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Resumen 

En 1911, el profesor M.C. Potter informó por primera vez la capacidad de los microorganismos para generar 

energía mediante la Transferencia Extracelular de Electrones (TEE), un fenómeno con aplicaciones en bio-

tecnología y remediación ambiental. En la actualidad, Pseudomonas aeruginosa, bacteria formadora de 

biopelículas y productora de compuestos redox, se considera un modelo útil en el estudio de la TEE para 

su aplicación en el desarrollo de Tecnologías Electroquímicas Microbianas (TEM). P. aeruginosa produce 

un compuesto redox llamado piocianina (PIO), el cual tiene la capacidad de adsorberse sobre superficies 

conductoras y de actuar como mediador redox (MR) en el proceso de TEE. No obstante, a pesar del estudio 

de PIO en el proceso de TEE para su aplicación en TEM, a la fecha no está claro si las propiedades de 

adsorción de PIO tienen una función biológica adicional a la de MR en la biopelícula. Por ese motivo, en 

el presente estudio se realizaron análisis electroquímicos para determinar las interacciones de adsorción de 

PIO en el electrodo y su efecto en el transporte de carga en la biopelícula, para así explicar la participación 

de P. aeruginosa en la TEE. Los resultados mostraron que la adsorción de PIO sobre electrodos de carbono 

inhibe la transferencia de electrones de PIO disuelta. A concentraciones cercanas a 0.49 mM, la constante 

de transferencia electrónica heterogénea (kapp) disminuye, aumentando la resistencia de transferencia de 

carga (Rct). La interacción π-π de PIO con el electrodo podría ser la causa de la adsorción. Para determinar 

si estas interacciones se encuentran presentes durante el proceso de colonización del electrodo por P. aeru-

ginosa NEJ07R, se realizaron análisis electroquímicos de la TEE. Los resultados de voltamperometría cí-

clica (VC) y cronoamperometría (CA) confirmaron la adsorción de PIO y su contribución a la comunicación 

electrónica entre P. aeruginosa NEJ07R y electrodo. Además, se determinó el perfil de fenazinas produci-

das durante la TEE de P. aeruginosa NEJ07R mediante cromatografía de líquidos acoplada a espectrosco-

pía de masas (LC-MS) y voltamperometría de pulso diferencial (VPD). Los resultados indican que la acti-

vidad electroquímica de P. aeruginosa NEJ07R se ve afectada por la limitación de sustrato y O2 en la 

biopelícula. Los estudios de VC revelaron que la TEE se realiza a través de fenazina-1-ácido carboxílico 

(PCA), ya que la limitación de O2 inhibe la biosíntesis de PIO. Además, los resultados de VPD mostraron 

que una baja concentración de PIO en la biopelícula genera un gradiente de H+, causando acidificación en 

la matriz de la biopelícula. Los experimentos con PIO revelaron que este compuesto cumple una función 

como regulador de los gradientes de O2 y H+, lo que mejora la TEE. No obstante, a medida que aumenta la 

concentración de PIO, se observa una disminución en el consumo de sustrato y en la producción de PCA, 

lo que contradice el aumento de la actividad electroquímica observado por VC. Estos resultados, sugieren 

que una concentración de PIO superior a 4 µg/mL, tiene un efecto tóxico para la población de P. aeruginosa 

NEJ07R que integra la biopelícula, lo que explica la disminución del porcentaje de consumo de sustrato y 

la disminución en la producción de PCA. Sin embargo, es probable la presencia de una fracción de la po-

blación adaptada a la alta concentración de PIO, la cual sería la responsable de sustentar la TEE al electrodo. 

  



 

 

Abstract 

In 1911, Professor M.C. Potter first reported the ability of microorganisms to generate energy through Ex-

tracellular Electron Transfer (EET), phenomenon with applications in biotechnology and environmental 

remediation. Currently, Pseudomonas aeruginosa, a biofilm-forming bacterium and producer of redox 

compounds, is considered a useful model in the study of EET for its application in the development of 

Microbial Electrochemical Technologies (MET). P. aeruginosa produces a redox compound called pyocya-

nin (PYO), which has the ability to adsorb onto conductive surfaces and act as a redox mediator (RM) in 

the EET process. However, despite the study of PYO in the EET process for its application in MET, it is 

currently unclear whether the adsorption properties of PYO have an additional biological function beyond 

that of an RM in the biofilm. For this reason, this study conducted electrochemical analyses to determine 

the adsorption interactions of PYO on the electrode and its effect on charge transport in the biofilm, aiming 

to explain the involvement of P. aeruginosa in EET. The results showed that the adsorption of PYO on 

carbon electrodes inhibits the transfer of electrons from dissolved PYO. At concentrations close to 0.49 

mM, the heterogeneous electron transfer constant (kapp) decreases, increasing the charge transfer resistance 

(Rct). The π-π interaction of PYO with the electrode could be the cause of adsorption. To determine if these 

interactions are present during the electrode colonization process by P. aeruginosa NEJ07R, electrochemi-

cal analyses of EET were performed. The results of cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry (CA) 

confirmed the adsorption of PYO and its contribution to electron communication between P. aeruginosa 

NEJ07R and the electrode. Additionally, the profile of phenazines produced during the EET of P. aerugi-

nosa NEJ07R was determined by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS) and 

differential pulse voltammetry (DPV). The results indicate that the electrochemical activity of P. aerugi-

nosa NEJ07R is affected by substrate and O2 limitation in the biofilm. CV studies revealed that EET is 

carried out through phenazine-1-carboxylic acid (PCA) as O2 limitation inhibits PYO biosynthesis. Furt-

hermore, DPV results showed that a low concentration of PYO in the biofilm generates H+ gradient, causing 

acidification in the biofilm matrix. Experiments with PYO revealed that this compound functions as a re-

gulator of O2 and H+ gradients, enhancing EET. However, as the PYO concentration increases, a decrease 

in substrate consumption and PCA production is observed, contradicting the increase in electrochemical 

activity observed by CV. These results suggest that a PYO concentration above 4 µg/mL has a toxic effect 

on the population of P. aeruginosa NEJ07R in the biofilm, explaining the decrease in substrate consumption 

percentage and the reduction in PCA production. However, the presence of a population fraction adapted 

to the high PYO concentration is likely, which would be responsible for sustaining EET to the electrode. 
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1 Introducción 

A principios del siglo XX, el científico británico M.C. Potter en su publicación "Electrical effects 

accompanying the decomposition of organic compounds" en 1911, reveló la capacidad de los microorga-

nismos para generar energía mediante la transferencia de electrones a electrodos [1]. En sus conclusiones, 

Potter postuló por primera vez que: 

"La desintegración de compuestos orgánicos por microorganismos es acompañada por 

la liberación de energía eléctrica" (Potter, 1911).  

Esta conclusión condujo al estudio de la transferencia extracelular de electrones (TEE), un fenómeno 

biológico presente en diversas especies microbianas [2–4]. La TEE es un mecanismo metabólico que per-

mite a los microorganismos “electrogénicos” transferir los electrones resultantes de la respiración hacia un 

aceptor de electrones externo alterno al oxígeno. De este modo, la TEE ha surgido como una herramienta 

con aplicaciones potenciales en biotecnología y remediación ambiental [5–7]. En el ámbito de la biotecno-

logía, la comprensión de la TEE permite el desarrollo de Tecnologías Electroquímicas Microbianas (TEM). 

Las TEM se han orientado a aplicaciones prácticas, como la generación de electricidad en Celdas de Com-

bustible Microbianas (CCM) y la producción sostenible de productos químicos a partir de residuos mediante 

procesos electroquímicos microbianos, como la electrofermentación [8–11]. Desde una perspectiva am-

biental, la TEE se destaca como una herramienta para descontaminar suelos y aguas afectadas, donde los 

microorganismos electrogénicos pueden oxidar contaminantes contribuyendo a eliminar o transformar sus-

tancias tóxicas [10, 12–14]. 

Actualmente, la comprensión de la TEE mejora debido que ha sido posible identificar los procesos 

biológicos y moleculares involucrados. Un ejemplo de ello es el descubrimiento de nanocables microbia-

nos, estructuras conductoras que conectan células vivas con un electrodo y que son importantes para im-

pulsar la TEE [15, 16]. Estos nanocables, compuestos principalmente por proteínas como los citocromos y 

subunidades llamadas pili, actúan como puentes biológicos que permiten la conducción directa de electro-

nes desde el interior de las células hasta los electrodos. Este tipo de TEE se conoce como Transferencia 

Extracelular de Electrones Directa (TEED), siendo el ejemplo más destacado la bacteria Geobacter sulfu-

rreducens. Esta bacteria forma estructuras conductoras de nanocables a base del citocromo OmcS y OmcZ, 

así también a partir de la proteína PilA [17–19]. Por otro lado, las proteínas de membrana también son clave 

en la TEE. Los citocromos de la membrana celular actúan como transportadores de electrones, conectando 

rutas metabólicas intracelulares con electrodos externos a través del empleo de mediadores redox (MR), 
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moléculas que transportan electrones aprovechando la difusión en el medio. Un conjunto de proteínas de 

membrana puede formar estructuras conocidas como complejos respiratorios, las cuales pueden contener 

múltiples sitios activos que promueven la comunicación entre microorganismos y electrodos a través de 

interacciones electrostáticas con MR’s. Esto permite la transferencia de electrones desde distancias supe-

riores a 50 μm desde la superficie de la célula sin necesidad de contacto directo con el electrodo. Este tipo 

de TEE se llama Transferencia Extracelular de Electrones Indirecta (TEEI), siendo el ejemplo más impor-

tante la bacteria Shewanella oneidensis. Esta bacteria presenta en su membrana externa al complejo respi-

ratorio MtrCAB, el cual intercambia electrones con MR’s derivados de flavinas, para después transferirlos 

a un electrodo [20–23]. 

No obstante, estos no son los únicos casos donde puede ocurrir la TEE. Un modelo de estudio potencial 

es Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria ha mostrado tener la capacidad para formar biopelículas elec-

troactivas y producir compuestos con actividad electroquímica que cumplen la función de MR [24]. Entre 

estos compuestos, piocianina (PIO) ha sido uno de los MR’s de P. aeruginosa que más ha sido estudiado. 

Descubierta por M. Fordos en 1859, PIO se ha convertido en un compuesto de interés debido a que posee 

un ciclo redox reversible y presenta la capacidad de interactuar con superficies eléctricamente conductoras 

[25–27]. Estas propiedades le permiten a PIO llevar a cabo reacciones redox de uno o dos electrones, inter-

actuando así con una amplia variedad de sustancias que reaccionan en múltiples procesos redox biológicos 

[26, 28, 29]. De este modo, la producción de PIO en el entorno de la biopelícula, además de cumplir la 

función de MR, también está vinculada con la adquisición de oxígeno, equilibrio redox extra e intracelular, 

adquisición de hierro, consumo de fuentes de carbono, formación de especies reactivas de oxígeno, Quorum 

Sensing y recientemente descubierto, regulación de ADN [30–36].  

Por otro lado, una propiedad menos explorada de PIO es su capacidad de interactuar con superficies 

de carbono al adsorberse específicamente sobre ellas, dando lugar a polímeros conductores. Este proceso 

es importante ya que P. aeruginosa podría aprovechar esta propiedad para impulsar la TEE en una biope-

lícula [28, 37–39]. En este sentido, la adsorción de PIO en un entorno poroso como el de la biopelícula, 

implicaría cambios físicos del ambiente como la capacidad hidrofílica de la biopelícula y el electrodo, equi-

librio redox y electrostático, así también como en el transporte de iones, masa y carga. Sin embargo, los 

avances en el entendimiento de la TEE de P. aeruginosa, donde se destaca a PIO como el principal MR se 

han centrado en los procesos biológicos y moleculares, dejando a un lado las implicaciones potenciales que 

podría tener la adsorción específica de PIO en el proceso de TEE. Por tal motivo, existe una falta de estudios 

que investiguen la adsorción de PIO sobre superficies, especialmente las de carbono, las cuales son amplia-

mente utilizadas en TEM. Esta carencia de investigación dificulta la comprensión de la participación de P. 
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aeruginosa en los procesos electroquímicos efectuados en las TEM. Por lo tanto, el desarrollo de TEM se 

ve limitado y, de continuar con esta tendencia, existirá un déficit en la correcta aplicación de la TEE que 

genere innovación en TEM. Por lo tanto, este trabajo propone el estudio del proceso de adsorción de PIO 

sobre un electrodo de carbono considerando el entorno poroso de la biopelícula. Para ello, se utilizarán 

técnicas electroquímicas aplicadas bajo condiciones fuera y dentro del equilibrio, como una estrategia que 

permitirá comprender mejor la TEE de P. aeruginosa, y así, determinar la dinámica del transporte de iones, 

masa y carga en la biopelícula en presencia de PIO como principal MR. De este modo, se sugiere que 

interacciones de atracción entre PIO y electrodos de carbono que pudieran favorecer la adsorción específica, 

podrían ser aprovechadas por P. aeruginosa para llevar a cabo la TEE en la biopelícula, al reducir la resis-

tencia vinculada al transporte iónico y de carga, especialmente si las características estructurales del elec-

trodo de carbono son tomadas en cuenta [40–42]. En este sentido, la pregunta de investigación que surge 

es: ¿Cómo afecta la adsorción de PIO al transporte de masa vinculado a los gradientes de concentración de 

O2, H+ y sustrato en la biopelícula, así como su impacto en la TEE de P. aeruginosa? Para abordar esta 

pregunta, se plantea la siguiente hipótesis: 

Hipótesis 

La adsorción de piocianina sobre un electrodo de carbono favorece la transferencia 

extracelular de electrones de Pseudomonas aeruginosa NEJ07R, al regular los gradientes de 

concentración de O2, H
+ y sustrato al interior de la biopelícula.  

Objetivo general 

Evaluar el efecto de la adsorción de PIO en la regulación de los gradientes de concen-

tración de O2, H
+ y sustrato dentro de la biopelícula de Pseudomonas aeruginosa NEJ07R, 

para determinar su posible impacto favorable en la transferencia extracelular de electrones. 

Objetivos específicos 

• Caracterizar el ciclo redox de piocianina y sus interacciones con un electrodo a base de carbono, utilizando 

los criterios de reversibilidad e interacción establecidos por las leyes de Laviron, para identificar los procesos 

de interacción y sus efectos en la velocidad de transferencia de electrones. 

