figura 26. Voltamperometria ciclica con los electrodos de GCE/CuO y

GCE/CuO/NH2/Glut/Lac en Buffer de Fosfatos a pH 7.5 con 1 mM de ABTS.

Mientas que en la Figura 27 se aprecia como con GCE/ZnO se presenta un pico de
oxidacion de 3 mA/cm? a 4.29 mA/cm? con GCE/ZnO/NH2/Glut/Lac, los picos de
reduccién pasan de 3.95 mA/cm? a 4.27 mA/cm?, aun que para este nanomaterial si se
presentd una mejora con la lacasa inmovilizada no fue tanta la diferencia en
comparacion TiO2 y CuO, esto podria deberse a lo mostrado anteriormente en la Figura

20 en la que se presenta que ZnO/NH2/Glut/Lac fue el material menos estable.
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Figura 27. Voltamperometria ciclica con los electrodos de GCE/ZnO y
GCE/ZnO/NH2/Glut/Lac en Buffer de Fosfatos a pH 7.5 con 1 mM de ABTS.
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Figura 28. Voltamperometria ciclica de los electrodos de GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac,
GCE/ZnO/NH,/Glut/Lac y GCE/CuO/NH,/Glut/Lac.

Posteriormente se realizd la comparacién de los electrodos de GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac,
GCE/ZnO/NH2/Glut/Lac y GCE/CuO/NH2/Glut/Lac, por que aun que todos los materiales
presentaron una mejora con la lacasa inmovilizada se aprecia en la Figura 28 que el
mejor material para ser utilizado como bio-catodo en la CEM es el TiO2, presentando los
mejores potenciales tanto de oxidacion como de reduccion que para nuestro estudio era
el que mas nos interesaba.
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Figura 29. Voltamperogramas ciclicos del electrodo (A) GCE/TiO2/NH./Glut/Lac, en
solucion de KCI 1M + KsFe(CN)s 5mM a una velocidad de barrido de 10 a 200 mV/s, y
( B) Curva de calibracién de la intensidad de corriente en funcién de la velocidad de
barrido

Continuando con la caracterizacion electroquimica, pero del material de TiOz2, el niUmero
de electrones intercambiados, la reversibilidad o irreversibilidad de una reaccion redox
y la informacion sobre la cinética de transferencia de electrones se puede obtener
evaluando el efecto de la velocidad de barrido en los picos de oxido-reduccion [127]. Se
realizaron pruebas de voltamperometrias ciclicas para el electrodo
GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac en un electrolito KCI 1 M + KsFe (CN)s 5 mM a diferentes
velocidades de barrido (Figura. 29A). Se observd que las corrientes de oxidaciéon y
reduccion del par Fe (lll)/Fe (lII) aumentan con la velocidad de barrido debido a la
cinética heterogénea, el andlisis de las corrientes de los picos anddicos y catddicos
mostré que siguen una relacién lineal con la raiz cuadrada de la velocidad de escaneo
(Figura. 29B), que es consistente con la ecuacion de Randles-Sevcik, lo que indica que
el proceso esta controlado por difusion. Estos resultados manifiestan un
comportamiento electroquimico tipico controlado por la superficie[133] y muestran que

material a base de lacasa muestra una excelente respuesta al ferricianuro.
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Figura 30. Voltamperogramas ciclicos para GCE, GCE/TiOz, GCE/TiO2/NHa,
GCE/TiO2/NH2/Glut y GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac en KCI 1M + K3zFe(CN)s 5mM a una

velocidad de 90 mV/s

Se utilizé electrolito (electrolito KCI 1 M + KsFe(CN)s 5 mM) para determinar el efecto de
la modificacion de la GCE utilizando una unica velocidad para analizar si el tener la
lacasa inmovilizada mejora el potencial de oxidacién y reduccion en la Figura 31 se
muestran los voltamogramas obtenidos para GCE, GCE/TiO2, GCE/TiO2/NHz,
TiO2/NH2/GLUT y GCE/TiO2/NH2/GLUT/LAC (cada paso de la inmovilizacion). Se puede
observar que la presencia de las nanoparticulas de TiO2 Unicamente no mejora el
potencial oxido-reduccién en comparacion con el de GCE. Sin embargo, la modificacién
guimica de TiO2 mas la inmovilizacion de lacas mejora la respuesta de potencial. La
presencia de grupos amino cargados positivamente en la superficie después del
tratamiento con APTMS se esperaria que mejoraria la adsorcion de [Fe(CN)e], pero los

