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Resumen

Se elaboraron electrodos glucosa-oxidasa/polianilina/éxido de indio (lll) y estafio (IV)
[GOx/PANI/ITO] para la oxidacion de glucosa, con el objetivo de que sean empleados en celdas
de combustible con base de dicho carbohidrato.

El electrodo consiste en la sintesis electroquimica de una matriz porosa de polianilina dopada
con cloruro sobre una superficie de 6xido de indio (lll) y estafio (IV), como soporte que provee
conductividad eléctrica, para después aplicar e inmovilizar distintas cargas de la enzima glucosa
oxidasa sobre dicha matriz. En el presente trabajo se busca inmovilizar eficientemente la enzima
mediante tres métodos propuestos, cuidando que la actividad enzimatica no se vea deteriorada
y que exista una conductividad eléctrica aceptable a través de los componentes del electrodo.

La matriz de polianilina se sintetizé empleando como electrodo de trabajo, una superficie de
ITO en una celda electroquimica donde el electrolito es una solucién acuosa de HCl 0.5M y
anilina 0.5M, aplicando ciclos consecutivos de barrido del potencial eléctrico. Los electrodos de
polianilina fueron caracterizados en los mismos medios que los electrodos enzimaticos.

Sobre electrodos PANI/ITO se depositaron 40 pL/cm? de una suspensién acuosa de enzima cuya
concentracion fue variada (40 mg/mL, 20 mg/mLy 10 mg/mL) para después aplicar los métodos
de inmovilizacion propuestos: 1) adsorcion fisica de Glucosa Oxidasa sobre la matriz, 2)
encapsulamiento de Glucosa oxidasa mediante una pelicula de polianilina sintetizada por
aplicacion de una nueva serie de barridos ciclicos de potencial, y 3) encapsulamiento de Glucosa
oxidasa mediante una pelicula de polianilina sintetizada por la propia enzima. El resultado de
estas dos variables: concentracion de enzima y método de inmovilizacién, generé un conjunto
de electrodos con una configuracion distinta entre si. Cada electrodo se hizo por duplicado,

El electrodo sin enzima (blanco para realizar los analisis) y aquellos resultantes del proceso de
inmovilizacién, son caracterizados mediante microscopia electrénica de barrido, medicion del
potencial de circuito abierto (OCP, por sus iniciales en inglés) y voltamperometria ciclica. Para
las técnicas electroquimicas mencionadas, se emplearon electrolitos distintos: a) KCl 0.1M, b)
KCl 0.1M + glucosa 0.1M, c) KCl 0.1M + K;Fe(CN)g 0.5M, d) KCl 0.1M + glucosa 0.1M +
K;Fe(CN)g 0.5M, y e) HCI 0.1M (solo para el electrodo sin enzima) y se empled un método
comparativo para los resultados generados. Todos los electrodos enzimaticos tienen respuestas
distintas que la de PANI/ITO. Todos los electrodos presentaron caracteristicas diferentes ante
las perturbaciones voltamperométricas en los distintos electrolitos estudiados.

Se determindé que la concentracion de enzima mds adecuada dentro del intervalo de las
estudiadas es 10 mg/ml, mientras que el método 3: encapsulamiento de Glucosa oxidasa
mediante una pelicula de polianilina sintetizada por la propia enzima, arrojo los resultados mas
deseables.

Las mejores configuraciones de concentracion de enzima y método de inmovilizacién indicaron
la posible oxidacion enzimatica de glucosa y transferencia de los electrones generados en la
enzima a la matriz de polianilina mediante iones Fe(CN)63_, lo cual indica que este tipo de
electrodos tiene una prometedora aplicaciéon en celdas de combustible después de su debido
perfeccionamiento.




1. Introduccion

En los ultimos 30 afios se ha desarrollado un nimero importante de nuevos materiales que ha
dado origen a nuevas tecnologias. La aparicién de polimeros electro-conductores, nanotubos de
carbdn, materiales grafenoides, nuevos electrolitos sélidos y liquidos idnicos, ha permitido que
podamos explorar nuevas alternativas para abordar problemas tecnolégicos de nuestro tiempo
[1-3].

En particular, en lo que toca a sistemas electroquimicos, hemos visto la aparicién de baterias
secundarias cada vez mas eficientes, pequefias y ligeras [4]. La investigacién en sistemas de
celdas de combustible ha sido un motor importante para optimizar y orientar la evolucion de
estos nuevos materiales [5]. El campo de los sensores electroquimicos ha crecido
constantemente, ofreciendo dispositivos cada vez mas selectivos y de alta sensibilidad [6].

Muchos de estos desarrollos han estado inspirados en sistemas encontrados en la naturaleza.
Es el caso de los diferentes proyectos involucrados en el campo de la fotosintesis artificial, o el
desarrollo de catalizadores inspirados en moléculas bioldgicas [7,8]. Siguiendo este principio, las
tecnologias enzimaticas han tenido un auge importante que inicid a mediados del siglo pasado
y ha conducido, en la actualidad, al uso de sistemas enzimaticos en una gran variedad de
procesos, en las industrias de alimentos, en quimica fina, farmacéutica, produccidn de papel,
textiles o detergentes, en sistemas de conversion de energia, en la producciéon de
biocombustibles, en medicina y en mineria [9].

En este trabajo hemos abordado el tema de fabricar electrodos enzimaticos, que tengan
actividades catalitica y electroquimica, a partir de la inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa
sobre matrices de polianilina, un polimero conductor de la electricidad. Para esto se proponen
diferentes estrategias de inmovilizacién y de caracterizacién de los electrodos obtenidos.

Este trabajo se inscribe dentro de un proyecto mas amplio de desarrollo de celdas de
combustible enzimaticas microfluidicas. Estos dispositivos consisten de un canal de algunas
decenas de micras de ancho, a través del cual se hacen fluir, de forma paralela, dos fluidos que
estaran en contacto, cada uno, con un electrodo.

Se investiga el posible uso de glucosa como combustible, es entonces que se fija la atencidon en
los biocatalizadores empleados para su oxidacién en los seres vivos: las enzimas. Se trata de
macromoléculas de naturaleza proteica, que poseen una gran actividad a temperatura ambiente
y presién atmosférica, pueden tener una gran selectividad con los reactivos y producen residuos
poco o nada contaminantes, lo cual puede ser una excelente solucién si se logra desarrollar esta
alternativa [10].

En el caso de la oxidacion de la glucosa, la enzima que ofrece esta funcién es la glucosa oxidasa,
sin embargo, las celdas de combustible son sistemas de flujo y las enzimas son dificiles de
separar del medio de reaccidn para su posterior reutilizacion, ademas de ser fragiles pues
cambios en la temperatura y pH pueden inactivarlas irreversiblemente.

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en una
region definida en el electrodo, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad
catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente.

Para una eficiente inmovilizacidn de estas, es necesario emplear como soporte un material que
brinde adherencia, sin embargo, para un dptimo funcionamiento de la celda de combustible, es
necesario mantener una buena conductividad eléctrica en todo el sistema. Una pelicula de




polianilina es un material con conductividad eléctrica que puede brindar adherencia para las
enzimas.

Una superficie de polanilina fue sintetizada sobre ITO, por via electroquimica, activando la
oxidacién de anilina mediante la aplicacion de barridos ciclicos de potencial. En este trabajo se
proponen tres métodos diferentes para inmovilizar glucosa-oxidasa sobre un sustrato de
polianilina. El primero es la impregnacion de un electrodo con una suspensidn de enzima que se
deja secar a temperatura ambiente. En el segundo método se aplica la suspension de enzima y
se aplica una nueva serie de barridos ciclicos de potencial, pensando en tejer una nueva red de
polimero alrededor de las moléculas de enzima. En el tercero se aplica la suspensidn de enzima
y se agrega el mondmero, anilina, pues se ha reportado que la glucosa-oxidasa es capaz de oxidar
anilina e iniciar su polimerizacidn. Asi se espera también poder entretejer la enzima en una red
de polimero.

Para cada método se probaron tres cargas de enzima. La tabla 1.1 recopila las designaciones de
nueve electrodos fabricados, cuyos resultados son objeto de este trabajo. Las letras VC se
refieren a la técnica empleada (voltamperometria ciclica) y el nimero corresponde al electrodo
fabricado. Se repitieron experimentos varias veces, y se seleccionaron los que se presentan en
la tabla como representativos de cada método y carga.

Todos los electrodos (nueve tipos de electrodos enzimaticos y el sistema PANI/ITO) fueron
caracterizados mediante microscopia electronica de barrido, y mediante dos técnicas
electroquimicas (medicién de potencial de circuito abierto y voltamperometria ciclica) en cuatro
medios electroliticos diferentes que contienen combinaciones de KCIl, glucosa vy
hexacianoferrato de potasio.

Carga de enzima Método
(mg/uL) 1 2 3
Sin enzima VC53,VC54,VC103 | - | e e
0 | - VC42,VC120 VC116, VC117 VC118, VC119
20 | e VC104, VC105 VC106, VC107 VC108, VC109
40 | e VC110, VC111 VC112, VC113 VC114, VC115

Tabla 1.1. electrodos fabricados sin enzima y con enzima mediante tres métodos diferentes con tres
cargas de glucosa-oxidasa.

De esta manera, en este trabajo se propusieron e implementaron las técnicas para elaborar este
tipo de electrodo, asi como los procedimientos de caracterizacidn electroquimica.




2. Hipotesis y objetivos

Hipotesis

Es posible inmovilizar enzimas glucosa oxidasa sobre matrices de polianilina mediante
la formacién de un recubrimiento de polianilina por la aplicacién de barridos ciclicos de
potencial eléctrico o mediante la actividad oxidativa de la propia enzima, manteniendo
una conductividad eléctrica aceptable a través del electrodo construido

Objetivos generales

Lograr una eficiente inmovilizacién de glucosa oxidasa en las superficies de
polianilina dopada con cloruro de electrodos PANI/ITO.

Obtener una adecuada conductividad eléctrica en el sistema Enzima-PANI-ITO
(electrodo)

Conservar la actividad catalitica de Glucosa oxidasa, una vez que ha sido inmovilizada.

Objetivos particulares

Proponer tres métodos accesibles y sencillos de inmovilizacién de enzimas, y
determinar cual de ellos arroja mejores resultados de acuerdo con los objetivos
generales planteados.

Determinar mediante una primera aproximacion, la concentracién de enzima glucosa
oxidasa sobre la superficie del electrodo mas adecuada para el funcionamiento de
estos.

Lograr la reproducibilidad de cada etapa de construccion del electrodo

Obtener un electrodo y/o informacidn, que sea Util como base para una investigacion
posterior




3. Marco teorico

3.1. Electrodos enzimaticos

En esta seccidn se presentan los aspectos generales de los electrodos enzimaticos, asi como los
métodos de inmovilizacidén de enzimas que pueden ser utilizados para su preparacion.