• Analizar el proceso de transferencia extracelular de electrones (TEE) entre Pseudomonas aeruginosa 

NEJ07R y un electrodo de carbono, mediado por piocianina, mediante el análisis de las alteraciones fisico-

químicas en el electrodo colonizado y el ciclo redox de piocianina, para determinar si P. aeruginosa NEJ07R 

se favorece de las interacciones de piocianina con el electrodo facilitando la TEE. 
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• Determinar la producción de fenazinas en una biopelícula de P. aeruginosa NEJ07R unida a un electrodo de 

carbono utilizando la aplicación de un estímulo eléctrico externo, para determinar el papel de las fenazinas y 

de la piocianina en la regulación de la transferencia de masa en la biopelícula, así como su impacto en el 

proceso de TEE. 
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2 Marco teórico 

2.1 Tecnologías electroquímicas microbianas 

Las TEM se basan en el conocimiento y las técnicas relacionadas con la capacidad de los microorga-

nismos para transferir electrones a electrodos como parte de sus procesos metabólicos, proceso conocido 

como TEE. Estos principios incluyen el estudio de los mecanismos biológicos de intercambio de electrones 

en microorganismos electrogénicos, el diseño de electrodos conductores, la comprensión de las rutas me-

tabólicas en la TEE y la aplicación práctica en áreas como la generación de energía y la biotecnología 

ambiental [6, 43]. Por lo tanto, las TEM abarcan un conjunto interdisciplinario de conocimientos y técnicas 

que permiten la aplicación práctica de los principios biológicos y electroquímicos para diversas finalidades 

tecnológicas [44, 45]. En las TEM, un elemento fundamental es el biocatalizador representado por micro-

organismos electrogénicos que colonizan electrodos. Estos microorganismos establecen un anclaje físico 

con el electrodo mediante la formación de biopelículas electroactivas (Figura 1a) [46]. Las biopelículas 

están compuestas por comunidades complejas de microorganismos y consisten en microcolonias o cúmulos 

celulares inmersos en una matriz de polisacárido extracelular [16]. Los microorganismos presentes en la 

biopelícula presentan la capacidad de alterar las superficies a las que se adhieren. De este modo, son capaces 

de activar diversas vías metabólicas que les permiten acondicionar el electrodo al que se unen, asegurando 

así su supervivencia, lo que da lugar a la TEE [47]. 

Durante la TEE, los microorganismos pueden establecer reacciones redox con el sustrato y el elec-

trodo, originando procesos que pueden clasificarse como anódicos y catódicos (Figura 1b y c). Durante un 

proceso de TEE anódico (Figura 1b), los microorganismos oxidan el sustrato (S), transfiriendo los electro-

nes resultantes al electrodo, lo que induce su reducción [48, 49]. Por otro lado, en el proceso catódico 

(Figura 1c) ocurre lo contrario, los microorganismos toman electrones del electrodo, provocando su oxida-

ción y posteriormente la reducción de S [50, 51]. Tanto la TEE anódica y catódica han sido empleadas con 

éxito para degradar contaminantes tóxicos y metales pesados [52]. Esto es determinante en el desarrollo de 

TEM, como las Celdas de Combustible Microbianas (CCM) que generan energía a partir de reacciones 

redox, y las Celdas de Electrólisis Microbianas (CEM) que requieren energía para estas reacciones. La 

importancia de las CCM y las CEM en el tratamiento ecológico de aguas residuales se refleja en el creciente 

número de investigaciones, con aproximadamente 16,000 trabajos sobre CCM y 2,000 sobre CEM, según 

datos de Scopus durante el periodo de 1980 a 2023. La TEE anódica y catódica ha demostrado éxito en la 

degradación de contaminantes emergentes tóxicos como el Naftaleno, Sulfametoxazol, Cloranfenicol, Te-

traciclina; metales pesados como Cr(VI), Cu(II), Ag(II), aguas residuales industriales como residuos de 

aceite de motor, procesamiento del maíz, biodiesel, entre otros [41, 53–59]. Además, las CEM han sido 
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eficaces en la producción de hidrógeno, eliminación de fármacos y generación de metano y metanol [50, 

60–63]. En resumen, la TEE impulsa el desarrollo de TEM para abordar desafíos ambientales y energéticos. 

La investigación continua en este campo es crucial para comprender mejor las interacciones electroquími-

cas y mejorar las tecnologías existentes. Estudiar la TEE en nuevas TEM ofrece perspectivas prometedoras 

para aplicaciones biotecnológicas y ambientales, contribuyendo a soluciones para problemas sociales ur-

gentes. 

 

Figura 1. a) Representación de una biopelícula electroactiva adherida a un electrodo con-

ductor y de los procesos de transferencia de electrones (e-)a partir de un sustrato (S) para la 

generación de diversos productos (P). Representación del proceso de TEE entre una biopelí-

cula y una superficie conductora (electrodo). b) Proceso anódico y c) proceso catódico [49, 

50]. 

2.2 Transferencia extracelular de electrones 

Entender los mecanismos de TEE llevados a cabo por microorganismos electrogénicos es decisivo 

para mejorar procesos biotecnológicos con aplicaciones ambientales e industriales. Este conocimiento im-

pulsa el desarrollo de nuevas TEM, como las CCM y CEM, para la obtención de energía, valorización de 

residuos y biosíntesis de compuestos de interés biotecnológico [2, 12]. Es por ese motivo que investigadores 

se enfocan en desentrañar los medios físicos y químicos utilizados por los microorganismos en el proceso 
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de TEE [64]. Esta investigación permite proponer dos vías de TEE en la interfaz electrodo-microorganismo-

electrolito: la transferencia extracelular electrónica directa (TEED), que implica contacto físico, y la trans-

ferencia extracelular electrónica indirecta (TEEI), realizada a través de MR’s solubles [65]. En el proceso 

de TEED, la TE se efectúa mediante conexión extracelular al electrodo. En este caso, las células utilizan 

filamentos transmembranales llamados nanocables. Estudios confirman la presencia de dichos nanocables 

en especies del género Geobacter y Shewanella, de los cuales Geobacter sulfurreducens es el microorga-

nismo más estudiado. Dependiendo el tipo de nanocables el flujo de electrones puede ser a través de saltos 

electrónicos incoherentes (incoherent electron hopping - IEH) o por conducción electrónica de tipo metá-

lico (CMET) [15].  

Por otro lado, la TEEI involucra la presencia de un MR que cumpla la función de transportador de 

electrones entre los microorganismos y el electrodo sin necesidad de conectarse físicamente. Tales MR 

pueden añadirse de forma artificial (exógenos) o pueden producirse de forma natural (endógenos). Es im-

portante señalar que, para que se lleve a cabo la TEEI, los microorganismos deben tener receptores en sus 

membranas que puedan oxidar o reducir a los MR [66]. Estos receptores son proteínas de membrana como 

los citocromos tipo c (cyt c). Las especies del género Shewanella sp. son los principales modelos bacterianos 

en este caso. Estas bacterias poseen al complejo respiratorio MtrCAB y al complejo MtrFDE. Incluso, 

pueden tener otros cyt c especializados para realizar la TEE [22, 67, 68]. Todos estos receptores pueden 

reducir diferentes MR como los derivados de flavina y de fenazina [69–72]. 

2.2.1 Fundamentos bioquímicos de transferencia extracelular de electrones 

2.2.1.1 Nanocables microbianos en Geobacter 

A diferencia de la TEEI, la TEED en microorganismos requiere un contacto físico directo entre las 

células y la superficie del electrodo. Esta interacción se logra mediante la formación de una biopelícula que 

se adhiere al electrodo, permitiendo establecer una conexión eléctrica. En el caso de la TEED en Geobacter 

sulfurreducens, se han identificado diversas estrategias que involucran citocromos c y nanocables para fa-

cilitar el flujo de electrones a un electrodo [73]. Durante el proceso de TEED en G. sulfurreducens, el 

citocromo c peroxidasa MacA, presente en la membrana interna, transfiere los electrones generados durante 

la respiración celular al citocromo c trihemo periplasmático PpcA. Posteriormente, PpcA se difunde en el 

periplasma para entregar los electrones a los citocromos c de la membrana externa, entre los cuales se 

encuentran OmcB, OmcC, OmcS y OmcZ. Estos citocromos c son los encargados de establecer la TEE con 

el electrodo. Además, G. sulfurreducens presenta vías alternas para llevar a cabo la TEED. Por ejemplo, el 

citocromo c OmcF también puede estar presente en la membrana externa, al igual que PpcA, PpcB, PpcD 
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y PpcE, que pueden localizarse en el periplasma, lo que sugiere la existencia de rutas adicionales para la 

TEE en este microorganismo. En cuanto a los nanocables, G. sulfurreducens muestra la capacidad de utili-

zarlos como una vía alterna para la TEED. Estos nanocables, generalmente reconocidos como pili tipo IV, 

consisten en un ensamblaje polimérico de la proteína PilA y presentan una conductividad similar a la de los 

semiconductores [74]. Además, se ha demostrado que los nanocables también pueden estar formados por 

el ensamblaje de citocromos c multi-hemo como OmcS o el citocromo c OmcZ. En estos nanocables, la 

TEE ocurre a través de grupos hemo apilados estrechamente a lo largo de su longitud, lo que puede permitir 

el flujo de electrones a través de un proceso de IEH o mediante CMET [17]. 

2.2.1.2 Proteínas de membrana y mediadores redox en Shewanella sp. 

Shewanella sp. es el modelo microbiano más estudiado para entender la TEEI. Esto se debe a su ca-

pacidad de producir moléculas derivadas de flavinas tales como flavin mononucleótido (FMN), flavin ade-

nín dinucleótido (FAD) y riboflavina (RF), las cuales cumplen la función de MR. Estos MR extracelulares 

son reducidos por proteínas de membrana externa de Shewanella, las cuales pertenecen al complejo de 

proteínas MtrCAB y MtrFDE [75]. En Shewanella, las proteínas del complejo de membrana externa Mtr-

CAB y el complejo MtrFDE son las responsables de catalizar la reducción de los MR’s extracelulares. 

Dichos complejos de proteínas de membrana están conformados por las proteínas MtrA, MtrC y MtrB para 

el caso de MtrCAB, mientras que para MtrFDE está conformado por las proteínas MtrF, MtrE y MtrD. 

2.2.1.3 Características químicas de los mediadores redox y su participación en la transferencia extrace-

lular de electrones 

Analizar el rol de los mediadores redox (MR) es esencial en las reacciones redox durante la TEE. Estos 

actúan como intermediarios al aceptar y donar electrones de forma reversible, estableciendo conexiones 

entre biomoléculas intracelulares y electrodos conductores [64]. Un ejemplo destacado es el humus soluble 

en suelos, presente como ácidos húmicos en los sedimentos [76, 77]. Los microorganismos sedimentarios 

reducen estos ácidos húmicos, permitiendo la TEE hacia aceptores de electrones alternativos como óxidos 

de hierro y nitratos [78]. En este caso, se atribuye la propiedad de MR a los grupos funcionales derivados 

de quinonas en los ácidos húmicos [79], manteniendo un ciclo redox reversible para el intercambio continuo 

de electrones entre microorganismos y el ambiente [78, 80] (ver Figura 2a) .  

Los MR’s incluyen flavinas (FMN, RF y FAD), moléculas que a menudo son encontradas en las en-

zimas y cumplen la función de cofactores. Su capacidad para aceptar y donar electrones se deriva de grupos 

químicos reactivos como anillos isoaloxazínicos, quinonas y fosfatos en su estructura [81]. Los grupos 
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electronegativos permiten a las flavinas participar en ciclos redox reversibles, actuando como portadores 

de electrones. La afinidad entre complejos respiratorios y MR’s puede variar según el radical enlazado al 

centro de isoaloxazina, impactando la eficiencia de la TEE (Figura 2b) [82]. Estas diferencias se atribuyen 

a cambios en el potencial redox (E0), densidad electrónica, polaridad y energía libre de reacción [83]. In-

vestigaciones previas han demostrado que el ciclo redox en las flavinas es similar en todas ellas (ver reac-

ción redox en la Figura 2c) [84–86]. En flavinas, la reacción reversible de dos electrones ocurre en el centro 

de isoaloxazina debido al sistema π ampliamente extendido, lo que genera múltiples posiciones capaces de 

formar enlaces de hidrógeno, alterando la distribución de densidad de electrones y el E0 de la flavina [81]. 

 

Figura 2. a) Ciclo redox en dos pasos de quinonas y grupos funcionales quinoides a través 

del radical semiquinona, b) estructura molecular de flavinas y c) ciclo redox de la estructura 

primaria de isoaloxazina. 

En relación con las conversiones entre los estados oxidado de semiquinona (SQ) e hidroquinona (HQ) 

asociados a la estructura de isoaloxazina, estas ocurren mediante la adquisición de electrones. La semiqui-

nona existe en dos estados de protonación, es decir, como radical semiquinona aniónico (ASQ, FAD−) o 

como radical semiquinona neutro (NSQ, FADH). De manera similar, el estado hidroquinona puede existir 

en formas aniónicas (AHQ, FADH−) o neutras (NHQ, FADH2, en el caso de FAD). Es importante destacar 

que los valores de pKa asociados a los sitios de protonación varían con el estado de oxidación de la flavina, 

lo que modula el E0 de la flavina a través de su protonación [81]. La relevancia de estos aspectos radica en 

su impacto en la TE con flavinas, dado que la eficiencia de dicha transferencia depende en gran medida del 

E0 del MR, como sucede entre el citocromo MtrF y FMN [23].  
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Dentro del grupo de los MR naturales es relevante considerar a las fenazinas. Estas moléculas, mayor-

mente producidas por bacterias del género Pseudomonas, son un conjunto de compuestos químicos hetero-

cíclicos pertenecientes a las aminas aromáticas. Están caracterizadas por su estructura tricíclica, compuesta 

por tres anillos de carbono y nitrógeno fusionados, y reciben su nombre debido al sistema de tres anillos y 

la presencia de un átomo de nitrógeno en el anillo central, que muestra similitudes con la estructura de las 

fenantridinas. La funcionalidad primordial de las fenazinas radica en su capacidad para aceptar y donar 

electrones, lo cual les habilita para desempeñar un papel crucial en reacciones redox. Estas moléculas po-

seen propiedades colorantes inherentes y su estructura tricíclica conjugada con la presencia de átomos de 

nitrógeno confiere propiedades electrónicamente activas, otorgándoles aplicaciones en diversos contextos 

químicos y biológicos [29]. Entre las fenazinas producidas por esta bacteria se encuentran la piocianina 

(PIO), el fenazina-1-ácido carboxílico (PCA), la fenazina-1-carboxamida (PCA), la 5-metilfenazina-1-

ácido carboxílico (5-MCA), la 1-hidróxifenazina (1-HP), y otras como el aeruginosin A y el aeruginosin B. 