resultados sugieren que no mejorar el transporte de electrones, en el caso de
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GCE/TiO2/NH2 se presenta un comportamiento cuasi-reversible con cinética de
transferencia de electrones lenta (los picos estan mas separados en comparacion con

los de la muestra GCE/TIOz). El efecto de la funcionalizacién con GLUT se nota en el

voltamograma (para GCE/TiO2/NH2/GLUT) solo como un aumento menor en el pico de
corriente anodica, en comparacion con GCE/TiO2/NH2. Pero cuando se adiciona la
lacasa, el electrodo GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac se asemeja ma&s a un comportamiento de
Nernst; la separacion de picos disminuye, lo que indica que la barrera a la transferencia
de electrones también disminuye. Ademas, el electrodo GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac
presenta un aumento en los picos de corriente de oxidacion y reduccién, lo que
demuestra que lacasa inmovilizada en TiO2 mejora la actividad electrocatalitica hacia
Fe(CN)s; esto puede deberse a los centros de cobre activos de lacasa[134].
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Figura 31. Electrodo de carbono vitreo + TiO, + Lacasa Comercial y lacasa del hongo
Trametes versicolor, en 0.1 M de KCI + 5 mM KsFe(CN)s Programa de Barrido: -0.8 V a
0.8 V a una velocidad de 90 mV/S

8.4.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) 60




También se utilizé la espectroscopia de impedancia electroquimica para investigar el

efecto de la modificacion del electrodo, en la Figura 32 (a-c) se muestran los diagramas

de Nyquist para los electrodos GCE solo y los dos modificados en una solucion de KCI
1M+KsFe(CN)s 5 mM. Los diagramas de Nyquist para GCE y GCE/TiO2 muestra la

presencia de un semicirculo capacitivo en el rango de alta frecuencia y una region lineal

para datos de baja frecuencia, que es tipico para un proceso de transferencia de carga

con difusién de reactivos/productos a la interfaz[135].
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Figura 32. Espectros de impedancia (graficos de Nyquist) obtenidos para (A) GCE, (B)
GCE/TiOz y (C) GCE/TiO2/NH2/Glut/Lac en KCI 1M + KsFe(CN)g 5mM.

Los espectros de impedancia para GCE no modificado y modificado fueron modelados

por un circuito equivalente de Randles que se presenta en la Figura 32 (d). En tal

circuito, Rs es la resistencia del electrolito, Rct es la resistencia de transferencia de

carga, Q los parametros n estan asociados con un elemento de fase constante (CPE).

Los parametros de ajuste 6ptimos para todos los espectros de impedancia analizados

son presentados en la Tabla 7. Donde Q representa una pseudo-capacitancia, se
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aprecia que el valor de los electrodos aumenta ligeramente. Para el GCE, el valor de
Rct es 1,5 kQ cm?, que disminuye ligeramente en la presencia de las nanoparticulas de
TiO2. Este resultado corresponde a lo obtenido en la Figura 32, que la cinética del
proceso redox es muy similar para los electrodos GCE y GCE/TiO2 siendo este un
material semiconductor. Sin embargo, la presencia de la lacasa conduce a una drastica
disminucién del valor Rct. Este hallazgo es un resultado muy importante porque indica
gue la velocidad de transferencia de electrones aumenta considerablemente en
presencia de la lacasa, la magnitud de la impedancia para el electrodo de
TiO2/NH2/Glut/Lac es més pequefio que el correspondiente a los electrodos GCE y
GCE/TiO2. En consecuencia, como se muestra en la Tabla 7, el coeficiente de Warburg

presenta un valor inferior al obtenido para el electrodo GCE/TiO2

Tabla 7. Parametros del andlisis de circuito equivalente de los resultados de EIS.