3.1.1. Generalidades

Una de las demandas actuales de las industrias biotecnoldgicas del mundo para obtener
productos y procesos con mayor rentabilidad, son la mejora de la productividad de las enzimas
y el desarrollo de técnicas novedosas para aumentar su vida util.

En el campo de la electroquimica, un electrodo cubierto de enzimas redox es una alternativa
viable para el aprovechamiento de estas en dispositivos como celdas de combustible o
sensores electroquimicos. Para tal fin, es importante que la enzima no pierda actividad
catalitica, esté bien adherida al electrodo y que exista una buena capacidad de transferencia
de electrones entre la enzima y la superficie del electrodo. Este Ultimo punto representa un
reto, pues el sitio activo de la enzima a menudo se encuentra cubierto y el resto de los
aminodacidos de la enzima dificultan las transferencias electrénicas [11].

Un tipo de materiales que promete cumplir con estos requisitos son los polimeros conductores
eléctricos, como es el caso de la polianilina, la cual puede sintetizarse directamente sobre un
electrodo por via electroquimica, formando una pelicula con buena adherencia al electrodo, y
prometiendo ser un excelente soporte y medio de transferencia de electrones para la enzima
redox.

3.1.2. Inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacidn de enzimas consiste en el confinamiento de esta a una matriz o soporte
diferente de la de los sustratos y productos, siendo valiosa porque ha permitido que las
enzimas se reutilicen facilmente varias veces para la misma reaccion con vidas medias mas
largas y menos degradacidn, y ha proporcionado un método sencillo para controlar la rapidez
de reaccion, asi como el tiempo de inicio y finalizacion de la reaccion.

Existe una variedad de métodos utilizados para inmovilizar enzimas, tres de los mas comunes
son la a) adsorcién, b) el atrapamiento y c) la reticulacidn o unién covalente a un soporte
(figura 3.1) [12].

a) Adsorcion

El método de adsorcion implica que la enzima se adsorba fisicamente sobre el material de
soporte, que a menudo es una matriz de polimero. Esta técnica es relativamente simple,
porque tipicamente implica bafiar el soporte en una solucidn de la enzima, permitiendo que
esta se seque en la superficie, para finalmente enjuagarla para eliminar la enzima que no se
adsorbe.

La inmovilizacidn ocurre por la formacidn de enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals o
interacciones hidrofdbicas entre la enzima y la superficie soporte. De todos los métodos, este




es el que mas favorece el transporte de materia entre la enzima y el medio de reaccidn,
ademas de ser el que aporta la mayor libertad de movimiento estructural a las enzimas [13].

Desafortunadamente, este método es problematico, porque permite la lixiviacién de la enzima
mientras reacciona, contaminando asi el sustrato, ademas de que este método puede
desnaturalizar la enzima si la quimica de la superficie del material soporte no es adecuada [12].

b) Atrapamiento

El método de atrapamiento implica atrapar la enzima en la estructura reticular de un material.
Comunmente se emplean polimerizaciones para este fin, tal como la polimerizacién
electroquimica, que consiste en la aplicaciéon de un potencial apropiado o una corriente a una
solucién que contiene tanto la enzima y moléculas de un mondmero, generando radicales que
se acoplan y forman un polimero; o la fotopolimerizacién, que consiste en el empleo de la
aplicacién de una solucion de enzimas y mondmeros de una resina curable con radiacién. [13]

Esto generalmente minimiza la lixiviacién de la enzima y mejora la estabilizacion, ademas de
gue permite adaptar el material de encapsulacién para proporcionar el microambiente dptimo
para la enzima, es decir, igualar el entorno fisicoquimico de la enzima y el material de
inmovilizacién. Sin embargo, frecuentemente da como resultado limitaciones de transporte
del sustrato / analito al sitio activo de la enzima [12].

¢) Unioén covalente

Consiste en la formacion de enlaces quimicos entre la enzima y el soporte, lo cual se puede
lograr por la activacién de grupos carboxilicos y grupos amina mediante el empleo de
carbodiimidas, lo cual permite la formacion de los deseados enlaces peptidicos en condiciones
de presidn y temperatura suaves, fundamentales para evitar la destruccidn de la enzima[13].

De entre los 20 aminodcidos diferentes que se encuentran en la estructura de las enzimas, los
mas empleados para la formacidn de enlaces con el soporte son principalmente la lisina, la
cisteina, la tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptéfano, la arginina y el
acido aspartico y glutamico. El resto de los aminodcidos, debido a su caracter hidréfobo, no se
encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden intervenir en la
union covalente [14].

La técnica es efectiva para inmovilizar enzimas, permitiendo el transporte de materia entre la
enzima y el medio de reaccion, ademas de dar una mayor resistencia a la desactivacion por el
efecto de la temperatura, de los disolventes organicos o del pH, al tener estabilizada su
estructura terciaria. Sin embargo, se tiene el problema de que normalmente disminuye el
grado de movimiento de la enzima, lo que puede reducir drasticamente su actividad [12].




Polimero

Enlace
covalente

a) b) c)

Figura 3.1. Representacion de los tres métodos de inmovilizacion enzimdtica mds comunes: a) adsorcion, b)
atrapamiento y c) union covalente [12].




3.2. Glucosa oxidasa

En esta seccidn se presentan los aspectos generales de la enzima glucosa oxidasa, informacién
sobre el dinucledtido de flavina y adenina (sitio catalitico de la enzima), asi como el mecanismo
de accidn de la enzima.

3.2.1. Generalidades

Aislada por primera vez por Detlev Miller en 1925 de Aspergillus niger [15], la glucosa oxidasa
es una enzima oxidorreductasa que cataliza la oxidacién de glucosa en perdxido de hidrégeno
y D-glucono-1.5-lactona (esquema 3.1).

CH0H CH,OH CH,OH
o) O OH 0
COH OH + 0, —p OH O + H0,
OH OH OH Glucosa OH
OH OH oxidasa OH
Peréxido de
a-D-glucosa B-D-glucosa Oxigeno D-glucono-1,5-lactona hidrogeno

Esquema 3.1. reaccion catalizada por glucosa oxidasa [16]

La enzima es producida naturalmente por hongos carbohidratos
e insectos, donde su funcidn principal es actuar
como agente antibacteriano y antifingico debido a
la produccion de perdxido de hidrégeno [17].

Estructuralmente, como se muestra en la Figura
3.2, la glucosa oxidasa es un homodimero formado
por dos subunidades idénticas de 80 kDa, unidas
por dos puentes disulfuro y dos dinucledtidos de
flavina y adenina (FAD), unidos de forma no
covalente, que actian como coenzimas portadoras
de electrones durante la catalisis. El sitio activo
donde se une la glucosa esta en un bolsillo
profundo. La enzima, como muchas proteinas que
actuan fuera de las células, esta cubierta de
cadenas de carbohidratos ramificados, estos no

Figura 3.2. La glucosa oxidasa con sus dos subunidades
representadas en azul oscuro y claro, mientras que las coenzimas

participan en la catalisis, sin embargo, FAD se representan en rosa [18].
proporcionan estabilidad a la enzima (Figura 3.2)
[18].

Ademas de la glucosa, la glucosa oxidasa es capaz de oxidar otros monosacaridos, asi como
nitroalcanos y compuestos hidroxilicos [19], sin embargo, las actividades son generalmente
bajas en comparacién con la de oxidacidn de glucosa [20]. Mientras tanto, ademas del oxigeno,
la glucosa oxidasa es capaz de reducir a las quinonas, sin embargo, generalmente las
reacciones donde se involucran a estas tienen menor rapidez de reaccién en comparacién con
el oxigeno [21].

Puede ser inhibida completamente por cantidades micromolares de metales pesados como
mercurio, plomo y plata, e inhibida de forma parcial por cantidades milimolares de hidrazina,




hidroxilamina, fenilhidrazina, 8-hidroxiquinolina, semicarbazida y nitrato de sodio. Ademas de
esto, los iones haluro la inhiben a pH bajo, por ejemplo, a pH 3 se inhibe completamente con
cloruro de potasio 0,1 M [19].

3.2.2. El dinucleétido de flavina y adenina (FAD), la coenzima de glucosa oxidasa

Las flavinas (7,8-dimetil-isoaloxazina) son un
conjunto de bases nitrogenadas que tienen en )

comun una estructura heterociclica de tres anillos y Quinoide o I - /"\'//“\fo
dos grupos oxo, conocida como isoaloxazina. Son HC N\ N
extremadamente versatiles para catalizar reacciones "
guimicas, como se manifiesta en la amplia gama de e  + H' ﬂﬁ
reacciones catalizadas por flavoenzimas, como es el

caso de la glucosa oxidasa. Como es mostrado en el A

esquema 3.2, pueden existir en tres estados de MG~ N "ﬁ"°
oxidacién: quinoide (completamente oxidada), Semiquinoide m(Z"L ,‘.\n
semiquinoide (parcialmente reducida) e WO
hidroquinoide (completamente reducida), y

dependiendo del pH, se pueden obtener en forma e  +H' ﬂﬂ

catidnica, neutra o anidnica. Las principales especies

quimicas que pertenecen a este conjunto son: " "
dinucledtido de flavina y adenina (FAD), N "\T°
mononucledtido de flavina (FMN), riboflavina Hidroquinoide ",CL/[“L "
(vitamina B2), lumiflavina, lumicromo e isoaloxazina, " o .

las cuales son mostradas en la figura 3.3 [22]. Esquema 3.2. Estados de oxidacion de las flavinas [22]

S ™ 5

Dinucledtido de flavina y adenina (FAD) : P HaC
Mononucledtido de flavina (FMN) : : :

Riboflavina (vitamina B2) :
Lumiflavina

Lumicromao

Isoaloxazina

Figura 3.3. Estructura de las especies quimicas de flavina [22]
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Estructuralmente (figura 3.3), el dinucledétido de flavina y adenina (FAD) consta de un
monofosfato de adenosina y un mononucledtido de flavina (FMN) unidos a través de sus
grupos fosfato. Como toda flavina, el FAD puede existir en los tres estados de oxidacién
anteriormente descritos, representados en el esquema 3, donde FAD representa la forma
quinoide, FADH la forma semiquinoide y FAD H, |la forma hidroquinoide.

FAD + H* + e~ = FADH
FADH + H* + e~ = FADH,

Esquema 3.3. Reacciones de reduccion del dinucledtido de flavina y adenina (FAD)

En su forma quinoide es un agente oxidante muy poderoso, puede oxidar grupos funcionales
amina a iminas, como es el caso de las enzimas monoamino oxidasas [23], grupos alcohol a
cetonas, situacion de la ya mencionada glucosa oxidasa, o la oxidacion de alcanos a alquenos
(deshidrogenacion), propio de la succinato deshidrogenasa que participa en el ciclo de Krebs
[24].