Estas fenazinas tienen un papel destacado en la patogenicidad de P. aeruginosa, ya que su participación en 

reacciones redox contribuye a la generación de radicales libres que resultan perjudiciales para un hospeda-

dor [87] (Figura 3). 

 

Figura 3. Estructura molecular de las principales fenazinas producidas por bacterias del 

género Pseudomonas.  

Las fenazinas poseen un ciclo redox reversible (Figura 4) [30]. La estructura tricíclica conjugada con-

fiere a estas moléculas una densidad electrónica que facilita interacciones con otras especies químicas. Se 

ha observado que el orbital molecular ocupado más alto π (π-HOMO) de las fenazinas puede establecer 

interacciones metal-π, permitiendo la coordinación con metales, lo que a su vez influye en el E0 de las 

fenazinas [88]. Esta propiedad puede ser empleada en interacciones con proteínas de membrana bacteriana, 
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tal como se ha estudiado en el caso de la proteína MtrC de S. oneidensis MR-1 y PIO, estudio que demostró 

que PIO y las proteínas de membrana asociadas a TEE pueden intercambiar electrones, mediante interac-

cion en sus centros metálicos [71]. El ciclo redox de la mayoría de las fenazinas se lleva a cabo mediante 

la transferencia de dos electrones y está altamente influenciado por la concentración de protones (H+), de 

forma similar que en las flavinas. Por tal motivo, el pH del medio regula el E0 de estas moléculas.  

 

Figura 4. Reacciones redox de las principales fenazinas producidas por P. aeruginosa. Reac-

ciones propuestas por Wang & Newman (2008), y Bellin et al. (2014) [30, 89]. 

Esta característica permite a P. aeruginosa utilizar las fenazinas para regular su supervivencia en en-

tornos adversos, almacenando energía y oxígeno según sea necesario. Además, la reversibilidad de los ci-

clos redox les confiere la capacidad de intercambiar electrones con diversos materiales, incluyendo elec-

trodos basados en carbono y metales como el oro y el acero inoxidable [30, 90]. Una de las fenazinas que 

más llama la atención es PIO. Desde su descubrimiento en 1859 por Fordos, PIO ha sido la fenazina más 

investigada debido que es sensible al cambio de pH, donde al reaccionar puede presentar cambios de color 

característicos [25]. En 1931, Friedheim y Michaelis, casi simultáneamente con Elema, caracterizaron por 

primera vez sus propiedades redox, identificando los cambios de color y describiendo el mecanismo redox 

asociado [26, 91]. A lo largo de los años, diversos estudios han enriquecido la comprensión de las propie-

dades electroquímicas de PIO, investigando sus mecanismos de protonación y desprotonación en diferentes 

solventes, y su interacción al formar complejos con metales [27, 92]. De acuerdo con estos estudios, a 

valores de pH inferiores a su valor de pKa (pKa ≈ 4.77 ± 0.12) PIO se encuentra en su estado oxidado, 

presentando una reacción redox dielectrónica dependiente del pH, de este modo, se propone que bajo estas 

condiciones ocurre la reacción PIOOx + 2H+ + 2e- → PIORed. Por otro lado, por debajo de su valor de pKa, 

PIO presenta una protonación en el centro heterocíclico, lo que da lugar a dos reacciones redox monoelec-
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trónicas consecutivas, una en el dominio de potencial anódico que es dependiente del pH, y donde se pro-

pone la reacción PIOHOx + H+ + e- → PIOH2,Red, mientras que en el dominio catódico se presenta la reacción 

PIOH + e- → PIOHRed (Figura 5a) [29]. 

 

Figura 5. a) Ciclo redox de PIO [29]. b) Ciclo redox de PIO durante el proceso de polimeri-

zación [37]. 

Actualmente, se ha demostrado que PIO puede adsorberse sobre electrodos y, en algunos casos, in-

cluso polimerizarse formando monocapas [37, 93–95]. La polimerización de PIO ha sido documentada en 

superficies de carbono. En un estudio realizado por Sharp et al. (2010), se observó la polimerización en 

fibra de carbono laminada [37]. Los autores indicaron que la oxidación fenólica de PIO facilita la formación 

de cadenas moleculares a partir de este grupo funcional, resultando en una acumulación monomolecular de 

la sustancia (Figura 5b) [37, 95]. En este contexto, la polimerización de PIO exhibe conductividad, si-

guiendo un ciclo redox similar al obtenido en solución, como se ilustra en la Figura 5b. Este fenómeno 

también fue investigado por Oziat et al. (2017) en carbón vitreo, aunque con una acumulación de PIO menor 

en el electrodo [28, 38]. Bacame-Valenzuela et al. (2020) sugirieron que la menor acumulación podría 

deberse a interacciones moleculares débiles entre la PIO y el electrodo de carbón vitreo [93]. Oziat et al. 

(2023) respaldan esta afirmación, estudiando la adsorción de PIO sobre una superficie recubierta con PE-

DOT:PSS. Compararon la respuesta de la adsorción de PIO con la del complejo Ru(NH3)6
2+/3+. Encontraron 

que el complejo Ru(NH3)6
2+/3+ tiene una mayor atracción con la superficie de PEDOT:PSS, cargada positi-

vamente. Dado que la PIO es zwitteriónica y neutra en el rango de pH estudiado (entre 5.5 y 8), y ambas 

especies tienen masas moleculares y coeficientes de difusión similares, la adsorción de PIO parece ser el 

resultado de interacciones moleculares con la estructura del PEDOT y/o con cadenas principales de polies-

tireno que de interacciones electrostáticas [96]. Este proceso de adsorción y polimerización de PIO puede 

ocurrir en dos pasos. Primero, bajo condiciones de potencial catódico bajo (-0.04 V vs. ENH), se produce 
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el ciclo redox característico de la PIOOx + 2e‒ + 2H+ → PIORed. Luego, la PIOOx experimenta una oxidación 

fenólica a potenciales anódicos altos (+0.628 V vs. ENH), generando un radical OH●- o O●- que facilita el 

ensamblaje de más moléculas de PIO oxidadas [37]. De este modo, de forma hipotética se puede proponer 

que dada la conductividad y polaridad del polímero de PIO, su presencia en la biopelícula podría afectar la 

transferencia de carga y masa en los mesoporos, microporos y la matriz, especialmente considerando los 

posibles gradientes de pH en la biopelícula [97]. La naturaleza anfótera de la PIO podría contrarrestar estos 

efectos, manteniendo gradientes de pH estables. De este modo, resulta esencial investigar las implicaciones 

físicas y químicas de la adsorción de la PIO en una biopelícula, especialmente en relación con la TEE. La 

comprensión de las interacciones moleculares en este proceso es crucial para su entendimiento. Sin em-

bargo, aún falta información sobre las interacciones moleculares específicas entre la PIO y los electrodos 

que favorecen la adsorción y la posterior polimerización, así como sobre cómo P. aeruginosa puede bene-

ficiarse de esta adsorción. En resumen, la TEE desempeña un papel fundamental en microorganismos elec-

trogénicos, facilitando la respiración celular. Los MR’s, como las flavinas y fenazinas, son ejemplos desta-

cados de moléculas que participan en estos procesos. A medida que se profundiza en el estudio de propie-

dades electroquímicas y la dinámica de los MR’s, como se evidencia en la investigación sobre la PIO, se 

abren nuevas perspectivas para aplicaciones biotecnológicas y ambientales.  

2.2.1.4 Transferencia extracelular mediada por fenazinas en Pseudomonas aeruginosa 

El proceso bioquímico de TEE de P. aeruginosa empleando fenazinas como MR’s, ha sido investigado 

de forma intensiva, centrándose en el proceso de reducción microbiana de los MR’s por enzimas metabóli-

cas transmembranales o intracelulares. Investigaciones sugieren que la reacción de reducción de PIO du-

rante el proceso de TEE de P. aeruginosa podría ser catalizada por flavo y hemo-proteínas tales como 

piruvato deshidrogenasa y 𝛼-ketoglutarato deshidrogenasa. Glasser, et al., (2017a), proponen que dichas 

enzimas tienen la capacidad de reducir PIO y PCA durante el proceso de TEE [29]. De acuerdo con Glasser 

et al., (2017b), la enzima intracelular 𝛼-ketoglutarato deshidrogenasa (LpdG) reduce a PIO como conse-

cuencia del transporte electrónico para la síntesis de ATP. Posteriormente, el complejo MexGHI-OpmD, el 

cual es una porina transmembranal, conduce a PIO reducida hacia el espacio extracelular (Figura 6a) [98]. 

Por otro lado, en un estudio realizado por Chukwubuikem et al. (2021), se sugiere que la oxidación de 

glucosa a gluconato mediado por la enzima periplasmática glucosa deshidrogenasa (Gcd), favorece el flujo 

de electrones extracelular, aprovechando el ciclo redox de pirroloquinolona quinona (PQQ). Esta molécula 

reduce al transportador de membrana ubiquinona (UQ), la cual difunde por la membrana para entregar 

electrones al citocromo bc1, y así, integrarlos a la cadena de transporte de electrones. Durante este proceso, 

las fenazinas, pueden funcionar como aceptores de electrones en el ciclo de la PQQ, para después, favorecer 
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la reducción de oxígeno o bien, emplearse para la TEE. En este caso, una vez que las fenazinas se oxidan 

en el entorno extracelular, retornan al periplasma para reducirse y continuar el ciclo (Figura 6b) [34].  

 

Figura 6. Mecanismos bioquímicos de TEE propuestos para P. aeruginosa en presencia de 

PIO como principal MR. a) Proceso de TEE propuesto por Glasser et al., 2017 [98]. b) Pro-

ceso de TEE propuesto por Chukwubuikem et al. (2021) [34]. 

Un punto clave a tener en cuenta es que en el contexto de la biopelícula, las condiciones que enfrentan 

los microorganismos son diversas, cambiantes y desafiantes [99]. Para contrarrestar estas condiciones, las 

biopelículas definen el microambiente extracelular inmediato de los microorganismos, y su composición y 

propiedades pueden influir en la movilidad y reactividad de los MR’s. En este entorno extracelular, la di-

fusión acuosa compite con interacciones superficiales, como componentes de biopelículas, minerales, ma-

teria orgánica o tejido huésped, determinando así el flujo de los MR’s. Las características de estos entornos, 

como el estado redox, pH, fuerza iónica y temperatura, afectarán el comportamiento de los MR’s, impac-

tando su utilidad para la célula que los produce. En el caso específico de P. aeruginosa, se produce PIO, 

que se une al ADN extracelular en la biopelícula. Esta unión acelera la transferencia de electrones mediada 

por PIO a través de la biopelícula, creando un gradiente de concentración de PIO favorable hacia la profun-

didad de esta (Figura 7). Este mecanismo retiene a PIO en la biopelícula, evitando su pérdida al exterior. 

La transferencia de electrones mediada por fenazinas unidas al ADN extracelular puede ser una estrategia 
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eficaz para aliviar el estrés reductivo en la profundidad anóxica de la biopelícula, que permite contrarrestar 

la baja disponibilidad de oxígeno (Figura 7) [31, 100].  

 

Figura 7. Representación de las interfaces presentes en la biopelícula, gradientes de concen-

tración, pH y O2. Acercamiento muestra una representación de la porosidad y de la distri-

bución de las cargas en la biopelícula. 

Otra consideración importante es que en las biopelículas de P. aeruginosa, el pH puede variar en 

escalas micrométricas. Los gradientes de pH desde la profundidad hasta el borde de la biopelícula podrían 

inducir cambios electrostáticos que afectan la penetración de moléculas pequeñas (Figura 7) [101, 102]. En 

este sentido, la capacidad de adsorción de PIO y otras fenazinas sobre las superficies podría inducir cambios 

electrostáticos beneficiosos en los mesoporos, microporos y la matriz de la biopelícula. Estos cambios po-

drían regular la dinámica del transporte de masa, influyendo en el pH, oxígeno, difusión de iones y sustratos 

[97]. La mejora en la TEE de S. oneidensis cuando PCA se adsorbe en el entorno de la biopelícula, incluso 

en concentraciones bajas (≤ 1 μM) (62), sugiere que la adsorción podría desempeñar un papel importante, 

aunque esta propiedad ha sido poco explorada hasta la fecha [72]. A pesar de ello, es decisivo investigar a 

fondo la adsorción, ya que comprenderla podría revelar la función biológica de las fenazinas en el entorno 

de la biopelícula, contribuyendo así a una comprensión más profunda de la participación de P. aeruginosa 

en la TEE. En este sentido, los métodos electroquímicos pueden desempeñar un papel importante en la 

exploración de la TEE. Mediante estas técnicas, es posible analizar las interacciones interfaciales de los 

MR’s en la biopelícula. Al examinar las respuestas electroquímicas en diversas condiciones experimentales 

es factible inferir los procesos redox y su interrelación con los procesos celulares. Es relevante destacar que 

estos estudios no solo tienen el potencial de revelar los aspectos moleculares de la TEE, sino que también 
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presentan aplicaciones prácticas. La comprensión de cómo las fenazinas y otros MR participan en la trans-

ferencia de electrones no solo amplía el conocimiento de los procesos biológicos esenciales, sino que tam-

bién proporciona información para aplicaciones como la producción de energía, la biotecnología y la res-

tauración ambiental.  