Parametros GCE GCE/TiO, | GCE/TiO,/NH,/Glut/Lac
R, (W cm2) 1.24 1.24 1.15
)
Y, (MFem” s, 23.47 30.85 51.12
n 0.87 0.87 0.85
Rct (KW cm’) 1.50 1.30 0.30
S (KW cm’ 8'1’2) 2.50 2.20 0.79

8.4.3 Voltametria de barrido lineal

Evaluar la cinética de la tasa de evolucion de hidrégeno (HER) usando el electrodo
basado en lacasa, mediciones de LSV (utilizando una velocidad de exploracion de 20

mV/s) se llevaron a cabo en un electrolito de tampon de fosfato 100 mM con 0.1 M

de KCl a pH 7. A este pH, se produce hidrégeno a través de la reduccion del agua[136]:

2H,0 + 2e > H, + 20H

Las curvas de polarizacion que se presentan en la Figura 33 (a) muestran que con la
modificacién de GCE, el sobrepotencial disminuye y la corriente catédica aumenta.

a un potencial de -1 V frente a Ag/AgCl, la corriente catédica en el electrodo
GCE/TiO2/NH2/GLUT/LAC es aproximadamente del electrodo de GCE. Estos resultados

muestran una alta actividad electrocatalitica del electrodo a base de lacasa para realizar
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HER. El andlisis de Tafel presentado en la Figura 33(b) muestra que, para los electrodos
modificados, las pendientes de Tafel disminuyen (- 197 mV/dec para GCE, - 174 mV/dec
para GCE/TiOz, y =152 mV/dec para GCE/TiO2/NH2/GLUT/LAC). Cuanto menor sea la

pendiente, menor es el sobrepotencial necesario para alcanzar la misma corriente.
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Figura 33. Curvas de polarizacion catodica para GCE, GCE/TIO; y
GCE/TiO2/NH /Glut/Lac (a), pendientes de Tafel en Buffer de fosfato 100 mM con
KCI 0.1 My pH 7 (b).

Recordando que bajos sobrepotenciales y alta estabilidad son requerido para la
evolucion de hidrégeno[137]. Se demuestra con los resultados obtenidos que lacasa
inmovilizada en TiO2 puede funcionar como bio-catodo en una celda de electrdlisis

microbiana.
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8.5 Isoterma de octadecilaminay coeficiente de transferencia de monocapas

La isoterma obtenida se muestra en la Figura 34, en la cual, se puede observar que la
fase liquido-condensado es la fase caracteristica en la formacion de la isoterma, cosa
gue comparado con investigaciones previas realizadas por Albretch. et al., en 2006.%*
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Figura 34. Isoterma de ODA en agua ultrapura
Los valores de coeficiente de transferencia de deposicibn de monocapas de
octadecilamina sobre el vidrio ITO se muestran en la Tabla 8. Los valores de
coeficiente rondan un valor de 1, siendo esto, adecuado ya que se considera una
correcta deposicion cuando el coeficiente se aproxima a el valor de 1[138].

Tabla 8. Coeficiente de transferencia en la deposicién de ODA sobre vidrio ITO

Monocapa Coeficiente de

Transferencia
.804
1.191
1.029
1.139
0.997
1.076
0.982

~N oo WN PR
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8.5.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia difusa

Se consiguieron espectros de DRIFTS para examinar las modificaciones en vidrios
ITO/TiO2, ITO/TiO2/NH2, ITO/TiO2/NH2/Glu e ITO/TiO2/NH2/Glu/Lac cada uno de estos
casos mostro bandas caracteristicas relacionadas con las respectivas modificaciones.
Para el espectro del vidrio ITO/TiO2, que se muestra en la Figura 35, se aprecia la
vibracion de tension O-H a 3359 cm, la cual puede deberse a la absorciéon de la
humedad presente en al ambiente antes del andlisis, la vibracion de tension O=C=0 a
2348 cm.1, se genera mediante el proceso de calcinacion de las capas de
octadecilamina, en este proceso, varios atomos de carbono quedan retenidos en el
interior de las capas de diéxido de titanio y experimentan una transformacién para
convertirse en diéxido de carbono, la banda de flexién de O-H a 1588 cm tensién del
enlace Si-O a 11001, que proviene del vidrio mismo, la tensién del enlace Ti-O a 677
cm, que es caracteristica del diéxido de titanio a comparacion de estos resultados con
la literatura respalda la identificacion de las bandas caracteristicas y las modificaciones
observadas en el vidrio ITO/TiO2[139].