3.2.3. Mecanismo de accion

Las Investigaciones cristalograficas han demostrado que el sitio activo que contiene la
coenzima FAD estd oculto en un bolsillo profundo [20], la molécula de glucosa ingresa a este
bolsillo y al aproximarse a la coenzima, el par de electrones libres del nitréogeno portador del
doble enlace en el anillo central, ataca al hidrogeno del grupo funcional hidroxilo enlazado al
carbono C1 de la glucosa, a su vez, el par de electrones de dicho grupo hidroxilo ataca al
carbono que comparte el doble enlace con el nitrégeno primeramente descrito de la
coenzima, dando como resultado la posible formacidn de un intermediario en estado de
transicion denominado FAD-glucosa-I (Figura 3.4) [25].

Posteriormente, el estado de transicion se rompe, transfiriendo definitivamente el atomo de
hidrogeno del hidroxilo del carbono C1 al nitrégeno portador del doble enlace, este doble
enlace se rompe regenerando el par de electrones libre del nitrégeno que fue ocupado para
enlazar el hidrogeno del hidroxilo, dejando al carbono que compartia este doble enlace como
cation, entonces el par de electrones del hidroxilo que ya interactuaba con el, lo enlaza
formalmente, dando lugar al intermediario estable FAD-glucosa-II.

Luego de esto, el intermediario FAD-glucosa-Il se rompe cuando un aminoacido de la enzima
actua como base extrayendo un protén del carbono C1 de la glucosa dejando un par de
electrones libres que inmediatamente se enlazan con el oxigeno “puente” entre la glucosay la
coenzima. Este oxigeno al tener un exceso de electrones rompe su enlace con la coenzima,
donandole a esta los electrones de dicho enlace. Los electrones donados se desplazan al
nitrégeno portador de un doble enlace que quedaba sin reaccionar mediante resonancia [20],
atacando y extrayendo a un protdn libre de algiin aminoacido acido, dando como resultado la
formacién de la molécula FADH, y una molécula gluconolactona, esta ultima mencionada se
hidroliza rdpidamente para generar acido glucdnico.
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c) FAD-glucosa-I
R

f) acido gluconico

Esquema 3.4. Posible ciclo catalitico de la oxidacion de glucosa por la enzima glucosa oxidasa [25]

Finalmente, el FADH, es oxidado por O, generando H,0, y nuevamente el FAD, el cual queda
disponible para volver a participar en el proceso [25].
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3.3. Polianilina como soporte enzimatico

En esta seccidn, se presentan los aspectos generales de la polianilina, mecanismo de
polimerizacidn, asi como el método de sintesis electroquimica, e informacién de su estado con
mayor conductividad eléctrica: la emeraldina sal.

3.3.1. Generalidades

La polianilina (PANI) es un material polimérico organico descubierto en el siglo XIX,
inicialmente era llamada “anilina negra” y se conocia por ser muy estable y barata, por lo que
era utilizada para la elaboracion de colorantes. Sin embargo, recientemente se volvié de gran
interés debido a que se descubridé que posee conductividad eléctrica, permitiendo numerosas
potenciales aplicaciones tecnolégicas [26].

Se sintetiza habitualmente mediante la oxidacién de anilina en medio acuoso acido utilizando
peroxidisulfato de amonio [27-29], aunque también se han probado otros oxidantes como
cloruro de hierro (l11) [30], sulfato de cerio (IV) [31], dicromato de potasio [32], yodato de
potasio [33], cido peryddico [34], clorito de sodio [35], 6xido de manganeso [IV) [36], acido
vanadico [37], nitrato de plata [38], perdxido de dibenzoilo [39] y p-benzoquinona [40].

También puede prepararse mediante la oxidaciéon anddica de anilina igualmente en medio
acido sobre electrodos inertes, usualmente se emplea platino [41-43, 49], sin embargo,
también se han realizado estudios usando hierro [45], cobre [46], aluminio [47], carbdn vitreo
[44], grafito pirolitico [48]. semiconductores como silicio, calcogenuros de cadmio, arseniuroy
fosfuro de galio [49].

La PANI presenta tres diferentes estados de oxidacion (Figura 3.4), dando entonces tres
variedades diferentes que son nombradas como leucoemeraldina, emeraldina y pernigranilina.
La leucoemeraldina es la forma completamente reducida; la emeraldina es la forma
parcialmente oxidada, conteniendo un anillo quinoide en vez de uno aromatico por cada
unidad de repeticién de cuatro anillos; y la pernigranilina es la forma completamente oxidada
con dos anillos quinoides presentes por cada unidad de repeticién de cuatro anillos [50].

geVens¥se;

Leucoesmeraldina

Anillo quinoide

H
A" y
@\ /©/ n
N N
H
Anillo quinoide Esmeraldina Anillo quinoide
A" 7
Q) "
N
Pernigranilina

Figura 3.4. Estructura quimica de los estados de oxidacion de la polianilina [50]
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Estas tres variedades de PANI al tener en su estructura atomos de nitrégeno con pares de
electrones libres, pueden comportarse como base de Lewis, reaccionando con acidos y
generando sales. A este proceso se le conoce como dopado y puede ser reversible (Esquema
3.5) [51].

- leucoesmeraldina base = - leucoesmeraldina sal -
+ HX H H
|
. N N N N —= o N 'n&@nh@: —+
OO OO = 10+ OO+
- HX :
B Jy L A
oxidacién ‘ [ reduccién oxidacion l I| reduccion
[~ esmeraldina base ] + HX i esmeraldina sal 7
) IRAAT A
- HX
oxidacién reduccion oxidacidn l W reduccion
pernigranilina base + HX pernlgranllma sal
|

Esquema 3.5. Obtencion de las diferentes formas de PANI [51].

En total existen seis formas de polianilina: leucoemeraldina base, leucoemeraldina sal,
emeraldina base, emeraldina sal, pernigranilina base, pernigranilina sal. De todas ellas, solo la
emeraldina sal es altamente conductora, siendo esta forma la responsable del interés que se
tiene por este material [52].

3.3.2. Mecanismo de polimerizacion

La comprension del mecanismo de oxidacién de la anilina proporciona una base para el control
exitoso de la sintesis de la PANI, es decir, los procesos moleculares que determinan la
estructura de los productos de oxidacion establecen también algunas propiedades fisicas y
guimicas de los materiales obtenidos y la naturaleza de su estructura supramolecular. Se sabe
que la acidez de la mezcla de reaccién, su pH, tiene una fuerte influencia en la oxidacién de la
anilina [53].

En medios fuertemente acidos, los grupos aminos presentes se encuentran protonados,
convirtiéndose en grupos electro atractores en el anillo aromatico de la anilina, dificultando su
oxidacion. Esto solo permite ataques a la molécula en la posicién “para”, generando un
crecimiento de cadenas lineales con deslocalizacién de enlaces it de extremo a extremo,
obteniéndose asi un polimero conductor [53].

Mientras que, en medios neutros o alcalinos, la mayoria de los grupos amino se encuentran
desprotonados, dejando una mayor densidad electrdnica en el anillo aromatico de la anilina,
haciéndola mas susceptible a oxidarse. Esto permite ataques en posiciones “orto” y “para”.
Bajo estas condiciones, los anillos aromaticos de las cadenas formadas sufren ataques




14

adicionales, provocando que ya no sea posible la deslocalizacidn de enlaces t de extremo a
extremo, obteniéndose asi un polimero no conductor (Esquema 3.6) [53].

@
NH, NH;
e}
H
.‘—.
oxidacion
orto para orto

NH : NH

NH NH : NIIi i

oxidacion
N /O/ ) [U N D
N N N
Esquema 3.6. Posible polimerizacion de anilina en medios neutros o alcalinos [53].

3.3.3. Sintesis electroquimica

Debido que los métodos quimicos no proporcionan un control sobre el polimero [54] y que la
emeraldina base solo es soluble en acidos concentrados, ademas de que no puede ser fundida,
se tienen inconvenientes para aplicar el polimero como pelicula sobre una superficie por estas
vias. Sin embargo, cuando la polimerizacién se realiza sobre un electrodo inerte que actua
como oxidante, el polimero queda adherido a este.

Existen métodos potenciodindmicos (ciclos de potencial), potenciostaticos y galvanostaticos
para llevar a cabo esto, sin embargo, el método potenciodindmico produce peliculas con
propiedades dpticas, de adherencia y suavidad superiores [55].

Mediante un voltamperograma tipico de un proceso de crecimiento de pelicula, se pueden
observar nueve picos de corriente a lo largo de un barrido de potencial eléctrico de -0.2V a 1.2
V con respecto al electrodo de Ag/AgCl, de los cuales cinco de ellos identificados en la Figura
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3.5como A, B, C, Dy E, son caracter anddico, y los restantes identificados como A’, B’, C'y D’,
son de caracter catddico.

El pico anédico E puede observarse durante el primer ciclo de potencial aproximadamente en
1.1 V vs AgCl, este corresponde a la oxidacion de la anilina para formar radicales catién, los
cuales polimerizan. Conforme avanza el ciclado, este pico disminuye y finalmente desaparece
[54].

En el segundo ciclo ya pueden apreciarse los 2 pares de picos grandes A/A’ y D/D’ y también
los dos pares de picos menores intermedios B/B’ y C/C’.

02 04 06 08 10 12
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 3.5. Tipico voltamperograma ciclico del crecimiento de una pelicula PANI (oro como sustrato y solucion
acuosa de anilina 'y H,S0, [56].

El pico anddico “A” posicionado aproximadamente en 0.25 V vs AgCl, es asignado al paso de
leucoemeraldina a emeraldina con la formacién de polarones. Mientras tanto, la organizacion
por bipolarones no es posible verla en un voltamperograma porque no involucra transferencia
de carga [57]. El pico anddico “D” posicionado aproximadamente en 0.85 V vs AgCl,
corresponde al paso de emeraldina a pernigranilina [57], aunque también se cree que en esta
zona se encuentra la formacidn del bipolarén [58].

Mientras tanto, los pares de picos B/B’ y C/C’ localizados entre los dos pares principales
corresponden a productos secundarios formados durante la electrosintesis. Estos productos
mencionados son formados por acomplamientos indeseados de radicales anilinio y no
contribuyen al crecimiento del polimero.

El pico andédico “B” posicionado aproximadamente en 0.5 V vs AgCl corresponde a la oxidacidn
de p- aminodifenilamina, y el pico anddico “C” posicionado aproximadamente en 0.6 V vs AgCl
corresponde a la oxidacion de bencidina, ambas especies dimericas presentes en la reaccion
de polimerizacidn de la anilina en medio 4cido (Esquema 3.7) [59].
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Es importante mencionar que en general, la forma y la posicion de los picos depende de
diferentes variables experimentales como las condiciones de preparacidn, rapidez de barrido
de potencial, la composicidn del electrolito soporte, entre otras cosas [60].