2.3 Estudio electroquímico de la transferencia extracelular de electrones 

La TEE desempeña un papel esencial en microorganismos electrogénicos y ofrece aplicaciones bio-

tecnológicas valiosas. Para comprender mejor sus mecanismos, las técnicas electroquímicas son herramien-

tas de gran importancia para su estudio. La voltamperometría cíclica (VC) y la espectroscopía de impedan-

cia electroquímica (EIE) aportan información fundamental al estudiar la TEE, permitiendo explorarla bajo 

diferentes condiciones. La VC examina procesos fuera del equilibrio, revelando cómo los MR’s, facilitan 

la transferencia de electrones en microorganismos como P. aeruginosa. Esta técnica dinámica proporciona 

detalles sobre tasas de transferencia electrónica, cinética de reacciones y mecanismos de reacción, ofre-

ciendo información de la TEE en sistemas biológicos. 

En contraste, la EIE estudia la TEE en el equilibrio, analizando propiedades electroquímicas en con-

diciones estáticas. En microorganismos como P. aeruginosa, esta técnica ofrece información detallada so-

bre resistencias al flujo de electrones y cinética de reacciones redox, así también la transferencia de masa y 

iónica en las biopelículas. Al integrar esta técnica con la VC se obtiene una comprensión completa de los 

procesos de transferencia de electrones, al abordar tanto las condiciones fuera del equilibrio como las con-

diciones en el equilibrio. Por lo tanto, la aplicación de estas técnicas en el proceso de TEE revelan infor-

mación esencial para aplicaciones biotecnológicas, ambientales y energéticas. 

2.3.1 Estudio de la transferencia extracelular de electrones bajo condiciones fuera del equilibrio 

2.3.1.1 Estudio de la cinética de transferencia extracelular de electrones directa por voltamperometría 

cíclica 

La TEED se realiza por contacto físico entre proteínas respiratorias celulares y la superficie de un 

electrodo. Este proceso se lleva a cabo en una biopelícula adherida al electrodo [66, 103] realizándose a 

través de complejos respiratorios de membrana o de cadenas de proteínas conocidas como nanocables [6, 

104]. Durante la TEED, se considera que el nanocable microbiano está en contacto directo con la superficie. 

Una representación de este ciclo de transporte de electrones se muestra en la Figura 8., donde los electrones 

obtenidos del sustrato siguen una cascada de reacciones a través de 3 pasos. Según lo indicado por Strycharz 
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et al. (2011), el primer paso consiste en la TE entre el sustrato (donante de electrones) y las células micro-

bianas. En el segundo paso, los electrones se incorporan al ciclo metabólico para la síntesis de ATP y 

posteriormente son transportados a los complejos respiratorios presentes en la membrana celular. En este 

punto, los electrones son entregados al nanocable microbiano que actúa MR, donde el nanoclable se reduce 

en el extremo conectado al microorganismo. Finalmente, en el tercer paso, los electrones son transferidos 

desde el MR al electrodo, ocurriendo la oxidación del MR en el electrodo. De acuerdo con el modelo TEED 

propuesto por Strycharz, al estudiar el mecanismo de transferencia de electrones mediante VC, es esencial 

tener en cuenta las siguientes consideraciones: a) los MR se encuentran en forma de nanocables microbianos 

adsorbidos sobre la superficie del electrodo, b) la TE entre los MR y el electrodo debe ser reversible, si-

guiendo los criterios de equilibrio establecidos por la ley de Nernst, y c) los catalizadores (células) consu-

men el sustrato [S] de acuerdo con el modelo cinético de Michaelis-Menten, lo que mantiene una cinética 

de pseudoprimer orden [105].  

 

Figura 8. a) Ciclo de TEED que considera el nanocable microbiano como MR en la superfi-

cie. 

Además, es fundamental lograr una alta densidad de células inmovilizadas en una biopelícula sobre la 

superficie del electrodo. De esta manera, al ocurrir la adhesión del MR y el catalizador al electrodo, se 

favorece una transferencia de electrones y una velocidad de reacción metabólica que se ajustan al modelo 

de capa fina establecido por Laviron [106]. En consecuencia, la reacción para un MR reversible que se 

adsorbe en el electrodo se describe mediante la siguiente reacción: 
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Donde Ox representa al MR en su estado oxidado y Red en su estado reducido. En el modelo electro-

químico de capa fina de Laviron, se puede considerar que los MR tienen una monocapa sobre el electrodo 

con concentraciones similares y uniformes de Red y Ox, alcanzando un estado de equilibrio que parte de la 

ley de Nernst, y cuyo comportamiento está representado por la ecuación: 

Ec. 2 
( )1/2Ox

Red

exp
inF E EC

C RT

− 
=  

 
 

Aquí, n es el número de electrones implicados en una reacción al electrodo, F es la constante de Fara-

day (96485.3321 c/mol), Ei es el potencial inicial del electrodo, E1⁄2 es el potencial de media onda, el cual 

está relacionado con el potencial estándar E0 de la especie adsorbida, R es la constante del gas ideal (8.314 

J/mol*K) y T es la temperatura absoluta. Para este caso, la corriente (velocidad de electrólisis) se define 

por la variación de la cantidad de Ox producido por Red consumido con respecto al tiempo, y deriva de las 

leyes de Faraday según la ecuación: 

Ec. 3 
( ) ( )Ox Red

e

t t i

t t nFA

 
− = =

 
 

Siendo Ae el área electroactiva y el parámetro Γ corresponde a la cantidad de MR que está distribuida 

sobre el electrodo en unidades de mol/m2. Así, considerando la condición donde: 

Ec. 4 ( ) ( ) ( )Ox Red *t t t +  =   

Entonces, la solución de la Ec. 3 es: 

Ec. 5 

Ox
12 2

Red
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1
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* ε

1 ε
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b
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Siendo el parámetro ε1 dado por: 

Ec. 6 
( )1/2

1ε exp
nF E E

RT

− 
=  
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Donde el parámetro b relaciona la energía libre de adsorción con la cobertura del MR en el electrodo 

en estado de saturación superficial (Γ*) [107, 108]. De este modo, la Ec. 5 da como resultado el perfil 

voltamperométrico mostrado en la Figura 9a (Parámetros de simulación empleados: n = 1, Ae = 1 cm2, T = 

25° C, Γ* = 1 x 10-7 mol cm-2), que, de acuerdo con el modelo de Strycharz et al., (2011), se produce cuando 

los nanocables se encuentran adheridos al electrodo y no hay consumo de sustrato [105]. Así, siguiendo el 

modelo de monocapas de Laviron [109], la Ec. 5 deriva en diferentes criterios de análisis para especies 

adsorbidas, tales como la corriente de pico (ip), la cual es linealmente proporcional con v, y está determinada 

por la ecuación: 

Ec. 7 

2 2

*
4

p e

n F
i A v

RT
=   

 

Figura 9. a) Perfil voltamperométrico característico de un MR adsorbido. b) Comporta-

miento electroquímico del MR adsorbido a diferentes valores de v. c) Análisis ip vs. v para 

un MR adsorbido. Curvas adaptadas del modelo de Laviron (1974) para monocapas adsor-

bidas [109]. 

Aquí, se indica que el criterio ip es proporcional a la velocidad de barrido v, lo que da lugar a los 

perfiles voltamperométricos de la Figura 9b, mientras que la Figura 9c muestra la verificación del análisis 

lineal ip frente a v con pendiente m = (9.38 x 105) Aen2Γ*[109]. En presencia de un sustrato (S), los perfiles 

voltamperométricos cambian de forma significativa. De acuerdo con el modelo de Strycharz et al., (2011), 

si se considera la reacción de la Ec. 8, donde el acetato es la fuente de electrones (S), se puede asumir que 

las células oxidan a S liberando hasta 8 electrones, los cuales son transferidos al MR absorbido en el elec-

trodo a través de reacciones bimoleculares monoelectrónicas [105]. De este modo se considera la reacción: 

Ec. 8 
''

1 3 2 2 3CH COO 4H O 2HCO 9H 8kx x e− − + −+ + ⎯⎯→ + + +  
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De manera consecutiva en presencia de MR ocurre la reacción: 

Ec. 9 
'

2 Ox,ads 2 Red,ads8MR 8MRkx x+ ⎯⎯→ +  

Este proceso corresponde al segundo paso descrito en la Figura 8, donde x es el catalizador (microor-

ganismo) y se encarga de entregar los electrones al MR. A continuación, se puede analizar un tercer paso 

para la TE reversible del MR al electrodo mediante dos reacciones consecutivas. La primera ecuación co-

rresponde a una reacción electroquímica, mientras que la segunda es una reacción química entre el MR y 

x. De este modo se obtiene el grupo de reacciones: 

Ec. 10 Red,ads Ox,ads8MR 8MR 8
f

b

k

k
e−+  

Ec. 11 
'

2 Ox,ads 1 Red,ads8MR 8MRkx x+ ⎯⎯→ +  

Tras la transferencia de carga del MR al electrodo, la especie MRRed,ads se transforma en MROx,ads. 

Posteriormente, MROx,ads intercambia electrones con x, regenerando así a la especie MRRed,ads, obteniéndose 

un proceso cíclico. Para el primer paso, se considera que S es el donador de electrones para x de este modo, 

el mecanismo global esta dado por: 

Ec. 12 Red,ads Ox,ads8MR 8MR 8
f

b

k

k
e−+  

Ec. 13 
'

2 Ox,ads 1 Red,ads8MR 8 8MRkx e x−+ + ⎯⎯→ +  

Ec. 14 
''

1 2S P 8kx x e−+ ⎯⎯→ + +  

Donde S representa al acetato, o en su defecto a otro donador de electrones en su estado inicial, mien-

tras que P representa a los productos obtenidos de la oxidación microbiana del S. Savéant & Vianello [110] 

identificaron este tipo de mecanismos cíclicos como catalíticos y, según Rousseau et al. (2014) [106], el 

flujo de materia hacia el electrodo en este proceso esta descrito por: 

Ec. 15 
( )Red Red

0

,
V

e x

C x t di
D

nFA x dt
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= − − − 
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Ec. 17 
( )S

0

,
V

e x

C x ti
D

nFA x
=

 
= + 

 

 

Aquí, V es la velocidad de reacción en la transferencia de electrones de S y esta descrito por la ecua-

ción 18: 

Ec. 18 SV ''k xC=  

De forma similar a la electrocatálisis enzimática, la tasa de conversión de S a P por el catalizador 

coincide con el modelo cinético de Michaelis-Menten, y está parametrizada por la afinidad microbiana por 

el sustrato (KS) y la constante de velocidad (k'cat). Aquí, k'cat es la suma de k’ y k’’ dadas en los pasos 2 y 3 

del mecanismo cíclico. De este modo, de acuerdo con Rousseau et al., (2014), el sistema de reacción de las 

ecuaciones Ec. 12 a 13 se reduce a un sistema de 2 pasos descritos por el mecanismo de las ecuaciones 19 

y 20: 

Ec. 19 Red,ads Ox,adsMR MR 8
f

b

k

k
e−+  

Ec. 20 
'

Ox,ads Red,adsS MR P MRcatk
+ ⎯⎯→ +  

Aquí, el mecanismo catalítico está controlado por la cinética de transformación del MR, es decir, la 

velocidad con la que el catalizador x puede transformar S para entregar los electrones al MR [106]. De 

acuerdo con este modelo cinético, la concentración de S debe ser mucho mayor que la concentración del 

MR para que se lleve a cabo la electrocatálisis. De este modo, se obtiene la condición CS ˃˃˃ C* en la 

biopelícula (sustrato en exceso). Entonces, de acuerdo con Strycharz et al., (2011) [105], la corriente de una 

voltamperometría cíclica bajo estas condiciones viene dada por la Ecuación 21: 

Ec. 21 

Ox
1' 2 2

RedM Red 1

2

1
Ox

1

Red

* ε
ε

1 ε
1 ε

e

e cat

b
vA

bnFA k n F
i

RT b

b

  
   
    = +  

+    
+   

   

 

Donde ΓM es el espesor de la biopelícula.  

La interpretación de la Ec. 21 indica que la forma del perfil catalítico del sistema microbiano se pro-

duce mientras disminuye v, ya que, a valores bajos de v, el transporte de materia al electrodo no es el paso 
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que determina la reacción, (paso 1) de tal modo que la velocidad de regeneración del MR (paso 2) es el 

paso determinante. Así, a valores bajos de v y a valores altos de k'Cat, la corriente i origina el perfil voltam-

perométrico característico de la catálisis en forma sigmoidal. Por el contrario, si v aumenta y k’cat disminuye, 

entonces el perfil voltamperométrico perderá su forma sigmoidal debido que la corriente dada por la adsor-

ción es superior a la corriente catalítica [110, 111]. El efecto de v sobre la forma del perfil catalítico se 

muestra en la Figura 10a. Siguiendo el modelo de Strycharz et al., (2011), el aumento de k'Cat es un factor 

determinante en el proceso de electrocatálisis, ya que valores elevados de este parámetro dominan sobre la 

respuesta electroquímica del MR. La Ec. 21 predice que al aumentar k'Cat el perfil voltamperométrico no 

perderá su forma sigmoidal ya que predomina el control cinético (Figura 10c, curva obtenida para n = 1, Ae 

= 1 cm2, k’cat = 1 × 107 s-1, ΓM = 1 × 10-5 mol/m2, Γ* = 1 × 10-7 mol/cm2.). Algunos estudios experimentales 

como el de Marsili et al., (2008) apoyan este argumento [112]. Tales autores realizaron un estudio electro-

químico de la TEED de Geobacter sulfurreducens mediante VC. Experimentos a diferentes concentracio-

nes demostraron que cuando se mantenían condiciones de exceso de S (concentraciones superiores a 3 mM) 

el perfil voltamperométrico mantenía sus valores de corriente máxima. 