El espectro correspondiente al vidrio ITO/TiO2/NH2 exhibié bandas de absorcion que se
localizan en una posicién parecida a las del vidrio ITO/TiO2, No obstante, se observé un
cambio importante en la banda de O-H, que se transforma en una banda de tension de
N-H a 3376 cm™. Este cambio se debe a que este vidrio se encontraba en un horno de
vacio durante el analisis, Ademas de esta modificacion, se identificoO otra banda de
flexion de N-H a 1587 cm™, la banda de tensién Si-O a 1102 cm?, que proviene del
vidrio mismo, mostré una definicibn mas clara y se sugiere que procede del APTMS, el
cual forma enlaces en la superficie del didéxido de titanio[140]. En el caso de
ITO/TiO2/NH2/Glut se detecto la presencia de la vibracion de tension de C-H de alcanos,
gue se origina a partir del glutaraldehido, a 2931 cmt. Ademas, se observaron la tension
del enlace C=N a 1647 cm, la tension del enlace C=0 a 1485 cmy la flexiéon del
enlace C-H a 1388 cm™. Estas mismas bandas de absorciéon fueron previamente
identificadas[140].
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Finalmente, la inmovilizacion de la enzima lacasa condujo a cambios significativos en

el espectro. Se observo un aumento en la cantidad de bandas de tension de N-H a 3423

cm. La banda de tensién originada por el diéxido de carbono volvié a aparecer a 2347

cmL. Ademas, se notd una disminucién considerable en la intensidad de las vibraciones

de tension y flexion para los enlaces C=N , C-H, las vibraciones de tensién de los

enlaces Si-O y Ti-O también disminuyeron, lo cual sugiere que estos compuestos

guedaron en las capas inferiores de la modificacion del vidrio ITO como resultado de la

inmovilizacién de la enzima lacasa.[139].
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Figura 35. Espectro de DRIFTS para las distintas modificaciones de los vidrios ITO
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8.5.2 Voltamperometria Ciclica
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Figura 36. Voltamperograma de las distintas modificaciones del vidrio ITO.
En la Figura 36 se presenta el comportamiento electroquimico del vidrio ITO asi como
sus modificaciones ITO/TiOz, ITO/TiO2/NH2/Glut e ITO/TiO2/NH2/Glut/Lac se utiliza
como solucion electrolitica de KCI 1M+KsFe(CN)s 5mM en el rango de -0.8 a 0.8V en
comparacién con el electrodo estandar plata cloruro de plata a una velocidad de barrido
de 100 mV/s para todos los experimentos , esto para corroborar que cuando la lacasa
esta inmovilizada mejora el potencias de oxido reduccién del vidrio ITO, sin embargo al
ser el vidrio ITO un material conductor (se preparan recubriendo por pulverizacion
catédica una fina capa conductora de 6xido de indio y estafio sobre un sustrato de vidrio
de alta calidad) podemos apreciar que es mejor la respuesta que presenta frente al par
ferro-ferri cianuro, que la que presenta con las modificaciones, en su voltamperograma
se observa un pico redox reversible caracterizado por una separacion pico a pico (AEp)
de aproximadamente 60 mV, lo cual concuerda con los datos previamente reportados
en la literatura[141] y caracteriza una reaccion redox reversible controlada por la
difusién ideal en el sustrato ITO, mientras que para la lacasa se presenta un
comportamiento similar pero un potencias de oxi-reduccién menor.
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8.5.3 Espectroscopia de impedancia electrénica

Para continuar con la caracterizacion electroquimica del vidrio ITO, ITO/TiOz, e
ITO/TiO2/NH2/Glut/Lac se realizo la técnica de EIS para examinar qué tan eficiente fue
la transferencia de electrones en estos electrodos y se registraron espectros de
impedancia Figura 37, analizando la forma del diagrama de Nyquist del vidrio ITO
podemos aprecias que su resistencia de transferencia de carga es baja se registré un
comportamiento casi una linea, indicando el paso libre de iones debido a que la superficie del
electrodo se encuentra limpia y sin ningln recubrimiento en la superficie[142]. Si se compara
con las representaciones gréaficas ITO/TiO2, e ITO/TiO2/NH2/Glut/Lac Podemos
observar comportamientos distintos al examinar la formacion de semicirculos, los cuales
estan relacionados con la resistencia a la transferencia de carga, que a su vez esta
vinculada con la superficie y la conductividad eléctrica [143]. En el caso del ITO/TiOz,
se evidencia la formacion de un semicirculo. En cuanto al vidrio ITO/TiO2/NH2/Glu/Lac,
también se nota la formacion de un semicirculo, aunque de un tamafio
considerablemente menor en comparacion con el ITO/TiO2. Esto sugiere que la
resistencia a la transferencia es menor en este caso, lo que indica una mayor eficiencia
en la transferencia de electrones en este vidrio[144].Esto resulta especialmente
significativo, ya que se esperaba que la inmovilizacibn de la lacasa mejorara la