+ » +
NH, o i
PSR GRLT
H2N
+ +
NH, NH,

' A NH,
o O O +2H+
e HoN

Esquema 3.7. Mecanismo de formacion de los dimeros oxidables (p-aminodifenilamina (arriba) y bencidina (abajo))
en la voltamperometria ciclica, evidenciados por los picos anddicos “B” y “C” respectivamente.

3.3.4. Emeraldina Sal (PANI-ES)

Esta forma de PANI es muy estable a temperatura ambiente y puede ser identificada
visualmente por su color verde. Es facilmente obtenida por la protonacién de la emeraldina
base o por la oxidacion de la leucoemeraldina base [61], lo que se puede conseguir por la
exposicién a dcidos o por dopado oxidativo, respectivamente [62].

Al oxidar el polimero se pueden formar radicales catidn o bien dicationes, por lo que la
emeraldina sal puede presentar dos posibles organizaciones como polarén o como bipolarén
respectivamente (Esquema 3.8) [63].

En la organizacion de polardn, un radical catiénico de nitrégeno actia como un agujero
electrénico, que puede transferir una carga positiva elemental. Un electrén del nitrégeno
adyacente (neutro) salta a este agujero y se vuelve eléctricamente neutro iniciando el
movimiento de los agujeros a través de un proceso de resonancia. Por lo tanto, se tiene una
conductividad de tipo p [64].

La predominancia de una u otra de las posibles organizaciones mencionadas, esta determinada
por el grado de oxidacion, siendo la formacidn de bipolarones favorecida cuando el polimero
presenta mayor grado de oxidacién.
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Esquema 3.8. Posibles organizaciones de la emeraldina sal
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El contraidén puede ser desde un ion inorgdnico simple, hasta moléculas orgdnicas de tamario
considerable. Este influye de forma importante en las propiedades del polimero, observandose
gue se conseguia mayor conductividad cuando el contraién es mas pequefio, pues su
movilidad es un factor decisivo [65].

Existe el problema de que la emeraldina sal es infusible e insoluble en la mayoria de los
disolventes por lo que se dificulta su procesamiento. Se afirma que solo es soluble en acidos
concentrados como el acido sulfurico, el acido metanosulfénico, los acidos formico y acético.
mientras que la emeraldina base es soluble en una amplia variedad de disolventes tales como
N-metil pirrolidona, dimetilformamida, dimetilsulfoxido y similares [66]. Se ha encontrado que
empleando acidos proténicos funcionalizados en lugar de dopar con 4cidos inorganicos
comunes se mejora la solubilidad en solventes organicos y la miscibilidad con diferentes
polimeros dieléctricos de la sal PANI [67], sin embargo, esto no garantiza una conductividad
eléctrica aceptable.
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4. METODOLOGIA

4.1. Peliculas de polianilina

En esta seccidn se presentan las condiciones experimentales y el proceso de sintesis
electroquimica para las peliculas de polianilina que funcionaran como soporte para la enzima.

4.1.1. Condiciones experimentales

La celda electroquimica consta de un vaso de precipitados de 50 ml como recipiente
contenedor, un tapdn horadado con tres orificios equidistantes como soporte de los
electrodos, y cables con caiman como circuito eléctrico.

Como electrodos de trabajo se emplearon superficies de 0.5 cm x 0.5 cm (0.25 cm?) de tiras de
tereftalato de polietileno (PET) recubiertas de 6xido de indio y estafio (ITO) con resistividad de
60 Q/cm?, marca Aldrich; y como electrodo auxiliar se empleé una barra cilindrica de grafito de
6.0 cm de largo y 0.8 cm de didametro. Ambos electrodos, tanto el de trabajo como el auxiliar,
se les puso una capucha de cinta adhesiva de cobre (marca TED PELLA) de 0.5 cm de largo para
mejorar la conductividad eléctrica en el contacto caiman-electrodo. Como electrodo de
referencia se empled un electrodo de calomel saturado comercial (marca Radiometer
Analytical). Como dispositivo de control de la celda electroquimica se empled un potenciostato
Voltalab PSTO050.

Para la preparacion del electrolito de la celda de sintesis se empled anilina (99%, grado
reactivo, Sigma-Aldrich) como mondmero, HCl al 37% (marca Reproquifin) como agente
dopante y precursor del medio idnico, y agua desionizada como disolvente.

4.1.2. Sintesis electroquimica

Tomando como referencia el trabajo experimental previo realizado en el laboratorio, se tomé
como punto de partida emplear un electrolito acuoso de anilina 0.5M y HCI 0.5M. La sintesis se
lleva a cabo mediante la aplicacién de barridos ciclicos de potencial entre -300 mV y +1200 mV
con respecto a la referencia de calomel saturado, hasta completar 30 ciclos, con una velocidad
de barrido de 30 mV/s. Esto corresponde a un tiempo de sintesis de 50 min (3000 s) para todos
los experimentos. Al terminar la sintesis, las peliculas son dejadas secar a temperatura
ambiente en un desecador.

4.2. Inmovilizacién de glucosa oxidasa

En esta seccidn se presentan los detalles sobre la preparacién de la enzima, y los
métodos de inmovilizacién empleados en este trabajo.

4.2.1. preparacion de la enzima

Se preparan tres suspensiones de enzima glucosa oxidasa (marca Sigma, polvo liofilizado con
100000-250000 unidades/g) en agua desionizada de a) 40mg/ml, b) 20 mg/mly c) 10 mg/ml.

El polvo de Glucosa oxidasa empleado siempre debe estar almacenado a 0°C, mientras que las
suspensiones elaboradas con él a 4°C para evitar una pérdida de actividad acelerada.
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Cada suspension de diferente concentracidon elaborada sera empleada por cada método de
inmovilizacién planteado.

4.2.2. Métodos de inmovilizacion
Método 1: Adsorcion de Glucosa Oxidasa sobre una pelicula de polianilina.

Empleando una micropipeta, se aplican 10l de suspension de Glucosa oxidasa sobre la
pelicula de polianilina (40 pl/cm?), cuidando que esta aplicacién sea lo mas uniforme posible.
Posteriormente los electrodos se dejan secar a 4°C durante al menos un dia para poder
utilizarlos.

Método 2: Encapsulamiento de Glucosa oxidasa mediante una pelicula de polianilina
sintetizada por voltamperometria ciclica.

Se aplican de manera uniforme,10ul de suspensién de Glucosa oxidasa empleando una
micropipeta sobre la pelicula de polianilina del electrodo (40 pl/cm?), y se dejan secar a 4°C
durante al menos un dia. Posteriormente el electrodo se sumerge en un electrolito acuoso de
anilina 0.5M y HCI 0.5M, y se aplican 10 ciclos de barrido de potencial entre -300 mV'y
+1200mV y una velocidad de barrido de 30 mV/s para sintetizar una nueva capa de polianilina
sobre la capa de enzima, y de este modo, encapsularla. Finalmente, los electrodos son
enjuagados con agua desionizada y de nuevo almacenados a 4°C al término de la
voltamperometria.

Método 3. Encapsulamiento de Glucosa oxidasa mediante una pelicula de polianilina
sintetizada por glucosa oxidasa.

Mediante el uso de una micropipeta, se aplican sobre la pelicula de polianilina del electrodo,
10ul de suspensién de Glucosa oxidasa (40 pl/cm?), cuidando que esta aplicacién sea lo mas
uniforme posible y se dejan secar a 4°C durante al menos un dia. Posteriormente se aplican
10ul de una solucidn de Anilina 0.5M y glucosa 0.1M sobre la superficie del electrodo con el
objetivo de crear una capa de polianilina. Esto se pretende lograr aprovechando el peréxido
liberado en la reaccidn de oxidacidn de glucosa con oxigeno, catalizada por la glucosa oxidasa,
que permite oxidar moléculas de anilina a radicales anilinio, que pueden polimerizar. Este
polimero no necesita ser conductor eléctrico, pues su Unica funcion es retener a la glucosa
oxidasa que sirvié para sintetizarlo, en la superficie del electrodo. Finalmente, los electrodos se
almacenan a 4°C al término del procedimiento.

4.3. Caracterizacion

En esta seccion se describen los métodos de caracterizacién empleados: Potencial de circuito
abierto, voltamperometria ciclica y microscopia electrénica de barrido.

4.3.1. Potencial de circuito abierto y voltamperometria ciclica
Los diferentes electrodos obtenidos por los tres métodos planteados son caracterizados

electroquimicamente empleando electrolitos de a) KCl 0.1M, b) KCI 0.1M + glucosa 0.1M, c)
KCl 0.1M + K3Fe(CN)g 0.5My d) KCI 0.1M + glucosa 0.1M + K3Fe(CN)g 0.5M.
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La funcidn de los diferentes componentes de los electrolitos es la siguiente:

KCl es empleado como electrolito soporte

Glucosa es el sustrato de la enzima (Combustible para la celda), la cual presenta dos
isdmeros: a y B, cuya diferencia es la orientacién del grupo hidroxilo unido al primer
atomo de carbono (figura 4.1).

CH,OH CH,OH
6 6

a - glucosa B - glucosa
Figura 4.1 Isémeros de la molécula de glucosa [19]

Estos dos isémeros se encuentran en equilibrio mediante la mutarrotacién en solucién
acuosa [68], donde el isomero B es el mds estable de los dos y es el que puede ser
utilizado por la enzima [19].

K3Fe(CN)¢ es empleado como mediador (acarreador de electrones) entre la enzima
reducida y la matriz de polianilina. La eleccion de iones Fe(CN)63_ se debe a que
presentan un potencial de reduccién de 0.12 V vs ECS, mientras que el potencial de
reduccion de las enzimas glucosa oxidasa es de -0.34 V vs ECS, haciendo
termodinamicamente posible la oxidacidn de las enzimas con este mediador. Ademas
de este punto, se eligio este intermediario porque su reduccion se da por la
transferencia de un solo electrén con una cinética rdpida, dando sefales claras en
voltamperogramas [69]

Se utiliza una celda que consta de un electrodo de trabajo, un electrodo auxiliar y un electrodo
de referencia, donde el electrolito no tiene agitacion (Figura 4.2)

Potenciostato

o=

Electrodo auxiliar

/ Electrodo de /

referencia
Electrodo de

Electrolito el

Figura 4.2 instalacion eléctrica de la celda de tres electrodos
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Las técnicas electroquimicas son:

e Potencial de circuito abierto: Se trata del potencial establecido entre el electrodo de
trabajo y el medio ambiente, con respecto a un electrodo de referencia cuando la
corriente eléctrica tiende a 0 A. La medicidn se realiza mediante 4 minutos,
construyendo un grafico t vs E.

e Voltamperometria ciclica: Consiste en la variacién ciclica del potencial eléctrico
impuesto al electrodo de trabajo en funcién del tiempo, midiendo la respuesta de
corriente eléctrica generada. Los datos obtenidos construyen un grafico E vs | llamado
voltamperograma (Figura 4.3) [70]

15 4

10

1(nA)

11 09 0.7 0.5 0.3
E (V vs Referencia)
Figura 4.3. Voltamperograma ciclico tipico [65]

Las mediciones se realizan para los electrodos construidos aplicando barridos ciclicos
de potencial con velocidades de 30, 100, 500 y 1000 mV/s.