La Figura 10b muestra el efecto del aumento de k'Cat sobre el comportamiento electroquímico del MR 

adsorbido (curva simulada para n = 1, Ae = 1 cm2, v = 1 mV/s). Se observa que a valores bajos de k'Cat, el 

perfil electroquímico retorna a la forma de pico característico de un proceso reversible. Por otro lado, a 

medida que aumentan los valores de k'Cat, el proceso comienza a ser controlado por la cinética de regenera-

ción del MR. Entonces, el perfil voltamperométrico recupera la forma sigmoidal. De acuerdo con la Ec. 21, 

cuando el proceso está controlado por la cinética química la corriente no depende de v. Por lo tanto, no se 

muestran cambios significativos en el perfil voltamperométrico con respecto a v, dando lugar a un valor de 

corriente constante ilim cuyo valor esta descrito por la ecuación 22: 

Ec. 22 
'

lim M *e cati nFA k=    

La cual indica que, el parámetro ilim es proporcional al espesor de la biopelícula (ΓM) y a k’cat. La Figura 

10d (curva obtenida para n = 1, Ae = 1 cm2, k’cat = 1 x 104 s-1, Γ* = 1 x 10-6 mol/cm2, v = 1 mV/s1) demuestran 

la proporcionalidad de ilim con tales parámetros, mientras que en la Figura 10b se observa la dependencia 

del perfil voltamperométrico con el parámetro Γx, donde la señal pasa de ser un pico en valores bajos de 

biomasa en el electrodo a una onda catalítica cuando la biopelícula tiene una densidad celular adecuada. El 

mismo efecto se observa en la Figura 10b. De este modo se puede afirmar que, la cantidad de electrones 

obtenidos de S disponibles para la reducción de MRox es proporcional a densidad celular Γx en el electrodo. 
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Figura 10. a) Efecto de la velocidad de barrido (v) sobre la respuesta electroquímica del MR 

en presencia de x y S. b) Efecto de k’cat en el perfil voltamperométrico del MR c) Efecto de v 

en la onda catalítica del MR bajo condiciones de control cinético d) Efecto de x en el perfil 

electroquímico del MR. Adaptado de Strycharz et al., (2011) [105]. 

2.3.1.2 Estudio de la cinética de transferencia extracelular de electrones indirecta 

Al igual que en la TEED, en la TEEI se pueden identificar tres pasos principales. No obstante, en este 

caso, el catalizador x no dispone de las herramientas moleculares necesarias para establecer un contacto 

físico directo con el electrodo. Por lo tanto, se requiere la introducción de un MR soluble que pueda difundir 

libremente en el electrolito y en la biopelícula (Figura 11). Este MR debe tener la afinidad adecuada para 

interactuar con los complejos respiratorios presentes en la membrana de los microorganismos o con los 

complejos intracelulares capaces de reducirlo. Posteriormente, se lleva a cabo la TEE entre el MR y el 

electrodo mediante la reacción de oxidación. Es crucial que este proceso sea continuo, lo que implica que 

el ciclo redox del MR debe ser rápido como para ser considerado reversible, y que a su vez sea estable para 
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así no generar reacciones acopladas, lo que le permitirá interactuar nuevamente con el catalizador x para 

reducirse. 

 

Figura 11. Representación del ciclo de TEEI con MR. 

Bajo estas consideraciones, para el análisis de la TEEI entre el MR y el catalizador x es necesario 

estudiar el comportamiento electroquímico del MR en ausencia de x. Durante un experimento de VC, se 

inicia un barrido de voltaje desde un valor Ei hasta el voltaje de inversión Eλ o E1 (Figura 12a). En el voltaje 

de inversión Eλ el voltaje se invierte hasta alcanzar E2, el cual puede tener el mismo valor que Ei [111]. Para 

una reacción de oxidación reversible al electrodo en la que los procesos faradaicos del MR dominan la TE 

y no se tienen efectos importantes por limitación del sustrato, entonces se considera la reacción de primer 

orden:  

Ec. 23 Red OxMR MR
f

b

k

k
ne−+  

Donde, de acuerdo con Randles y Ševčík (1948), la corriente i del proceso analizado se puede describir 

mediante la ecuación: 

Ec. 24 ( )*ei nFA C D t   =  

Siendo el término σ = nF/RT.  
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Figura 12. a) Barrido de potencial en función del tiempo (t), el parámetro λ representa el 

valor de tiempo en el que se invierte el barrido. b) Perfil voltamperométrico característico 

de un ciclo redox reversible. Adaptado de Randles & Ševčík (1948) [113, 114]. 

A partir de esta ecuación es posible obtener el perfil i vs. E que se presenta en la Figura 12b, siendo la 

función π1/2χ(σt) la que da forma a este perfil característico [113, 114]. En este punto, la función π1/2χ(σt) = 

i / nFAeC*D1/2(nF/RT)1/2v1/2, alcanza un máximo cuando π1/2χ(σt) = 0.446. De acuerdo con Matsuda y Ayabe 

(1955) el valor ip puede expresarse como: 

Ec. 25 

3

3

p 0.4463 *e

F
i A C Dv n

RT
=  

Para T = 25° C y reduciendo los términos constantes se obtiene la ecuación 26: 

Ec. 26 ( )5 3/2 1/2 1/2

p 2.69 10 *ei n A D C v=   

Esta expresión matemática es conocida como ecuación de Randles – Ševčík [111], y predice que para 

un experimento electroquímico con valores conocidos de Ae, C* y D, ip, y la corriente a lo largo de la curva 

i vs. E son proporcionales a v1⁄2 [113–115]. En la Figura 13a se presenta el comportamiento de la curva i vs. 

E como una función de v1/2. Utilizando este perfil electroquímico, Matsuda y Ayabe (1955) plantearon 

diferentes criterios para el análisis y diagnóstico de las curvas i vs. E mediante el estudio del voltaje [115]. 

Algunos de estos criterios se muestran en la Figura 13b. Tales autores propusieron que el voltaje de pico Ep 

de una onda reversible cumple con los criterios descritos por la ecuación de Nernst, por lo tanto, coincide 

con la ecuación: 
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Ec. 27 
p 1/2

28.5
1.109 mV, 25° C

RT
E E

nF n
= − =  

Así como el voltaje a la mitad del pico Ep⁄2 corresponde a la ecuación: 

Ec. 28 
p/2 1/2 1/2

28
1.09 mV, 25° C

RT
E E E

nF n
= + = +  

Además, como se muestra en la Figura 13b, E1⁄2 se encuentra centrado entre la posición de Ep y Ep⁄2, 

por lo que un diagnóstico adecuado para una onda reversible es: 

Ec. 29 
p p/2

56.5
2.2 mV, 25° C

RT
E E

nF n
− = =  

Para un proceso reversible, Ep es independiente de la v. Algún cambio en la tendencia de este criterio 

podría indicar complicaciones en el electrodo tales como reacciones acopladas o limitación por la velocidad 

de transferencia de electrones del MR [111]. De acuerdo con Bard & Faulkner (2002), una constante ade-

cuada para el estudio de la voltamperometría es ip/v1/2C* = b, conocida también como función voltampero-

métrica, la cual depende de n3⁄2 y D1/2 donde “b” es el valor de una constante [108].  

 

Figura 13. a) Curvas voltamperométricas de un MR a diferentes valores de v para C* = 1 

mM, D = 1 x 10-5 cm2/s1, n = 1, Ae = 1 cm2. b) Onda voltamperométrica reversible en la que 

la corriente adimensional es función de π1/2χ(σt). Adaptado de Matsuda & Ayabe (1955) 

[115]. 

Al igual que en la teoría de la capa fina, la forma del perfil voltamperométrico del MR cambia en 

presencia del catalizador x, dando lugar a un perfil con una típica forma sigmoidal, la cual es característica 

de un proceso catalítico [110]. Como se dijo al principio de esta sección, en la TEEI el MR se encuentra 
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soluble en el electrolito y, por lo tanto, se puede considerar que difunde libremente por la biopelícula y el 

electrolito, descartando así posibles complicaciones como la adsorción sobre el electrodo. Por lo tanto, las 

reacciones para este proceso están determinadas por: 

Ec. 30  Red OxMR MR
f

b

k

k
ne−+  

Ec. 31 
',

Ox RedS MR P MRcatx k
+ ⎯⎯⎯→ +  

De acuerdo con Rousseau et al., (2014) [106], el flujo en el electrodo para este mecanismo está deter-

minado por las ecuaciones: 

Ec. 32 

2
'Red Red

S2 cat

C C
D k C

t x

 
= +

 
 

Ec. 33 

2
'Ox Ox

S2 cat

C C
D k C

t x

 
= −

 
 

Así, considerando que la oxidación del MR ocurre en el electrodo, y que la reducción es un proceso 

llevado a cabo por x, entonces la ecuación que representa a la corriente cinética ik de acuerdo con Torres et 

al., (2008) [116] es: 

Ec. 34 

( )
k lim 0

1

1 exp

i i
nF E E

RT

 
 
  

=  
 − 

+   
    

 

Según lo indican Rousseau et al., (2014), si se considera que el MR difunde libremente en la biopelí-

cula y que S corresponde al acetato, entonces ilim esta descrito por la ecuación: 

Ec. 35 

'

M M
lim

Red

8
*

cat ek C A
i nFA

DC

 
=  

 
 

Por lo tanto, si Ec. 35 se sustituye en Ec. 34, la corriente catalítica para un proceso de difusión se 

describe por: 
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Ec. 36 

( )

'

Red

0

8
*

1 exp

cat x x e
e

k C A
nFA

DC
i

nF E E

RT

 
 
 

=
 −

+  
  

 

De este modo, cuando la velocidad de regeneración del MR (reacción de la Ec. 31) es más rápida que 

la velocidad de TE al electrodo (reacción de la Ec. 32) el perfil voltamperométrico corresponde al de la 

Figura 14a (línea en color claro), mientras que en ausencia de x o de S, el perfil voltamperométrico coincide 

con el perfil de un proceso reversible (Figura 14a, línea en color oscuro). Al igual que en el perfil de la capa 

delgada, la respuesta de la electrocatálisis microbiana se ve afectada a medida que aumenta el valor de v. 

Esto se debe a que, a valores altos de v, la velocidad de TE del MR domina el proceso. Esto ocurre cuando 

k'Cat mantiene valores relativamente bajos, provocando que el perfil voltamperométrico pierda su forma 

sigmoidal y retornando a la forma típica de un proceso reversible. Sin embargo, si el valor de k'Cat aumenta 

de tal modo que la relación k’cat / v = γ es mayor a 0, se recupera el perfil catalítico debido a que la velocidad 

de regeneración del MR domina el proceso. Según Rountree et al., (2014) al dominar el proceso cinético, 

el mecanismo se mantiene en la región cinética pura. En esta región, la corriente i no depende de v, tal como 

lo indica la Ec. 36 [117]. De este modo, el modelo de Rousseau et al., (2014) descrito por Ec. 36, predice 

que la corriente catalítica y la velocidad de regeneración del MR son proporcionales a k’cat y CM, de tal 

modo que el perfil voltamperométrico tendría el comportamiento de la Figura 14c y d (parámetros de si-

mulación para la curva de la Figura 14c: n = 1, Ae = 1 cm2, T = 25° C, C* = 1 mM, CM = 5 x 107 UFC, CS 

= 100 mM, v = 1 V/s.; para la Figura 14d: n = 1, Ae = 1 cm2, T = 25° C, C* = 1 mM, CS = 100 mM, k’cat = 

1 x 10-5 s-1, v = 1 mV/s) [106]. 

La Figura 14c muestra el comportamiento de la curva voltamperométrica como una función de k’cat. 

En la Figura se puede apreciar el cambio en la forma del perfil voltamperométrico a medida que k’cat au-

menta. Esto coincide con lo descrito por Rountree et al., (2014) y por Savéant & Vianello (1963), para un 

proceso catalítico, donde el consumo del sustrato no determina la velocidad de TE. Es decir, que la concen-

tración de S en la superficie del electrodo es igual a la concentración global. Según lo afirman los autores, 

para lograr acceder a esta región se debe evitar a toda costa el agotamiento de S en el electrodo [117]. Del 

mismo modo, es posible acceder a esta región si se tienen concentraciones altas de S en relación con el MR, 

de tal modo que CS se mantiene en estado estacionario [110]. Nótese que, para valores conocidos de Cx, 

experimentos a diferentes valores de v podrían conducir a los valores experimentales de k’cat mediante el 

análisis de ilim. Además, si se mantiene la condición de estado estacionario para CS, entonces ilim es propor-

cional a Cx. El perfil voltamperométrico de la variación de Cx se muestra en la Figura 14d. En experimentos 



Marco teórico 

29 

reales, el modelo de Rousseau et al., (2014) tiene complicaciones debido a que altos valores de x demandan 

un consumo alto de S [106]. Sin embargo, un sistema de alimentación continua podría prevenir dicho pro-

blema. Además, mantener valores altos de x sin interferir con la difusión del MR podría ayudar a mejorar 

el proceso catalítico. 

 

Figura 14. a) Respuesta electroquímica del MR soluble en presencia y ausencia de x. b) 

Efecto de v en el perfil voltamperométrico de un MR en presencia de S y de x. c) Efecto de la 

contante de velocidad catalítica k’cat sobre el perfil voltamperométrico del MR. d) Efecto de 

Cx en el perfil voltamperométrico del MR.  

2.3.1.3 Efectos del agotamiento del sustrato, mediadores redox y desgaste del catalizador  

Bajo condiciones experimentales reales, el proceso de TEE a menudo presenta complicaciones que 

dificultan la obtención de perfiles voltamperométricos que coincidan con los perfiles teóricos, lo que com-

plica la comparación entre mediciones experimentales y ajustes. Estas complicaciones se deben principal-

mente a contribuciones adicionales en la corriente, derivadas de procesos de adsorción, agotamiento de 
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sustrato, densidad celular y afinidad microbiana por el sustrato. Además, el crecimiento celular y la veloci-

dad de reducción u oxidación microbiana del MR también pueden aportar a estas complicaciones. Estas 

contribuciones deben ser consideradas para una interpretación detallada y correcta de los procesos de TEE 

obtenidos en mediciones de VC. Así, las aportaciones científicas de Saveant y su equipo de trabajo, quienes 

se dedican principalmente a la explicación de procesos electroquímicos moleculares, pueden ser un punto 

de partida para el desarrollo de modelos que permitan explicar los perfiles voltamperométricos obtenidos 

en procesos electroquímicos microbianos.  