transferencia de electrones.
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Figura 37. Diagrama de Nyquist de las distintas modificaciones del vidrio ITO KCI 1M +

KsFe(CN)s 5mM.
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Figura 87. Montaje y configuracion de la celda de electrélisis microbiana
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9. CONCLUSIONES

1. Se produjo un extracto enzimatico extracelular rico en lacasas por fermentacion
sumergida de Trametes versicolor nativo usando salvado de trigo como

cosustrato, obtenido mayor actividad a lo reportado previamente en la literatura.

2. El extracto enzimatico rico en lacasas se purificd obteniendo una fraccién con
membranas de ultrafiltracion entre 50 y 100 kDa. Después de la purificacion la
enzima se concentro 3.3 veces con respecto al extracto crudo, obteniendo
ademas una banda de proteina unica alrededor de los 67 kDa, correspondiente

al peso molecular reportado de la lacasa.

3. Se funcionalizaron las nanoparticulas metalicas con grupos amino y carbonilo,
asi como la inmovilizacion covalente de la enzima en estas nanoparticulas
funcionalizadas, de acuerdo con los resultados obtenidos por FTIR, SEM,
potencial {, DRX y XPS.

4. El mayor porcentaje de inmovilizacion de lacasa se obtuvo con las nanoparticulas
de, sin embargo, la lacasa inmovilizada en TiO2 tuvo mejor estabilidad después
de 12 meses con ciclos de congelacion, asi como mejor estabilidad a cambios

de temperatura.

5. Los electrodos (catodos) GCE con nanoparticulas metalicas con lacasas
inmovilizadas mejoraron los picos de oxidacién y reduccion de las CVAs,
indicando que la lacasa inmovilizada en las nanoparticulas metalicas mejoran la

actividad electrocatalitica.

6. La enzima inmovilizada en TiO2 y soportada en GCE mejord el rendimiento
electroquimico, como lo mostré la CVA y el IES, que no se observo cuando solo
se modifica el GCE con nanoparticulas de TiO2 o TiO2 funcionalizado.

7. Las curvas de polarizacion del GCE modificado con lacasas inmovilizada en
nanoparticulas de TiO2 aumentaron la corriente catodica y disminuyeron el
sobrepotencial, mostrando una alta actividad electrocatalitica que favorece la

reaccion de evolucion del hidrogeno.
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8. Se logré la modificacién superficial del vidrio ITO utilizando la técnica de LB para
la deposicion de un precursor de TiO2 de acuerdo con lo obtenido en el

coeficiente de transferencia.

9. Se funcionalizarén los vidrios ITO/TiO2 con grupos amino y carbonilo de acuerdo
con los resultados obtenidos por DRIFTS, para posteriormente inmovilizar la

enzima lacasa obteniendo un porcentaje de retencion de 49%.

10.La enzima inmovilizada en el vidrio ITO/TiO2/NH2/Glu, mejora el potencial

electroquimico como se demuestra en la CV, EIS.

11.Al comparar los materiales solos y con lacasa inmovilizada con la técnica de EIS
la resistencia de transferencia se hace mas pequefia lo que indica la velocidad

de transferencia de electrones aumenta, aceptando la hipétesis del proyecto

10 . DISPOSICION DE LOS RESIDUOS GENERADOS

Los residuos generados en el presente trabajo seran dispuestos en los contenedores
asignados de acuerdo con lo establecido en el reglamento de los laboratorios y de
seguridad y medio ambiente vigente de la Facultad de Ciencias Quimicas UANL.
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