4.3.2. Microscopia electrénica de barrido

La superficie de los electrodos obtenidos fue estudiada por un microscopio electrénico de
barrido modelo JEOL JSM-5900-LV, con un voltaje de aceleracion de 0.3 a 3 kV (pasos de 100V),
3 a 30 kV (pasos de 1kV) y una capacidad de amplificacion de 18X a 300,000X.
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5. Resultados y discusion

A continuacidn se presenta la nomenclatura del conjunto de electrodos estudiado y discutido a
profundidad en las secciones de este capitulo, en una tabla, para una mejor comprension por
parte del lector.

Carga de enzima Método
(mg/ul) 1 2 3
Sin enzima VC53,VC54,VC103 | - | e e
0 | - VC42,VC120 VC11ie, vC117 VC118, VC119
20 | e VC104, VC105 VC106, VC107 VC108, VC109
40 | e VC110, VC111 VC112,VC113 VC114, VC115

Tabla 1.2. electrodos fabricados sin enzima y con enzima mediante tres métodos diferentes con tres
cargas de glucosa-oxidasa.

5.1. Sintesis de peliculas de polianilina sobre ITO

En esta seccion, se presentan los resultados y su discusién de la sintesis de peliculas de
polianilina sobre ITO por aplicacion de barridos ciclicos de potencial, asi como su caracterizacion
por microscopia electrénica de barrido y técnicas electroquimicas como potencial de circuito
abierto y voltaamperometria ciclica.

5.1.1. Sintesis por aplicacion de barridos ciclicos de potencial

En la figura 5.1 se presentan los voltamperogramas de la sintesis de polimero en la muestra
VC53.

900
700
500

300

I (nA)

100

-100

-300

-500

-0.3 -0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
E (V vs ECS)

Figura 5.1. Voltamperogramas de la sintesis de pelicula de polianilina de la muestra VC53

Para un mejor analisis, los voltamperogramas se dividirdn en dos bloques en el siguiente modo:
En la figura 5.2 se presentan los ciclos 1 a 10, que corresponden a las etapas iniciales de sintesis
de la PANI: Oxidacion del mondmero, nucleaciéon y crecimiento de la pelicula. En la figura 5.5 se
reportan los ciclos 11 a 30, correspondientes al crecimiento y transformacion de la pelicula.
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III”

El pico anddico identificado como “I”, tiene un potencial de 1.07 V vs ECS, con un valor maximo
en el primer ciclo. Posteriormente, este pico va decreciendo y desplazandose ligeramente a
potenciales mas positivos con cada ciclo trascurrido, mostrando que es cada vez mas dificil
extraer electrones del electrodo de trabajo. En la observacion de las muestras, se percibe la
aparicidn de un color azul intenso en el electrodo, desde la primera formacidn de este pico en
los voltamperogramas.

Este pico | puede atribuirse a una contribucién de dos procesos simultaneos; el primero consiste
en la oxidacidon de moléculas de anilina para formar radicales anilino, los cuales pueden tener
alguna de las tres formas resonantes presentadas en el esquema 5.1.

.. . T + +
NH, NH, NH, NH,
_e_ °
Al AZ A3

Esquema 5.1. Oxidacidn inicial de la anilina [71].

Las formas resonantes A4, A, y A3 formadas en la superficie del electrodo, pueden reaccionar
entre si formando dimeros (Esquema 5.2.) y liberando dos equivalentes de iones H* en el
proceso [71].
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ciclo 3

ciclo1 ciclo 2

ciclo6 ciclo7 ciclo8 ciclo9 ciclo 10

Figura 5.2. Ciclos 1 a 10 de la sintesis de pelicula en la muestra VC53
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Esquema 5.2. Posibles dimeros formados por la recombinacion de radicales anilinio. [72]

La segunda contribucidn consiste en que estos dimeros, que poseen un estado hidroquinoide
cuando estdn recién formados, pueden oxidarse a un estado quinoide dado que el potencial es
lo suficientemente positivo en el momento de su formacién, aportando una corriente anddica
adicional.

Por ejemplo, el dimero A;A3 puede sufrir esta oxidacién dando lugar a una media unidad
polimérica de pernigranilina, como se muestra en el esquema 5.3.

Pey

I NH, INH

,—2e”

R + 2HT

Esquema 5.3. conversion bencenoide — quinoide del dimero A1As.[71]

El pico anddico “I1,” aparece, a partir del segundo ciclo, alrededor de 0.30 V vs ECS. Durante el
barrido en este intervalo de potencial se percibe que el electrodo cambia de color, de amarillo
palido a verde intenso, por lo que se le atribuye la oxidacion de leucoemeraldina a emeraldina.
A partir del ciclo 4 la corriente de este pico decrece y su maximo se desplaza hacia potenciales
mas positivos, al tiempo que aparece el pico llla, cuya corriente aumenta con el paso de los ciclos
subsecuentes. Después del ciclo 7, los picos lla y llla quedan englobados en uno solo.

Mientras tanto, el pico anddico identificado como “III,” aparece a partir del ciclo 7, en
aproximadamente 0.45 V vs ECS, creciendo y teniendo un desplazamiento a potenciales mas
positivos con cada ciclo aplicado. Observando las muestras durante la formaciéon de este pico,
se percibe un cambio de color de verde intenso a azul intenso, lo cual se puede atribuir a la
oxidacion de emeraldina en pernigranilina. El crecimiento de la corriente con cada ciclo aplicado
se debe al aumento del area superficial del electrodo por el crecimiento de la nueva fase de
polianilina. La diferencia de potencial del pico entre ambas muestras puede deberse a que el
polimero adquiere morfologias o constituciones diferentes en los primeros ciclos, lo cual impone
diferentes conductividades.
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Los picos lla y llla tienen sus correspondientes picos catédicos lic y llic, que se pueden apreciar
con claridad en los primeros ciclos, mientras que después de varios ciclos estos dos picos quedan
englobados en una sola onda catédica.

La asignacidn de las reacciones correspondientes a cada pico se puede hacer, en las etapas
iniciales, de acuerdo con el cambio de color del electrodo, pues esta reportado que la
leucoemeraldina es amarilla, la emeraldina verde y la pernigranilina azul [50]. En la figura 5.3 se
presenta un ejemplo de estos cambios de color.

Figura 5.3. Diferentes formas de polianilina observadas durante la sintesis por voltamperometria ciclica.
Leucoemeraldina (izquierda), emeraldina (centro), pernigranilina (derecha)

El pico catddico identificado como “I11.”, aparece alrededor de 0.22 V vs ECS, creciendo con
cada ciclo aplicado. Puede apreciarse que el pico va desplazandose a potenciales mas negativos
con cada ciclo, mostrando que es cada vez mas dificil inyectar electrones al electrodo de trabajo.
En la observacidn de las muestras durante la formacion de este pico, se percibe un cambio de
color azul intenso a verde intenso y esto puede atribuirse a la reduccion de pernigranilina a
emeraldina.

”n

El pico catddico “I1.”, aparece alrededor de 0.05 V vs ECS y también crece con cada ciclo
aplicado. Observando las muestras durante la formacion de este pico, se percibe un cambio de
color verde intenso a amarillo pdlido y esto puede atribuirse a la reduccion de emeraldina a
leucoemeraldina. El crecimiento de este pico es pequefio con cada ciclo aplicado, lo que origina
un traslape con el pico 111, desde el ciclo 4.

Finalmente, cuando el pico “I” desaparece, puede observarse el pico anddico identificado como
“IV” en aproximadamente 0.95 V, creciendo con cada ciclo aplicado. Observando las muestras
durante la formacién de este pico no se perciben cambios, siendo la muestra de color azul
intenso todo el tiempo. Este pico anddico no tiene un pico catédico asociado, mostrando que la
reaccion quimica llevada a cabo no es reversible en las condiciones investigadas.
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Figura 5.4. Ciclos 11 a 30 de la sintesis de pelicula en VC53
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Tanto el pico andédico “I11,” como el pico catddico “I11.”, desde el ciclo 11 hasta el ciclo 26,
tienen un crecimiento constante con un ligero desplazamiento a potenciales mds positivos y
negativos, respectivamente (figura 5.4). A partir del ciclo 27 en adelante, el crecimiento se
vuelve lento y se observan grandes desplazamientos de potencial (positivos para I11, y negativos

para I11.) indicando posiblemente que el polimero ha dejado de crecer.

El pico anddico identificado como “IV” continua creciendo discretamente de forma constante
sin desplazamientos de potencial hasta el ciclo 20, posteriormente, en los ciclos siguientes ya no

puede observarse.

5.1.2. Microscopia electrénica de barrido del electrodo PANI/ITO

A continuacién, se presentan imdagenes obtenidas de la muestra VC51 que es representativa de

este método:
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Figura 5.5. imdgenes de electrones secundarios de la muestra VC51 con a) x500 aumentos y b) x2500 aumentos.

En la imagen con x2500 aumentos de la figura 5.5 se puede observar que el polimero que se
forma sobre la superficie de ITO presenta estructuras globulares de diferentes tamanos que se
fusionan formando algo parecido a pétalos apilados, de forma que se obtienen superficies con
distintas profundidades. Mientras que en la imagen con x500 aumentos, se observa uniformidad
en la morfologia descrita sobre amplias dreas del electrodo.

5.1.3. Caracterizacién electroquimica de los electrodos PANI/ITO

A continuacidén se presentan los resultados de potencial de circuito abierto y voltamperometria
ciclica de los electrodos VC54 y VC103, los cuales son representativos del sistema PANI/ITO.

El electrodo VC54 fue probado en los medios KCl 0.1M y HCI 0.1M, mientras que el electrodo
VC103 en medios KCl 0.1M; KCI 0.1M + glucosa 0.1M; KCI 0.1M + K3 Fe(CN)¢ 0.5M y KCI 0.1M
+ glucosa 0.1M + K3 Fe(CN)¢ 0.5M.

5.1.3.1. Potencial de circuito abierto

En la figura 5.6a, se presentan las curvas de potencial de circuito abierto del electrodo VC54 en
los medios de KCI 0.1M y HCI 0.1M. Ambas curvas son estables y presentan una disminucién de
potencial con el paso del tiempo. Se observa que el electrodo en un medio de KCl 0.1M, con un
OCP de 0.121 V vs ECS al min 4, tendria tendencia a aceptar electrones, y en un medio de HCI
(OCP de -0.205 V vs ECS al min 4) tiene tendencia a donar electrones.