Esto es especialmente válido debido a las similitudes encontradas en los perfiles electroquímicos, so-

bre todo aquellos que son aplicados para la explicación de la cinética enzimática, cuyos modelos de VC se 

basan en la consideración de la cinética de Michaelis-Menten. Derivado de estas consideraciones, varios 

investigadores han desarrollado modelos voltamperométricos para aplicaciones electroquímicas molecula-

res, teniendo en cuenta diferentes mecanismos de reacción. En la revisión bibliográfica previa, se abordó el 

proceso electrocatalítico microbiano y su mecanismo de reacción (Figura 8y Figura 11). En este meca-

nismo, el MR se regenera gracias al catalizador x, que obtiene electrones del sustrato S, mostrando una 

cinética de pseudoprimer orden cuando hay exceso de S. Este mecanismo se conoce como ECC, y para 

procesos microbianos se puede describir mediante las siguientes reacciones: 

Ec. 37 Red OxMR MR
f

b

k

k
ne−+  [Paso 3] 

Ec. 38 
2,1 2,2

2, 1

,

Ox 2 Red 1MR MR
k k

k
x x

−

+ +  [Paso 2] 

Ec. 39 
1,1 1,2

1, 1

,

1 2S P
k k

k
x x

−

+ +  [Paso 1] 

En el estudio de reacciones biológicas, la aproximación del estado estacionario se aplica generalmente 

debido a la rapidez de estas reacciones y al mantenimiento del exceso de S. Sin embargo, es importante 

reconocer que esta aproximación no siempre es válida en todos los sistemas [118]. El agotamiento de S 

puede llevar a una interpretación errónea del orden de reacción en S y x [119], siendo especialmente rele-

vante en procesos electroquímicos microbianos donde sustratos de alta afinidad pueden ser consumidos 

rápidamente por los microorganismos, generando así un agotamiento importante. Cuando no hay consumo 

de S, la respuesta electroquímica sigue el comportamiento clásico sigmoidal (Figura 15b). Sin embargo, la 

respuesta puede desviarse de esta forma debido a fenómenos secundarios. Por ejemplo, en la Figura 15a y 

15b, se observa que la influencia del consumo de S aumenta a medida que disminuye su concentración 

[117]. La corriente de meseta muestra un aumento inicial proporcional a la concentración de S antes de 



Marco teórico 

31 

alcanzar un límite, donde el control cinético cambia de la reacción del paso 2 a la reacción del paso 3, 

siguiendo así un comportamiento similar al modelo de Michaelis-Menten para la velocidad de reacción 

[119].  

 

Figura 15. a) Curvas voltemperométricas obtenidas por Rountree et al., (2014), donde se 

observa el efecto del agotamiento de S en la respuesta electroquímica del proceso catalítico. 

b) Voltamperogramas cíclicos que muestran el efecto de la concentración del catalizador 

bajo condiciones de no agotamiento de sustrato y c) bajo condiciones de agotamiento de sus-

trato. d) Dependencia de la corriente de pico de la concentración del catalizador con y sin 

agotamiento de sustrato [117].  

Previamente se mencionó que este comportamiento ha sido observado en estudios experimentales. Por 

ejemplo, Marsili et al. (2008) estudiaron una biopelícula de G. sulfurreducens y observaron que, al reducir 

las concentraciones de sustrato de acetato, la corriente anódica limitante aumentaba linealmente cuando el 

acetato era < 200 µM. Sin embargo, a concentraciones superiores a 3 mM, la corriente anódica limitante no 

cambió, sugiriendo un cambio en el mecanismo de reacción dependientes de la concentración del acetato 
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[112]. Además, Yang et al. (2017) reportaron observaciones similares en biopelículas de S. oneidensis al 

variar la concentración del co-sustrato o MR bajo condiciones de exceso de S. En este caso, la corriente de 

salida aumentaba proporcionalmente con el incremento de la concentración del MR, pero una vez que la 

concentración superó los 300 nM, el aumento se suprimió significativamente [71]. Por otro lado, Hamelers 

et al. (2011) realizaron observaciones acerca de la dependencia de la corriente máxima en función de la 

concentración de S, y propusieron un modelo matemático denominado Butler-Volmer-Monod para expli-

carlo. Mediante el ajuste de la ecuación de Monod a las curvas experimentales de corriente versus la con-

centración de S, pudieron determinar la KS aparente (constante de afinidad por el sustrato). Los valores 

obtenidos para la KS aparente fueron de 0.37 mM a un potencial de -0.4 V vs. Ag|AgCl, y de 2.2 mM a -0.3 

V vs. Ag|AgCl, destacando la importancia del potencial del electrodo sobre la variabilidad del parámetro 

KS [120]. 

Adicionalmente, se ha sugerido que el proceso de electrocatálisis microbiana puede estar limitado por 

la concentración del catalizador x. Esto puede deberse al ciclo de vida celular, donde la electrocatálisis 

podría estar limitada por la fase lag de los microorganismos, y por la muerte celular al final de su ciclo de 

vida. Para abordar la descomposición de x, Marsili et al. (2008) realizaron experimentos con diferentes 

valores de x en el electrodo inmovilizando las células de G. sulfurreducens con pectina, la cual podría 

cumplir con una función adicional como MR. Observaron que la corriente de meseta aumentó con el incre-

mento de x en los recubrimientos, pero se aproximó a valores de saturación al agregar cantidades superiores 

a 1 x 10-9 células/cm2 [121]. Sin embargo, los valores de corriente de meseta mostraron una correlación 

lineal con respecto a x, lo que coincide con el comportamiento observado en la Figura 15d, el cual se cumple 

cuando no se presenta agotamiento de S [117]. Asimismo, Zheng et al. (2015) estudiaron biopelículas de 

P. aeruginosa PAO1 con modificación genética, lo cual resultó en un comportamiento catalítico diferente 

comparado con las biopelículas sin modificación. La corriente aumentó significativamente en la variante 

genética, aunque no logró alcanzar el comportamiento sigmoidal, lo que sugiere una mejora en el transporte 

de masa del sustrato, lo que permitiría una mayor asimilación de sustrato y, por lo tanto, una mayor densidad 

celular en el electrodo, llevando al agotamiento del sustrato y generando el perfil observado [122]. Rountree 

et al. (2014) propusieron que el impacto de la descomposición del catalizador puede disminuir a mayores 

valores de v, sugiriendo la necesidad de realizar experimentos a diferentes velocidades de barrido para 

confirmar este mecanismo [117]. En mediciones voltamperométricas experimentales de biopelículas elec-

troactivas, es común observar un fenómeno denominado "cruce de curvas voltamperométricas". A pesar 

de su frecuencia, la explicación de este efecto ha pasado por alto en varias ocasiones. De acuerdo con 

Saveant y Costentin, (2019), este cruce de curvas catalíticas en procesos enzimáticos puede atribuirse a 
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fenómenos de histéresis y cruce de trazas, debido a la complejidad de los procesos biológicos. Estos exper-

tos realizaron simulaciones considerando estos fenómenos, como se muestra en la Figura 16, la cual, mues-

tra el comportamiento de histéresis un proceso catalítico que contenía 20 μM [Os(bpy)2pyCl]2+ como MR, 

0.2 μM peroxidasa de rábano picante como catalizador y 1 mM H2O2 como sustrato, y notaron un incre-

mento en el cruce de curvas al aumentar los valores de v [118]. La histéresis es un efecto de no linealidad 

que representa la tendencia de un material a conservar una de sus propiedades en ausencia del estímulo que 

la originó. En el contexto de un proceso electroquímico microbiano, esto podría deberse a la acumulación 

de carga en la biopelícula o a la presencia de especies químicas que contribuyen a la reacción redox, así 

como la adsorción de otros compuestos o la existencia de intermediarios.  

 

Figura 16. Voltamperogramas cíclicos que muestran el efecto de histéresis en función de la 

velocidad de barrido (v) para un proceso de catálisis enzimática de la peroxidasa de rábano 

picante, en presencia de H2O2 como sustrato y [Os(bpy)2pyCl]2+ como MR [118]. 

Algunos trabajos experimentales como los de Torres et al., (2008); Fricke et al., (2008); y Richter et 

al., (2009) han mostrado perfiles catalíticos en biopelículas de ciertos microorganismos con el efecto de 
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cruce, sin embargo, una explicación exhaustiva de este fenómeno aún no ha sido proporcionada [116, 123, 

124]. Además de las complicaciones cinéticas, otros factores pueden influir en la caracterización y análisis 

electroquímico de la TEE. A menudo se asume que la biopelícula es una capa uniforme; sin embargo, en 

realidad, estas biopelículas suelen ser porosas y generar diferentes vías de transporte de especies químicas, 

lo que afecta la transferencia de masa en la cercanía del electrodo y depende de las interacciones que S, M 

y el MR puedan tener en la matriz de la biopelícula. 

2.3.1.4 Identificación de procesos de adsorción acoplada a difusión de mediadores redox en el electrodo 

La adsorción de los MR es un proceso frecuente en la TEE. Este comportamiento se debe a que la 

mayoría de los MR utilizados en TEE son moléculas orgánicas y compuestos de coordinación que contienen 

ligantes aromáticos, cuyas estructuras moleculares presentan afinidad con la estructura cristalina de los 

electrodos. Dado que los electrodos más comunes son aquellos basados en materiales de carbono, estos 

suelen contener porciones grafíticas que propician interacciones del tipo π-stacking con los MR. El π-sta-

cking es una interacción no covalente que se produce entre moléculas con sistemas π conjugados, como 

anillos aromáticos o dobles enlaces, alineándose de manera paralela y apilándose una sobre otra. Esta con-

figuración resulta en una fuerza atractiva de Van der Waals, lo que conduce a una interacción estable entre 

las moléculas. Estas interacciones facilitan la adsorción de los MR sobre la superficie del electrodo, au-

mentando la disponibilidad de sitios de transferencia de electrones y mejorando la cinética de la reacción. 

La formación de interacciones π-stacking entre los MR y el electrodo promueve la transferencia de 

electrones a través de la interfaz electrodo-mediador. Cuando los MR se adsorben en la superficie del elec-

trodo mediante interacciones π-stacking, los electrones pueden transferirse de manera más eficiente entre 

los orbitales π de la molécula y los estados electrónicos del electrodo. Previamente, la adsorción mediada 

por interacciones intermoleculares entre los MR y los electrodos ha sido documentada. Por ejemplo, Wei y 

Omanovic (2008) demostraron que el FAD, un MR común en TEE de especies del género Shewanella, 

mostraba una fuerte adsorción espontánea en un electrodo de carbón vítreo debido a posibles interacciones 

electrostáticas con el electrodo [84]. Posteriormente, se propuso que la adsorción no específica de FAD con 

el electrodo de carbón vítreo era consecuencia de interacciones de tipo π-stacking [125]. Además, las inter-

acciones intramoleculares de tipo π-stacking entre la estructura de isoalloxazina y sus grupos funcionales 

también pueden tener un papel relevante en el mecanismo de TEE entre las flavinas y los electrodos [82, 

126, 127]. Además de los procesos de adsorción, procesos químicos pueden alterar el ciclo redox del MR. 

Tan et al. (2013) reportaron que el comportamiento atípico del ciclo redox del FMN y el FAD se debía a 

reacciones de TE acopladas a H+, derivadas de interacciones de puente de hidrógeno entre el solvente y la 
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región electronegativa de la estructura de isoalloxazina de las flavinas [85]. Estos comportamientos también 

se han observado en otras flavinas, como en el caso de la RF [86].  

Por otro lado, se ha reportado la adsorción de fenazinas sobre electrodos de carbono, aunque el origen 

y mecanismo preciso de esta adsorción aún no han sido completamente esclarecidos [93, 128]. Además, se 

ha observado evidencia probable de este proceso en fenazinas importantes en el metabolismo de P. aerugi-

nosa, como el PCA y PIO, a través del análisis de perfiles electroquímicos obtenidos por otros investiga-

dores [129, 130]. Es importante tener en cuenta que la adsorción en el electrodo puede contribuir a la co-

rriente de difusión del MR, lo que puede alterar el comportamiento electroquímico esperado para un MR 

reversible. Esto puede ocasionar complicaciones en la interpretación de los perfiles electroquímicos obte-

nidos. Por ejemplo, Shen et al. (2017) observaron un aumento en la generación de bioelectricidad en una 

celda de combustible microbiana inoculada con P. aeruginosa, atribuyendo este incremento a una mayor 

producción de PIO relacionada con un aumento en la permeabilidad de la membrana de P. aeruginosa por 

la producción de soforolípidos. A pesar de que los autores realizaron mediciones de VC, no pudieron es-

clarecer el mecanismo de TEE en la superficie del electrodo [131].  

En otra investigación, Yong et al. (2014) obtuvieron resultados similares, donde los autores informa-

ron sobre la manipulación de cofactores esenciales en el proceso intracelular de transporte de electrones, 

como el par NADH/NAD+. Este incremento en los cofactores mejoró significativamente la generación de 

bioelectricidad en la celda inoculada con P. aeruginosa debido al aumento en la concentración de PIO. Sin 

embargo, a pesar de realizar mediciones de VC, los autores no pudieron obtener información detallada 

sobre el mecanismo de TEE en la superficie del electrodo [132]. Casos similares también han sido reporta-

dos por Yong et al. (2014, 2017) en estudios con P. aeruginosa, donde manipularon cofactores esenciales 

en el proceso intracelular de transporte de electrones para mejorar la generación de bioelectricidad, pero sin 

lograr obtener información detallada sobre el proceso en la superficie del electrodo [133, 134]. En todos 

estos casos, el perfil electroquímico observado para PIO fue similar al esperado para una adsorción. Los 

investigadores utilizaron electrodos de tela de carbono, los cuales, debido a su naturaleza porosa y la pre-

sencia de secciones grafíticas en las fibras, podrían propiciar la adsorción de PIO, controlando así el meca-

nismo por la adsorción del MR y evitando visualizar el proceso catalítico esperado. 