Por otra parte, en la figura 5.6b se presentan las curvas del electrodo VC103, se observa que tres
de las curvas de potencial de circuito abierto de los medios evaluados (KCl 0.1M, KCI 0.1M +
K3;Fe(CN)g 0.5M y KCl 0.1M + glucosa 0.1M + K3Fe(CN)g 0.5M) son estables y presentan
valores de potencial positivos en contra del electrodo de calomel saturado, indicando que el
electrodo de trabajo estaria aumentando su tendencia a aceptar electrones.
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Figura 5.6. Curvas de potencial de circuito abierto de los electrodos a) VC54 y b) VC103 en diferentes medios

De dichas curvas, la obtenida del medio de KCI 0.1M tiene una disminucidn de potencial con el
paso del tiempo, la del medio de KCI 0.1M + K3Fe(CN)g 0.5M presenta un aumento, y la del
medio de KCI0.1M + glucosa 0.1M + K3 Fe(CN) 4 0.5M presenta una disminucién en los primeros
segundos para posteriormente aumentar. Al llegar a los 4 min de inmersién, el electrodo tiene
una mayor tendencia para aceptar electrones del circuito eléctrico, sumergido en el medio de
KCl 0.1M + K3Fe(CN)4 0.5M (0.192 V vs ECS), seguido por el medio de KCI 0.1M + glucosa 0.1M
+ K3Fe(CN)g 0.5M (0.052 V vs ECS) y finalmente por el medio de KCl (0.000 V vs ECS).

Mientras tanto, la curva de potencial de circuito abierto del medio de KCI 0.1M + glucosa 0.1M
presenta un comportamiento estable y catddico con una disminucién de potencial con el paso
del tiempo (-0.083 V vs ECS en el min 4).

5.1.3.2. Voltamperometria ciclica

En la figura 5.7 se presentan los voltamperogramas con velocidades de barrido de 30 mV/s, 100
mV/s, 500 mV/s y 1000 mV/s del electrodo VC54 en los medios de KCl 0.1M y HCI 0.1M.

El apartado a) de dicha figura corresponde al medio de KCl 0.1M, en él se observa que la
corriente eléctrica aumenta con la rapidez de barrido. S6lo a 30 mV/s se aprecia un pico catddico
gue coincide con el intervalo de potencial y las caracteristicas del pico Illc observado durante la
sintesis (transicién emeraldina a leucoemeraldina). En los barridos a 100, 500 y 1000 mV/s, de
manera general, la respuesta del electrodo presenta dos zonas con distinta pendiente: una entre
-0.3y 0.15 V vs ECS, con corriente catddica, y otra entre 0.15y 1.2 V vs. ECS, donde se observan
corrientes anddicas y tiene una pendiente menor que la primera.
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Figura 5.7. Respuestas voltamperométricas del sistema PANI/ITO en medios de a) KCl 0.1 My b) HCI 0.1 M.

Mientras tanto, el apartado b) corresponde al medio de HCl 0.1M, aqui se muestran algunas
similitudes con la respuesta en el electrolito de KCl, pero también hay diferencias importantes:
se observa una clara onda anddica esta presente en los barridos hacia potenciales positivos, a
30 y 100 mV/s. En los barridos mas rapidos hay una respuesta lineal de la corriente en funciéon
del potencial, correspondiente a la ley de Ohm, con una histéresis debida a la capacitancia en el

conjunto de interfases en la celda.

En cambio, en la figura 5.8 se comparan las respuestas en HCl y en KCl, a 30 mV/s. Lo que se
observa en acido clorhidrico es un sistema redox convencional, con una onda anddica y una
catédica de aproximadamente las mismas dimensiones. La razén de estas diferencias es la

0.7

0.5

0.3

I (mA)

0.1

0.2 0.7

E (V vs ECS)
—— HCI KCl

Figura 5.8. Respuesta voltamperométrica del electrodo PANI/ITO, a
30 mV/s, en medios HC| 0.1 My KC| 0.1 M

diferente rapidez de intercambio iénico en
cada medio: en barrido hacia potenciales
positivos, los cationes son expulsados de la
matriz porosa del polimero, al tiempo que
iones cloruro se incorporan a la polianilina,
que se transforma en sus estados mas
oxidados. En el barrido hacia potenciales
negativos el electrodo se reduce y se
incorporan cationes en su estructura. Dado
que los protones tienen una movilidad
mucho mayor que el ion potasio, las
corrientes y la carga eléctrica en el medio
HClI son también mucho mayores.

Las ondas anddica y catddica presentes en
la respuesta en HCl coinciden bastante bien
con los potenciales de los picos llla y llic
observados en la sintesis y, como se
menciond antes, aparentemente cada uno

engloba un proceso redox de 4 electrones.
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Por otra parte, en la figura 5.9 se presentan las respuestas voltamperometricas del electrodo
VC103 inmerso en los medios de KCl 0.1M, KCl 0.1M + glucosa 0.1M, KCl 0.1M + K3Fe(CN)¢
0.5M, y KCI 0.1M + glucosa 0.1M + K3 Fe(CN)4 0.5M.

Para los medios de KCI 0.1M (figura 5.9a) y KCI 0.1M + glucosa 0.1M (figura 5.9b), se observa
gue la corriente aumenta con la velocidad de barrido. Encontramos Unicamente a la velocidad
de barrido de 30mV/s, un pico catddico que coincide en localizacion y caracteristicas con el pico
II1. observado durante la sintesis, el cual se le atribuye la transicion de emeraldina a
leucoemeraldina. Para velocidades de barrido superiores (100, 500 y 1000 mV/s), se observan
dos zonas con distinta pendiente: una entre -0.3 y 0.15 V vs ECS, con corriente catddica, y otra
entre 0.15y 1.2 V vs. ECS, donde se observan corrientes anddicas con pendientes ligeramente

menores que la observada en la primera zona.
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Figura 5.9. Respuestas amperomeétricas con velocidades de barrido de 30, 100, 500 y 1000 mV/s, del electrodo
VC103 en los medios de: a) KCl 0.1M, b) KCI 0.1M + glucosa 0.1M, c) KCl 0.1M + KsFe(CN)g 0.5M y d) KCl 0.1M +

glucosa 0.1M + Kz Fe(CN)¢ 0.5M.
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Mientras tanto, para los medios de KCl 0.1M + K;Fe(CN), 0.5M (figura 5.9¢), y KCl 0.1M +
glucosa 0.1M + K;Fe(CN)¢ 0.5M (figura 5.9d), no es observable el pico catddico de transicién
de emeraldina a leucoemeraldina, posiblemente por una ocupacion de iones Fe(CN)63_ en la
interfase de la polianilina, que bloquea la migracidn de iones necesaria para las transiciones de
estado de oxidacién del polimero. En cambio, se observa una onda catédica y una onda anddica,
ambas de las mismas dimensiones, localizadas alrededor de 0.7 V vs ECS. Ambas crecen en
valores de corriente con el aumento de la velocidad de barrido, teniendo la onda catédica un
desplazamiento a potenciales mdas negativos, y la onda anddica a potenciales mds positivos
durante este fendmeno descrito. Estas ondas pueden ser atribuidas a la transicién reversible de
iones Fe(CN)63_ aiones Fe(CN)g*™ presentes en el sistema.

5.2. Electrodos enzimaticos soportados en una pelicula de polianilina

En esta secciéon se presentan los resultados y su discusiéon obtenidos de las imagenes de
microscopia electrénica de barrido y de las técnicas electroquimicas de los electrodos
enzimaticos con soporte de polianilina.

5.2.1. Microscopia electrénica de barrido de electrodos enzimaticos GOx/PANI/ITO

En la figura 5.10, se presentan imagenes obtenidas de las muestras donde se inmovilizaron 10yl
de suspensién de Glucosa oxidasa (40 pl/cm?) con concentraciones de a) 40 mg/ml (electrodo
VC110), b) 20 mg/ml (electrodo 104) y c) 10 mg/ml (electrodo VC42), mediante el método 1.

Para el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspensién de 40 mg/ml (figura 5.10a),
se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie de este consta de una capa gruesa de
enzima fragmentada en bloques planos y lisos con forma poligonal irregular con tamanios del
orden de 100 pum. Mientras tanto, en la imagen a 5000 aumentos se observa que las
separaciones entre estos bloques de enzima son del orden de 5 um, visualizandose en el fondo
se estas brechas, formas globulares correspondientes al soporte de polimero anilina.

Mientras tanto en el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspension de 20 mg/ml
(figura 5.10b), se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie de este consta de una
capa delgada de enzima fragmentada en bloques con pequefios relieves en su superficie, con
forma irregular con tamanos del orden de 100 um. En cambio, en la imagen a 5000 aumentos
se puede ver que los relieves de estos bloques son formados por escalones de la propia enzima,
exhibiendo pequeiios poros dispersos.

Finalmente, en el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspension de 10 mg/ml
(figura 5.10c), se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie esta cubierta por
abundantes glébulos de enzima dispersos por toda la pelicula de polianilina soporte, ademas de
visualizarse algunos crateres con diametros del orden de 20 um, probablemente formados por
burbujas de aire presentes en la suspension de enzima aplicada que desaparecieron en el
proceso de secado. Mientras tanto, en laimagen a 5000 aumentos se observa que estos glébulos
poseen diametros entre 0.5 um y 2 um, siendo aquellos con tamafios superiores a 0.5 um,
aglomerados de los mas pequefios, los cuales posiblemente sean unidades de enzima.
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Figura 5.10. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (izquierda: x500 aumentos, derecha:x5000 aumentos)
de electrodos de PANI/ITO con glucosa oxidasa inmovilizada mediante el método 1: a) 40mg/ml (muestra VC110),

b) 20 mg/ml (muestra VC104) y ¢) 10mg/ml (muestra VC42)

A continuacidn, en la figura 5.11 se presentan imagenes obtenidas de las muestras donde se
inmovilizaron 10pl de suspension de Glucosa oxidasa (40 pl/cm?) con concentraciones de a) 40
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mg/ml (electrodo 112), b) 20 mg/ml (electrodo 107) y c) 10 mg/ml (electrodo VC116), mediante
el método 2.
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Figura 5.11. Imagenes de microscopia electrdnica de barrido (izquierda: x500 aumentos, derecha:x5000 aumentos)
de electrodos de PANI/ITO con glucosa oxidasa inmovilizada mediante el método 2: a) 40mg/ml (muestra VC112),
b) 20 mg/ml (muestra VC107) y ¢) 10mg/ml (muestra VC116)
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Para el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspension de 40 mg/ml (figura 5.11a),
se observa, en laimagen a 500 aumentos, unas estructuras con formas redondeadas distribuidas
por toda la superficie de polianilina, las cuales pueden estar compuestas por enzima. Mientras
tanto, en la imagen a 5000 aumentos se observa que dichas estructuras son agrupaciones de
filamentos con diametros del orden de 15 um, y que la polianilina que las rodea carece de
glébulos u otra morfologia apreciable.