Además, se ha observado que en estudios de TEE mediada por flavinas en cultivos de Shewanella, los 

perfiles electroquímicos de la RF producida por Shewanella fueron similares a los reportados para la ad-

sorción [21]. Estudios similares realizados por Baron et al. (2009) también obtuvieron desviaciones en el 

perfil catalítico de RF, que podrían estar asociadas a dicho proceso [135]. Los perfiles electroquímicos 

obtenidos en la adsorción dependen en gran medida al tipo de interacción formada entre el electrodo y el 
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MR. De acuerdo con Laviron (1964), se pueden tener interacciones repulsivas y atractivas en la superficie 

del electrodo. Estas interacciones provocan que la forma de la curva de VC (dada por el parámetro Ψ) se 

vea afectada [136]. La deducción de la ecuación que define este perfil electroquímico parte de una isoterma 

tipo Frumkin que considera las interacciones atractivas y repulsivas, y esta a su vez, está basada en la 

aproximación de Bragg−Williams la cual está dada por la ecuación: 

Ec. 40 
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Donde los parámetros β y g’ caracterizan la magnitud de las interacciones entre la especie Red u Ox 

con el electrodo [137]. De este modo, de acuerdo con la aproximación de Laviron, la ecuación que describe 

el perfil voltamperométrico está dada por: 
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Donde: 
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Siendo los parámetros θOx y θRed la fracción total de superficie recubierta por las especies Ox y Red 

respectivamente. La solución del parámetro Ψ conduce a los perfiles mostrados en la Figura 17a, siendo el 

valor máximo de este perfil Ψpico determinado por la ecuación: 
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Además, el ancho de los picos (FWHM por sus siglas en inglés, full-with-half-maximum) está deter-

minado por el parámetro ν’gθT, de acuerdo con la relación: 

Ec. 45 ( ) T

2 1 β
FWHM ln ν'gθ β

1 β

RT
n

F

+
= −

−
 



Marco teórico 

37 

De este modo, el parámetro ν’gθT es conocido como el parámetro de interacción de Laviron, y su 

valor, indica la existencia de interacciones repulsivas o atractivas entre las especies redox Ox y Red con el 

electrodo. De acuerdo con Laviron, cuando ν’gθT < 0, las interacciones repulsivas se hacen presentes, pro-

vocando que la curva VC sea más ancha (Figura 17a). Por el contrario, cuando ν’gθT > 0, las interacciones 

atractivas dominan, lo que provoca que el perfil VC se vuelva más estrecho (Figura 17a). En el caso de que 

ν’gθT = 0 se determina que la adsorción es independiente de las interacciones, es decir, no existe interacción 

entre las especies redox adsorbidas y el electrodo. Bajo esta condición, la respuesta electroquímica cumple 

con una isoterma de adsorción de tipo Langmuir en lugar de una de tipo Frumkin [109]. 

Bajo condiciones experimentales reales, las interacciones entre el MR y el electrodo son frecuentes. 

Generalmente, los MR empleados son solubles y difunden en el electrolito. De este modo, se hacen presen-

tes procesos difusivos y de adsorción combinados. Kurapati et al. (2018) han estudiado estos procesos elec-

troquímicos, y han desarrollado modelos matemáticos que después son comparados con respuestas electro-

químicas experimentales [137]. En la Figura 17b se presenta el caso del complejo FcTMA+. Para el caso de 

esta molécula, el valor del parámetro de interacción es de -0.3 ± 0.2, lo que puede interpretarse como una 

atracción repulsiva de baja energía. Los autores asignan este comportamiento a la presencia del enlace con 

H y del ligante CH2N+(CH3)3, lo que podría conferir mayor carga positiva al complejo. Cuando el ligante 

CH2N+(CH3)3 es sustituido por CH2OH (complejo FcCH2OH), la presencia de cargas positivas mejora la 

interacción de atracción con el electrodo, lo que da lugar a la presencia de interacciones de atracción débiles, 

esto como consecuencia de la carga del enlace con H, lo que interfiere en el total de la energía de interacción 

entre el complejo FcCH2OH y el electrodo. Esto da lugar a un valor del parámetro de interacción sea de 

+1.2 ± 0.6, lo que se considera como una interacción de atracción débil y da lugar al perfil electroquímico 

observado en la Figura 17c.  

Nótese que el pico de oxidación se vuelve más estrecho como consecuencia del cambio en los valores 

del parámetro de interacción de Laviron y del aumento en la densidad electrónica en la molécula. Poste-

riormente, el enlace con H se sustituye por el ligante CH2OH (complejo Fc(CH2OH)2), lo que mejora la 

densidad electrónica en la molécula, dando lugar a una interacción más fuerte con el electrodo. Este fenó-

meno origina el perfil electroquímico sea el observado en la Figura 17d, mostrando una señal más estrecha. 

En este caso, el valor del parámetro de interacción es de +3.2 ± 0.3, lo que se considera una adsorción 

fuerte. Pese a que aún no se ha reportado, este comportamiento ya se ha observado en PIO. Recientemente, 

Bacame-Valenzuela et al., (2020a,b) reportaron el perfil electroquímico de PIO producida por P. aerugi-

nosa NEJ01R y NEJ03R. Los autores indicaron que la reacción redox de PIO no era la esperada para un 
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proceso redox reversible sin complicaciones, asegurando que existía una contribución a la corriente de la 

reacción redox, posiblemente como consecuencia de la adsorción al electrodo [93, 128].  

 

Figura 17. Perfiles electroquímicos obtenidos para una adsorción del MR con interacción al 

electrodo. a) Variación de la función Ψ con el parámetro ν’gθT a 25°C según el modelo pro-

puesto por Laviron (1974) [136]. Voltamperogramas cíclicos para diferentes compuestos 

redox sobre grafito pirolítico altamente orientado en presencia de 1M de KCl y a obtenidos 

a una velocidad de barrido (v) de 1 V/s: b) 3 mM de FcTMA+, c) 3 mM de FcCH2OH y d) 3 

mM de Fc(CH2OH)2. Las líneas continuas representan el proceso redox sin adsorción mien-

tras que las líneas punteadas representan la respuesta con adsorción [137]. 

Los autores demostraron el proceso de adsorción empleando la función voltamperométrica, la cual 

está dada por la ecuación: 
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Donde i representa la corriente experimental obtenida de la medición voltamperométrica [108]. Como 

se mencionó anteriormente, el parámetro π1/2χ(σt) define la forma del perfil electroquímico, y en un proceso 

redox sin complicaciones la aplicación de esta función en experimentos a diferentes valores de v da como 

resultado que todos los perfiles encajen perfectamente uno sobre otro debido a que π1/2χ(σt) es constante. 

Sin embargo, como se muestra en la Figura 18a, la corriente de oxidación aumenta en función de v [93]. La 

aparición de estos procesos afecta directamente a los perfiles observados en procesos electroquímicos mi-

crobianos. Yang et al., (2017), estudiaron la TEE de S. oneidensis MR-1 sobre un electrodo de tela de 

carbono, empleando PIO como MR. Los autores realizaron experimentos a diferentes concentraciones de 

PIO y demostraron la TEE de S. oneidensis mediada por dicha molécula, obteniendo perfiles electroquími-

cos característicos de una catálisis al electrodo. Sin embargo, se observó que, al emplear una concentración 

de PIO superior de 300 mM, se hace presente un pico con la forma característica de una adsorción sumado 

a la catálisis (Figura 18b). Por lo que concentraciones altas de PIO podrían afectar la catálisis observada en 

un proceso de TEE. Esto podría explicar los resultados obtenidos por Yong, donde no es posible observar 

el proceso catalítico de P. aeruginosa, debido a que la concentración de PIO es lo suficientemente alta como 

para que el proceso de adsorción domine el mecanismo.  

 

Figura 18. a) Voltamperograma cíclico de PIO (0.14 mM) a corriente normalizada de 

acuerdo con la Ec. 46 a diferentes valores de v, empleando una solución de 

Na2HPO4/NaH2PO4 0.2 M a pH 7 como electrolito soporte y una superficie de carbón vítreo 

como electrodo de trabajo [93]. b) Voltamperograma cíclico de PIO (1 µM) obtenido de un 

electrodo de tela de carbono colonizado con S. oneidensis MR-1, se usó medio mineral M9 

(95%) + medio LB (5%) como electrolito soporte y 10 mM de lactato como sustrato [71]. 

Los perfiles electroquímicos obtenidos durante la TEE dependen en gran medida de las interacciones 

establecidas entre el electrodo y el MR. El estudio de estas interacciones mediante la aproximación de 
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Laviron ha proporcionado una comprensión más profunda de los mecanismos subyacentes en los procesos 

electroquímicos de los MR. Los parámetros de interacción de Laviron, ν’gθT, han demostrado ser útiles 

para caracterizar la naturaleza atractiva o repulsiva de las interacciones entre los MR y el electrodo. La 

presencia de interacciones repulsivas o atractivas entre el MR y el electrodo puede tener un impacto signi-

ficativo en la forma de los perfiles voltamperométricos. Asimismo, la adsorción del MR al electrodo puede 

ser un factor relevante en la interpretación de respuestas electroquímicas, especialmente en sistemas elec-

troquímicos microbianos. Los estudios de casos como el complejo FcTMA+ y la PIO han ilustrado cómo 

cambios en la estructura molecular y las cargas pueden influir en las interacciones y, en consecuencia, en 

la respuesta electroquímica observada. En resumen, la comprensión de las interacciones entre el electrodo 

y el MR es decisivo para un diseño efectivo de procesos electroquímicos microbianos y para interpretar 

adecuadamente las respuestas experimentales en el estudio de la TEE, lo que podría abrir nuevas oportuni-

dades en el desarrollo de aplicaciones en diversos campos de la electroquímica y la microbiología. 
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3 Materiales y Métodos 

3.1 Cepa y condiciones de cultivo 

Se utilizó una cepa de P. aeruginosa NEJ07R (GenBank: MZ835664.1), aislada de las aguas residua-

les de la industria del procesado de maíz. La cepa se cultivó en caldo Luria – Bertani (LB), cuya composi-

ción fue peptona de caseína 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 0.5 g/L. Las células fueron recupe-

radas por centrifugación y posteriormente re-suspendidas en una solución de glicerol:cultivo (50:50) para 

después ser resguardadas en ultracongelación (-80 °C) en alícuotas de 2 mL. Antes de cada prueba biológica 

se seleccionó una alícuota de P. aeruginosa NEJ07R y se inoculó en caldo LB. El cultivo resultante se 

incubó durante 24 horas a 30° C en agitación (200 rpm). Después se inoculó el cultivo en agar LB (peptona 

de caseína 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L y 15 g/L de agar bacteriológico) mediante 

siembra por estría para la obtención del preinóculo fresco. Éste se incubó durante 24 horas a 30° C y después 

se empleó una asada del césped celular obtenido en caldo LB como inóculo fresco. Este inóculo se incubó 

a 30° C, 200 rpm durante 4 horas o hasta obtener una densidad óptica (DO600) aproximada de 0.8 UA. Se 

utilizó 1 mL del caldo bacteriano obtenido para inocular 50 mL de medio LB estéril. Los estudios de con-

sumo de sustrato utilizaron 3 fuentes de carbono: glucosa, fructosa y galactosa (PM: 180.16 g/mol). El 

medio de cultivo incluyó 3 soluciones: a) Na2HPO4 25.6 g/L, KH2PO4 6 g/L, NaCl 1 g/L NH4Cl 2 g/L; b) 

fuente de carbono 200 mM; y c) MgSO4 * 7H2O 1 M. Se utilizaron 25 mL de la solución a), 25 mL de la 

solución b) y 50 µL de la solución c). El medio de cultivo obtenido fue nombrado M9-1. Las pruebas para 

la selección de la fuente de carbono fueron realizadas con agitación (200 rpm) y sin agitación, incubadas a 

30° C durante 48 horas. En los análisis electroquímicos se emplearon 10 mL de caldo LB para la coloniza-

ción de los electrodos. Después de la colonización, la biopelícula fue adaptada a la presencia de la fuente 

de carbono empleando medio M9-1 suplementado con 10% v/v de caldo LB, designando a este medio como 

M9-2. Posteriormente, se realizaron pruebas electroquímicas en presencia de una fuente de carbono y de 

nitrógeno. Para estos análisis se emplearon 10 mL de medio M9-1 en la celda electroquímica. Por último, 

se realizaron evaluaciones electroquímicas en ausencia de la fuente de carbono y nitrógeno, usando 10 mL 

de cada una de las siguientes dos soluciones: a) Na2HPO4 12.8 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0.5 g/L y b) 

MgSO4 * 7H2O 1 M. El medio de cultivo obtenido fue designado como M9-3. Las celdas fueron incubadas 

a 30° C sin agitación entre 60 y 72 horas, o hasta que la corriente eléctrica de respuesta fuera constante. 

3.2 Extracción de piocianina 

PIO se extrajo de un cultivo de 72 horas de P. aeruginosa utilizando una modificación del método de 

Kurachi (1958) [138]. Se centrifugó el caldo de cultivo, se retiró la biomasa y se recuperó el sobrenadante. 
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El sobrenadante se filtró en una membrana de 0.22 μm (Nylon). El sobrenadante filtrado se mezcló con 

cloroformo en una proporción de 1:1. Se añadieron 10 g de Na2SO4 a la mezcla para eliminar los sólidos 

formados. La fracción orgánica obtenida se mezcló con HCl (0.2 N) en una proporción 1:1. La fracción 

ácida se recuperó y neutralizó con NaOH (0.1 M). La etapa de extracción con cloroformo se repitió al 

menos 2 veces para obtener la fracción orgánica final. La fracción orgánica final se mezcló con hexanos en 

una relación 1:1 y se dejó evaporar al aire libre. Al final se obtuvo un polvo azul oscuro, que se almacenó 

en un recipiente color ámbar a - 20 °C. La caracterización cromatográfica acoplada a espectrometría UV-

Vis y espectrometría de masas (UPLC®-PDA-MS) del extracto resultante se muestra en el Anexo 1. 

3.3 Estudio de las reacciones redox de piocianina 

Los estudios electroquímicos se llevaron a cabo utilizando las mismas condiciones descritas por Ba-

came-Valenzuela et al. (2020) [93]. Para los estudios cinéticos y de interacción se utilizaron diferentes 

concentraciones de PIO (0.49, 0.25 y 0.14 mM), que fueron disueltas en un electrolito que contenía solución 

buffer de fosfato sódico (0.1 M) a pH 7. El estudio se realizó mediante VC y cronoculombimetría (CC) en 

un potenciostato/galvanostato BioLogic ® VSP. Se utilizó como electrodo de trabajo un disco de carbón 

vítreo aislado (3 mm de diámetro), que se pulió entre cada experimento con un paño de pulido (Buehler) y 

polvo de diamante (Buehler 1 μm), seguido de un acabado con polvo de alúmina (Buehler, 0,3 µm). Poste-

riormente, el electrodo se lavó y se sonicó en agua destilada durante 60 segundos. Se utilizó Ag|AgCl 3M 

NaCl como electrodo de referencia y un alambre de platino como contraelectrodo. Los electrodos se inte-

graron en una celda de vidrio con un tapón de teflón hidrofóbico. Todos los experimentos se saturaron en 

N2 para eliminar el exceso de O2, manteniendo inerte la atmósfera experimental. Antes de cada experimento, 

se realizó una compensación del 85% del decaimiento óhmico mediante EIE. Para ello, se midió el primer 

punto del espectro de impedancia, correspondiente a la resistencia de la solución (Rsol), y se fijó en el valor 

de voltaje de circuito abierto durante 60 segundos hasta que la variación de voltaje se mantuvo por debajo 

de 10 mV. 