Mientras que en el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspensién de 20 mg/ml
(figura 5.11b), se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie esta practicamente
cubierta de gldbulos de polianilina con la presencia de pequefias manchas dispersas de otro
componente. En cambio, en la imagen a 5000 aumentos se puede ver que las manchas parecen
de agujeros con contornos irregulares con no mas de 3um de ancho, presentando enzima en los
bordes.

Finalmente, en el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspension de 10 mg/ml
(figura 5.11c), se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie esta cubierta por
glébulos de polianilina. Mientras tanto, en la imagen a 5000 aumentos se observa que hay
pequefias cantidades de material enzimatico dispersa entre los glébulos en forma de agujas de
no mas de 1um de largo.

La existencia de rastros de enzima en la superficie de los tres electrodos observados puede tener
dos causas distintas: 1) mediante esta técnica parece que se logré exitosamente encapsular la
enzima debajo de una nueva capa de polianilina, observandose la enzima que no logré ser
encapsulada, o 2) la enzima se lavé de la superficie al momento de introducir el electrodo en la
celda electroquimica empleada para producir el polimero encapsulante, observandose los
rastros sobrevivientes de la enzima.

A continuacion, en la figura 5.12 se presentan imdagenes obtenidas de los electrodos preparados
con la inmovilizacién de 10ul de suspensién de Glucosa oxidasa (40 pl/cm?) con concentraciones
de a) 40 mg/ml (electrodo VC114), b) 20 mg/ml (electrodo VC108) y c) 10 mg/ml (electrodo
VC118), mediante el método 3.

Para el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspensién de 40 mg/ml (figura 5.12a),
se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie de este consta de una capa gruesa de
enzima fragmentada en bloques planos con formas poligonales irregulares y cubiertos de
polianilina. La existencia de estos bloques posiblemente se debe a un exceso de material
enzimatico, en la superficie, que en el proceso de secado se contrajo, fragmentando la
superficie. Mientras tanto, en la imagen a 5000 aumentos se observa que los bloques de enzima
poseen agujeros con didametros no mayores a 1 um, visualizdndose ademads que la polianilina
formada encima de los bloques, no presenta glébulos ni otra morfologia, formando entonces
una superficie lisa.

Mientras que en el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspension de 20 mg/ml
(figura 5.12b), se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie estd cubierta de
polianilina con la presencia de pequenas y tenues manchas alargadas, con longitudes no
mayores a los 20 um. En cambio, en la imagen a 5000 aumentos se puede ver que las manchas
poseen una estructura de pequefios glébulos de enzima dispersos. Probablemente esto es
visible porque no hubo un recubrimiento completo por parte del polimero encapsulante.

Finalmente, en el electrodo con enzima inmovilizada a partir de una suspension de 10 mg/ml
(figura 5.12c), se observa en la imagen a 500 aumentos que la superficie esta cubierta en su
totalidad por polianilina. Mientras tanto, en la imagen a 5000 aumentos se observa que la
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polianilina formada forma una “sdbana” que cubre la morfologia globular de la enzima que yace
debajo.

®EEE. - SBkm FE;USQII lakll ®S. aoa Sm FR-USATII

xoea SE Km F@-UsAIl 18ku =5, 888 Sm FR-USATII

®SEE =B b Fa-UsAall 18kLU WS, BER Srm Fo-UsAIIl

Figura 5.12. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (izquierda: x500 aumentos, derecha:x5000 aumentos)
de electrodos de PANI/ITO con glucosa oxidasa inmovilizada mediante el método 3: a) 40 mg/ml (muestra VC114),
b) 20 mg/ml (muestra VC107) y ¢) 10 mg/ml (muestra VC118)




36

5.2.2. Caracterizacion electroquimica de electrodos enzimaticos GOx/PANI/ITO
5.2.2.1. Potencial de Circuito Abierto (OCP)

En las figuras 5.13, 5.14 y 5.15 se presentan los resultados de potencial de circuito abierto (OCP)
de los electrodos enzimaticos, con las cargas de enzima 10, 20 y 40 mg/ml, respectivamente, en
los distintos medios estudiados. Se presentan también, en cada grafica, los resultados del
electrodo PANI/ITO para comparacidn.

La respuesta del electrodo PANI/ITO a la adicién de glucosa es un cambio de OCP hacia valores
menores (Figura 5.13 a y b), mientras que la tendencia de los electrodos con GOx es una
respuesta hacia valores mayores de OCP, con excepcidn de VC119 (met 3, 10 mg/ml) (Figura
5.13 ay b) que presenta una ligera disminucion.
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Figura 5.13. Resultados de potencial de circuito abierto de electrodos con carga 10 mg/ml, para los 3 métodos
realizados. (a) KCI 0.1 M; (b) KCI 0.1 M, glucosa 0.1 M; (c) KCI 0.1 M, KsFe(CN)g 0.5 M; (d) KCl 0.1 M, glucosa 0.1 M,
K3FB(CN)5 0.5 M.
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Las curvas en medios KCl y KCI + glucosa (figura 5.13 a y b) presentan decaimiento, excepto para
VC117 (met 2, 10 mg/ml), que tiene un pequerio incremento en OCP. Este electrodo es en el que

el OCP presenta el comportamiento mas estable.

Las mediciones en KCI + Fe(lll) muestran que todos los electrodos incrementan su valor de OCP
con respecto del medio con solo KCI (figura 5.13 a y c). Todos los electrodos presentan un
comportamiento muy estable, con un moderado incremento en el tiempo, con excepcién de

VC117 (met 2, 10 mg/ml).
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Figura 5.14. Resultados de potencial de circuito abierto de electrodos con carga 20 mg, para los 3 métodos
realizados. (a) KCl 0.1 M; (b) KCI 0.1 M, glucosa 0.1 M; (c) KCI 0.1 M, K3Fe(CN)g 0.5 M; (d) KCl 0.1 M, glucosa 0.1 M,
K3FB(CN)5 0.5 M.
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Al adicionar glucosa al medio con Fe(lll) el electrodo del método 3 (VC119) no presenta
practicamente cambio. El electrodo por método 1 (VC120) incrementa su valor de OCP y se
mantiene estable. Para VC117 (met 2, 10 mg/ml) se observa una perturbacion importante con
cambio hacia valores mayores de OCP. El electrodo PANI/ITO responde primero con decaimiento
y luego comienza a incrementarse el valor de OCP, como una transicidon del comportamiento KCl
hacia el comportamiento Fe(lll).

Para la serie con 20 mg/ml, el electrodo del método 3 presenta el mas alto OCP en todos los
casos. Para este electrodo, la adicion de glucosa conduce a un aumento de 150 mV en el OCP
(figura 5.14 b) con respecto del medio con solo KClI (figura 5.14 a) y en ambos casos presenta un
decaimiento similar. En presencia de Fe(lll) (figura 5.14 c y d), el OCP aumenta en 150 mV
adicionales, con respecto de KCl + glucosa (figura 5.14 b) y se mantiene estable, con un muy
pequefio incremento en el tiempo en que se hizo la medicién.

Los electrodos obtenidos por los métodos 1y 2 presentaron un comportamiento estable en casi
todos los medios, con valores negativos de potencial. Todos los electrodos respondieron a la
adicién de glucosa con un incremento en el OCP, de cerca de 150 mV para el método 1y de mas
de 200 mV para el método 2. Este ultimo, en el medio KCI + glucosa + Fe(lll), presenta un
incremento importante que se estabiliza hacia el final. Esto puede deberse a una adsorcion lenta
de especies de hierro, o a la degradacion del electrodo, posiblemente por redisolucidn de la
enzima, dado que en el método 1 no se aplica ninguna accién para retener a la enzima, mds alla
de interacciones electrostaticas.

Los electrodos con 40 mg/ml tienen, en general, un comportamiento muy diferente del de los
que tienen cargas enzimaticas de 10y 20 mg/ml. Las diferencias en OCP entre ellos son menores
que para las otras cargas. El Unico valor positivo del OCP se obtiene para VC111 (met 2, 40

mg/ml).
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Figura 5.15. Resultados de potencial de circuito abierto de electrodos con carga 40 mg/ml, para los 3 métodos
realizados. (a) KCI 0.1 M; (b) KCI 0.1 M, glucosa 0.1 M; (c) KCI 0.1 M, KsFe(CN)g 0.5 M; (d) KCl 0.1 M, glucosa 0.1 M,
K3Fe(CN)g 0.5 M.




5.2.2.1 Voltamperometria ciclica

40

Los resultados completos de voltamperometria ciclica se presentan en el Anexo I. En esta seccion
se presentan y comentan los resultados mas relevantes y las comparaciones de desempefio de

los distintos electrodos.

Comparacion de carga de enzima. Método 1.

1.2 1.2
1 1
0.8 0.8
0.6
0.6
3 < 04
g 04 I
g — 0.2
0.2
0
0 0.2
0.2 0.4
-0.4 -0.6
-0.3 0.2 0.7 1.2 -0.3 0.2 0.7 1.2
E (V vs ECS) E (V vs ECS)
——10mg ——20mg ——40mg 10 mg 20mg ——40mg
a) b)
1 1
0.5 0.5
0 0
< <
£ 05 g -05
-1 1
15 15
2 -
03 0.2 0.7 1.2 -0.3 0.2 0.7 1.2
E (V 'S ECS) E (V VS ECS)
—10mg ——20mg ——40mg 10 mg 20mg ——40mg
C) d)

Figura 5.16. Resumen de resultados para el método 1 con distintas cargas de enzima. (a) en KCl 0.1 M; (b) en KCI 0.1
M, glucosa 0.1 M; (c) en KCl 0.1 M, K3Fe(CN)e 0.5 M; (d) en KCI 0.1 M, glucosa 0.1 M, K3Fe(CN)g 0.5 M.

Del andlisis de la figura 5.16 se puede ver que la corriente decrece con el aumento de carga de
enzima en todos los medios electroliticos. La respuesta de 10 mg/ml (VC120) presenta la mayor
actividad. La muestra de 40 mg/ml (VC111) parece completamente pasivada. Las curvas de 10
mg/ml (VC120) en presencia de Fe(lll) (fig. 5.16 ¢, d) presentan un cambio de pendiente
alrededor de 0.5 V vs. ECS. Esta caida de corriente con respecto de la respuesta en los medios
KCly glucosa (fig. 5.16. a,b) puede deberse a que en este intervalo de potencial las especies de
hierro, que se encuentran en exceso, estarian ya en su mas alto estado de oxidaciéon posible.
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Figura 5.17. Resumen de resultados para el método 2 con distintas cargas de enzima. (a) en KCl 0.1 M; (b) en KCI 0.1

M, glucosa 0.1 M; (c) en KCl 0.1 M, K3Fe(CN)e 0.5 M; (d) en KCI 0.1 M, glucosa 0.1 M, KzFe(CN)g 0.5 M.

En el caso del método 2 (figura 5.17.) los electrodos en KCl siguen la misma tendencia observada
en el método 1 (Figura 5.16.) aunque la corriente es menor. El electrodo con la mayor actividad
en glucosa (fig. 5.17.b) fue el que tiene una carga de 40 mg/ml (VC113)

El método 2 permite observar la respuesta redox del sistema Fe(lll)/Fe(ll), con un pico anddico
en 0.5 V vs. ECS y uno catddico en aproximadamente -0.96 V vs. ECS (fig. 5.17.d). Este sistema
redox se observa claramente en el medio KCl + glucosa + Fe(lll) (d) y s6lo como una meseta

anddica en el medio KCI + Fe(lll) (c).
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Figura 5.18. Resumen de resultados para el método 3 con distintas cargas de enzima. (a) en KCl 0.1 M; (b) en KCI 0.1
M, glucosa 0.1 M; (c) en KCl 0.1 M, K3Fe(CN)e 0.5 M; (d) en KCI 0.1 M, glucosa 0.1 M, KzFe(CN)g 0.5 M.

Con el método 3 (Figura 5.18.) es la muestra con 20 mg/ml (VC109) la que presenta la mayor
actividad en glucosa (fig. 5.18.b). El sistema redox Fe(lll)/Fe(ll) se puede ver claramente en las
curvas de los electrodos con 10 y 20 mg/ml (fig 5.18.d). La muestra con 40 mg/ml nuevamente
ofrece la respuesta de un electrodo pasivado, como se observé para el método 1.

En general se observa que a todas las velocidades de barrido aplicadas en los medios de KCI
0.1M; KCI 0.1M + glucosa 0.1M, y KCI 0.1M + K3 Fe(CN)4 0.5M, hay una respuesta lineal en toda
la ventana de potencial correspondiente a la ley de ohm, presentandose un fenémeno de
histéresis debida a la capacitancia del conjunto de interfases de la celda.

En la figura 5.19 se presentan algunos de los resultados obtenidos en medios con KsFe(CN)s, a
diferentes velocidades de barrido.
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Figura 5.19. Voltamperogramas del electrodo VC119 en medios que contienen Fe(lll), a diferentes rapideces de

barrido.

Los voltamperogramas de la figura 5.19 presentan resultados similares a los obtenidos con otros
electrodos. Se puede ver en ellos un comportamiento similar al conocido del par redox
Fe(Il)/Fe(ll). Por ejemplo, en la figura 5.19.a, en la curva de 30 mV/s, se observa la oxidacion
Fe(ll) = Fe(lll) + 1e’, en un potencial de 0.85 V vs. ECS y el correspondiente pico de reduccién en
0.7 V vs. ECS. Sin embargo, este comportamiento redox, que se esperaria fuera el de un sistema
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reversible, no parece serlo: al aumentar la rapidez de barrido, los picos se separan. Por otra
parte, este mismo sistema, en presencia de glucosa, se comporta de forma diferente (fig. 5.19.b)
pues se puede apreciar, ademas de la respuesta del sistema redox Fe(lll)/Fe(ll), un sistema redox
adicional con un pico de oxidacion que se desplaza de 0.45 V a 0.7 V vs. ECS, al aumentar la
rapidez de barrido. Este sistema redox esta presente en el medio sin glucosa, pero su corriente
aumenta de forma importante en presencia de glucosa.

Estas dos observaciones muestran que en el medio mas complejo (KCl, glucosa, KsFe(CN)s)
ocurren interacciones no conocidas entre las especies quimicas presentes. El comportamiento
observado podria deberse a la oxidacidon de glucosa en el electrodo enzimatico. Sin embargo,
estos voltamperogramas no son suficiente evidencia para afirmarlo con seguridad.

C) Método 2: Encapsulamiento de Glucosa oxidasa mediante una pelicula de polianilina
sintetizada por aplicacion de barridos ciclicos de potencial.

En el método 2 se busca hacer el encapsulamiento de glucosa-oxidasa mediante la aplicacidn al
electrodo PANI/ITO de la enzima en suspensidn, en presencia de anilina. Esta Ultima se busca
hacer polimerizar al aplicar una serie de ciclos de potencial, esperando que las unidades
enzimaticas queden atrapadas en el nuevo tejido de polimero.

En la figura 5.20 se presentan los voltamperogramas resultado de este procedimiento para las
tres cargas de enzima. En los voltamperogramas correspondientes a los ciclos de barrido de
potencial, empleados para formar el encapsulamiento propuesto por este método, se observa
en todos un pico anddico ancho de caracter creciente con cada ciclo aplicado,en
aproximadamente 0.5V vs ECS y un pico catddico igualmente ancho y creciente, en
aproximadamente a -0.1V vs ECS.

De acuerdo con el andlisis de resultados realizado sobre la sintesis de peliculas de polianilina
sobre ITO, se deduce que estos picos anchos estdn compuestos por las sefiales traslapadas
producidas por las conversiones reversibles de leucoemeraldina a emeraldina y de emeraldina
a pernigranilina, lo cual indica la formacién de un polimero con caracteristicas electroquimicas
muy similares al que esta debajo de la pelicula de enzima.

Para el ultimo ciclo, el pico anddico alcanza valores de corriente entre 0.6 mA y 0.8 mA, mientras
que el pico catddico entre -0.6 mA y -0.8 mA, observandose que la intensidad de estos picos no
tiene relacién con la concentracién de enzima aplicada.

Sin embargo, se observa que estos picos son mas delgados y definidos en el electrodo con
enzima inmovilizada a partir de la suspensién de 10 mg/ml, en comparacién con las otras
concentraciones estudiadas.

La forma de los voltamperogramas es consistente con la de un electrodo que ha sido cubierto
de polianilina, con las dimensiones de area superficial que se emplearon. En todos los casos la
corriente eléctrica aumenta de un ciclo a otro. Esto indica que esta ocurriendo la polimerizacién
de anilina sobre la superficie.
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6. Conclusiones

En el presente trabajo se propusieron tres métodos posibles para inmovilizar la enzima glucosa
oxidasa sobre una matriz de polianilina dopada con cloruro, electro-sintetizada sobre una hoja
de tereftalato de polietileno recubierta de dxido de indio (1) y estafio (IV) (ITO/PET). También
se propusieron tres concentraciones de enzima distintas, construyendo un conjunto de
electrodos con configuraciones diferentes segun las variables mencionadas e investigando el
desempeno de cada configuracidn, con el propdsito de una posible aplicacién de este tipo de
electrodos en el desarrollo de celdas de combustible a base de glucosa.

Los nueve electrodos fabricados presentaron respuestas diferentes ante los métodos de
caracterizacién de corriente directa. Se observd un comportamiento peculiar del conjunto
estudiado: el electrodo de polianilina responde a la glucosa con una disminucién importante del
potencial de circuito abierto (OCP), mientras que todos los electrodos enzimaticos responden
con aumento del OCP a la misma perturbacion. La presencia de la enzima se manifiesta en todos
los electrodos. La presencia de especies de hierro (Fe(ll) y Fe(lll)), que debe actuar como
mediador para transferir electrones entre enzima y polianilina, se manifiesta de forma mas
importante en los electrodos obtenidos mediante el método 3.

El método 1, el cual consiste en la adsorcidn fisica de Glucosa Oxidasa sobre una matriz de
polianilina, proporciona la mayor cantidad de unidades de enzima disponibles para la oxidacion
del combustible, asi como también permite la mayor libertad para el movimiento estructural de
las unidades, necesario para su dptimo funcionamiento catalitico. Sin embargo, de acuerdo con
los estudios electroquimicos realizados, se encontrd un posible proceso de desorcién bastante
pronunciado de las unidades cuando el electrodo se ponia en contacto con electrolitos acuosos.
Por lo tanto, este método planteado bajo las condiciones que han sido descritas en el presente
texto no es util para los objetivos sefialados, pero permitié llevar a cabo un estudio preliminar
importante como referencia para los otros métodos.

El método 2, el cual consiste en el encapsulamiento de Glucosa oxidasa mediante una pelicula
de polianilina sintetizada por aplicacién de barridos ciclicos de potencial, fue exitoso
inmovilizando la enzima, mostrando un posible flujo de electrones proveniente de la oxidacion
de glucosa mediante glucosa oxidasa durante las pruebas electroquimicas. Sin embargo, se
observé un grave deterioro de los electrodos en forma de cuarteaduras y desprendimientos de
las peliculas compuestas de enzima y polianilina en el proceso de caracterizacion mencionado,
sefialando como posible causa los ciclos de potencial aplicado para encapsular la enzima. Por lo
tanto, este método requiere mayor estudio para mejorar la resistencia de las matrices de
polianilina dopadas con cloruro y establecer las mejores condiciones para este procedimiento.

El método 3, que consiste en el encapsulamiento de Glucosa oxidasa mediante una pelicula de
polianilina sintetizada por glucosa oxidasa, fue exitoso inmovilizando la enzima, manteniendo
una buena conductividad eléctrica y mostrando un posible flujo de electrones proveniente de la
oxidacion de glucosa mediante glucosa oxidasa durante las caracterizaciones con cuando las
concentraciones de enzima depositada en la matriz son adecuadas. Ademas de esto, los
electrodos no se deterioraron en su uso para las caracterizaciones electroquimicas. Por lo tanto,
el método es util para los objetivos sefialados.

Con respecto a las concentraciones de enzima mencionadas, es evidente que, con una mayor
concentracién de enzima en la superficie de electrodo, se obtiene una mayor velocidad de
oxidacion de glucosa. Sin embargo, las enzimas son esencialmente un aislante eléctrico al estar
constituidas en casi su totalidad por aminodcidos, ocurriendo un bloqueo para las transferencias
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electrénicas cuando estas cubren completamente la superficie o peor aun, si se encuentran en
exceso formando una gruesa capa sobre esta. De acuerdo con las variaciones de concentracion
de enzimas manejadas, se determind que la mas adecuada corresponde al valor minimo
empleado: 10 mg/ml, cuando se aplican 40 pl/cm? de suspensién (superficie mojada al 100%).

Se puede mejorar este trabajo realizando estudios de durabilidad del electrodo; se puede utilizar
un soporte diferente a oxido de indio (lll) y estafio (IV) como grafito; se pueden probar distintas
marcas comerciales de glucosa oxidasa; aplicar aditivos a la suspension de glucosa oxidasa;
emplear otro tipo de enzimas capaces de oxidar glucosa; o incluso emplear Unicamente los
grupos funcionales de la enzima responsables de la oxidacién, eliminando la estructura de
aminodacidos que limitan la conductividad eléctrica. La inmovilizacién de enzimas sobre
electrodos es una alternativa con gran potencial que puede dar como producto celdas de
combustible mds ecoldgicas con altas eficiencias.
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8. Anexo: Todos los voltamperogramas obtenidos
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8.2. 20 mg/ml de Glucosa oxidasa
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8.3. 40 mg/ml de Glucosa oxidasa
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