3.4 Colonización del electrodo de trabajo y pruebas de biopelícula 

Se llevó a cabo la colonización de un electrodo de tela de carbono (ETC) mediante un procedimiento 

basado en las metodologías de Ross et al., (2009), Baron et al., (2009) y Yang et al., (2017) [22, 71, 135]. 

Para ello se empleó una celda electroanalítica de 3 electrodos, usando el ETC desnudo (7 mm de diámetro 

aproximadamente) como electrodo de trabajo (Ew), un alambre de Ti como contraelectrodo (Ec) y un elec-

trodo de Hg|Hg2Cl KCl sat’ (ECS) - BioLogic, cat n° A-013430 como electrodo de referencia. Como elec-

trolito soporte se empleó caldo LB estéril ajustado a pH 7. Las mediciones se realizaron en un potenciostato 

BioLogic® Mod. VSP. Se empleó la técnica de cronoamperometría (CA) de pulso directo para el control 
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del potencial de la celda, manteniéndose en 0 V vs. ECS, a fin de favorecer las reacciones de oxidación de 

las fenazinas producidas por P. aeruginosa NEJ07R en la interfaz y estimular la formación de la biopelícula. 

El potencial se mantuvo fijo durante 72 horas o hasta alcanzar la corriente límite, lo que sugiere la adhesión 

de las células sobre el ETC [135]. Al alcanzar esta condición, el caldo LB gastado fue sustituido por caldo 

M9-1 fresco, y el electrodo de trabajo colonizado se lavó con solución buffer de fosfato sódico (Na2HPO4 

– NaH2PO4 10 mM, pH = 7) estéril para eliminar las células remanentes del cultivo líquido, fenazinas no 

adsorbidas y restos de medio de cultivo. Una vez más, al alcanzar la corriente límite, el caldo gastado fue 

sustituido por medio M9-1 en 3 ocasiones más, asegurando que las mediciones electroquímicas fueran re-

producibles. Una vez completado el proceso de colonización, el electrolito M9-1 fue sustituido por M9-2 o 

M9-3, según las condiciones de sustrato a emplear. El efecto de la adición de PIO también fue estudiado, 

añadiendo diferentes concentraciones de PIO (8, 4 y 2 µg/mL) a los electrolitos M9-2 y M9-3, registrando 

el comportamiento del sistema mediante mediciones electroquímicas. Los estudios en la interfaz se reali-

zaron mediante VC y voltamperometría de pulso diferencial (VPD). Los estudios de VC se llevaron a cabo 

a una velocidad de barrido (v) de 10 mV/s. En cuanto a la VPD, los criterios de medición empleados fueron 

a una longitud de paso inicial (PW) de 100 ms seguido de una altura de paso (PH) de 2.5 mV. Posterior-

mente, el voltaje se prolongó por un periodo de paso (ST) de 400 ms a una altura (SH) de 5 mV. La velo-

cidad de barrido alcanzada bajo estas condiciones fue de 10 mV/s. Las curvas de VPD fueron ajustadas 

empleando funciones gaussianas mediante el software OriginPro® 2018 b9.5.1.195. 

3.5 Determinación de azúcares reductores mediante el sistema HPLC-IR 

La determinación de azúcares reductores (glucosa, fructosa y galactosa) se llevó a cabo mediante 

HPLC, midiendo de forma simultánea con el método del ácido-3,5-dinitrosalílico (DNS). Las determina-

ciones cromatográficas se realizaron utilizando un sistema HPLC Acquity® clase H de Waters®, el cual 

dispone de un sistema de bomba cuaternaria, muestreador, inyector automático y horno de columna. Para 

la detección de azúcares reductores se empleó como fase estacionaria una columna Shodex® SP-0810 Co-

lumn, 7 µm, 8 mm x 300 mm, C8 de fase reversa, en un detector de índice de refracción (IR). Como fase 

móvil se utilizó agua ultrapura grado MS obtenida de un sistema de filtración MilliporeSigma™ Simpli-

city™. El flujo de trabajo fue de 0.6 mL/min manteniendo una presión de 980 psi, el volumen de inyección 

se estableció en 20 µL y la temperatura del horno se mantuvo a 60° C. Para la cuantificación de azúcares 

reductores por el método del DNS, se prepararon 400 mL de solución de NaOH (0.5 N). A continuación, 

se añadieron 5 g de ácido 3,5-dinitrosalicílico manteniendo una agitación constante. Una vez homogénea 

la mezcla, se añadieron 150 g de tartrato sódico y potásico. La mezcla se dejó en agitación durante toda la 

noche y se reservó en un recipiente aislado de la luz (4° C). Para la cuantificación de los azúcares reductores, 

se tomaron 500 μL de la preparación DNS y se introdujeron 10 μL de la muestra a cuantificar. La mezcla 



Materiales y Métodos 

44 

se agitó vigorosamente durante 1 minuto. A continuación, la mezcla resultante se calentó en un sistema de 

control de temperatura a 100 °C durante 10 minutos. Una vez realizada la reacción se añadió 1 mL de agua 

fría a la mezcla y luego se midió la absorbancia a 540 nm [139]. 

3.6 Determinación de fenazinas mediante el sistema HPLC-PDA-MS 

Para la separación de fenazinas se utilizó una columna de fase reversa Supelcosil™ LC-ABZ, 25 cm 

x 4 mm, 5 μm como fase estacionaria, a una temperatura de 25 °C. Como fase móvil se utilizó agua (grado 

MS) con ácido fórmico al 0.1% (solución A) y acetonitrilo (solución B) en modo de elución gradiente, cuya 

proporción se muestra en la Tabla 1. El flujo se mantuvo en 0.7 mL/min, el volumen de inyección fue de 

10 µL y la temperatura del automuestreador se mantuvo a 15 °C. Cuatro fenazinas fueron identificadas por 

este método a partir del análisis de los espectros de masas: PIO, PCN, PCA y 1-HP. 

Tabla 1. Gradiente de fase móvil empleado para la separación y detección de fenazinas. 

Tiempo (min) Agua + 0.1% Ac. Fórmico (A) Acetonitrilo (B) 

0 90 10 

10 50 50 

12 50 50 

12 90 10 

20 90 10 

Se empleó un sistema de detección integrado por un detector de matriz de fotodiodos (PDA) y detector 

de espectrometría de masas (QDa). El detector PDA se programó para adquirir datos en el intervalo de 200-

600 nm. Para la detección de masas, el detector QDa se operó en modo electrospray de iones positivo. La 

temperatura de desolvatación se fijó en 600 °C. Se utilizó el modo MS Scan para obtener el espectro de 

masas completo con relaciones m/z entre 100 y 400, adquirido con una velocidad de muestreo de 5 puntos/s 

y el análisis de masas posicionado para diferentes fenazinas. Para la identificación de PIO se ajustó el modo 

SIR en el ion [M+H]+ = 211 m/z, para PCN fue ajustado en 224 m/z, PCA se ajustó en 225 m/z y para 1-

HP se ajustó en 197.15 m/z. La energía de ionización del cono se varió entre mediciones, ajustando el 

parámetro entre 10 y 50 V, registrando los espectros observados. El análisis de datos y la integración de los 

cromatogramas se realizó en Empower 3®. 
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4 Resultados y Discusión 

4.1 Estudio electroquímico de piocianina: Velocidad de transferencia electrónica e interacciones 

intermoleculares 

4.1.1 Proceso redox de piocianina 

Se investigó el proceso de adsorción de PIO sobre un electrodo de carbón vítreo y sus efectos sobre la 

resistencia a la transferencia de carga (Rct) hacia la superficie bajo diferentes concentraciones de PIO. Se 

realizaron estudios de VC a diferentes valores de v, para determinar las diferencias entre los perfiles elec-

troquímicos obtenidos y comprobar las variaciones en los criterios de reversibilidad típicos observados en 

estudios previos [93]. Además, al analizar el parámetro ip, la ecuación de Randles – Ševčík (Ec. 26) muestra 

una visión más amplia de los efectos de la adsorción sobre ip. 

 

Figura 19. Estudios de VC para PIO (0.49 mM). a) 10 mV/s, b) 100 mV/s, c) 1000 mV/s, d) 

10000 mV/s y e) Curva ip vs. v1/2 para la respuesta anódica y catódica de PIO. 
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En dicha ecuación, el parámetro CO* corresponde a la concentración de PIO, por convención en esta 

sección dicho parámetro será definido como C*. Para un proceso reversible sin complicaciones en el elec-

trodo, ip debe ser linealmente proporcional a v1/2. Cualquier proceso redox acoplado que tenga una contri-

bución a la corriente se mostrará como un aumento o disminución anormal en la tendencia de ip. Los resul-

tados de este análisis se muestran en la Figura 19. Los resultados muestran diferencias notables bajo con-

diciones de electrólisis rápida (v > 1000 mV/s). Una de las diferencias más importantes es la dependencia 

de la corriente pico anódica (ipa) en función del parámetro v1/2, reportada previamente [93] (Figura 19e), 

mostrando un incremento mayor que los valores de corriente pico catódica (ipc) y de los valores calculados 

esperados para un proceso redox sin complicaciones. 

Tabla 2. Criterios de reversibilidad para PIO obtenidos a partir del análisis VC (0.49 mM). 

v (mV/s) ΔEp (mV) ipa/ipc ipa/v1/2* ipc/v1/2* 

10 40.03 1.04 9.75 × 10-5 9.35 × 10-5 

100 40.86 1.15 1.05 × 10-4 9.12 × 10-5 

1000 52.46 1.59 1.54 × 10-4 9.61 × 10-5 

10000 85.03 1.57 1.74 × 10-4 1.11 × 10-4 

*Función voltamperométrica i/v1/2. 

Estudios previos reportaron que el incremento de ip en sistemas similares es consecuencia de la adsor-

ción al electrodo, tomando como referencia los valores del criterio ipa/ipc, que indica la relación de los picos 

del ciclo redox. Zuaznabar-Gardona y Fragoso (2022) obtuvieron resultados similares utilizando FcCH2OH 

sobre un electrodo de carbón vítreo modificado con nano-cebollas (nano-onions) de carbono (GCE/CNO) 

[140]. En este estudio, bajo condiciones de electrólisis lenta (v < 1000 mV/s - Figura 19a y b) a una con-

centración de 0.49 mM, los valores del criterio ipa/ipc permanecen cercanos a 1, por lo que no hay efectos 

importantes de la adsorción u otras complicaciones sobre la superficie (Tabla 2). Del mismo modo, los 

valores del criterio dado por la función voltamperométrica (ipc/v1/2) permanecen cercanos, indicando que la 

reacción de reducción es más estable. Mientras tanto, el criterio ipa/v1/2 permanece variable, indicando que 

la reacción de oxidación afecta en mayor medida a la reacción redox de PIO, permaneciendo inestable 

(Tabla 2). Esto se debe a que los valores de ip/v1/2 pueden ser dependientes de v cuando existen procesos 

acoplados (Tabla 2), destacando así las contribuciones de ipa a la corriente del ciclo redox. La Figura 19e 

muestra la contribución de ipa a la corriente total calculada esperada para un proceso sin adsorción, mos-

trando también su tendencia no lineal debido al probable proceso de adsorción al electrodo. De forma si-

milar para la corriente catódica, donde se revela que ipc también tiene una contribución al electrodo, aunque 

en menor medida que ipa (Figura 19e). Por otro lado, se analizaron los valores del criterio ΔEp, que puede 

tomarse como indicador de la cinética a la transferencia de carga entre PIO y el electrodo. Los efectos sobre 
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la cinética a la transferencia de carga son evidentes porque se muestra una dependencia del parámetro ΔEp 

en función de v a valores superiores a 1,000 mV/s. Probablemente porque en condiciones de electrólisis 

rápida (v > 1000 mV/s), la transferencia de electrones podría estar limitada por la resistencia a la transfe-

rencia de carga (Figura 19c y d). 

 

Figura 20. Estudios de VC para PIO (0.25 mM). a) 10 mV/s, b) 100 mV/s, c) 1000 mV/s, d) 

10000 mV/s y e) Curva ip vs. v1/2 para la respuesta anódica y catódica de PIO. 

De forma similar, se estudió el ciclo redox de PIO a una concentración de 0.25 mM. Al igual que en 

las condiciones anteriores, los efectos de adsorción son notables bajo condiciones de electrólisis rápida 

(Figura 20c y d). Sin embargo, a partir de condiciones de electrólisis lenta, es posible observar contribucio-

nes de corriente asociadas a la adsorción (Figura 20a y b). En este caso, el criterio ipa/ipc se mantiene por 

encima de 1 a valores bajos de v (ver Tabla 3), indicando que la corriente anódica es superior a la catódica. 

Los valores del criterio ip/v1/2 muestran variaciones en el perfil de la VC para ambas reacciones. La depen-

dencia de ipa/v1/2 con respecto a v era la esperada para la oxidación, ya que los mayores efectos de adsorción 

están presentes en este proceso. Sin embargo, la dependencia del criterio ipc/v1/2 para la reacción de reduc-

ción muestra también variaciones (Tabla 3). Este efecto puede interpretarse como un indicador de contri-

buciones a la corriente relacionadas con la adsorción [93, 128]. Las contribuciones de corriente bajo la 
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condición C* = 0.25 mM se visualizan en la Figura 20e. Los resultados mostrados son similares a los 

obtenidos bajo la condición C* = 0.49 mM. Por otro lado, los valores del criterio ΔEp (Tabla 3) sólo son 

significativos a valores de v > 1000 mV/s, por lo que los efectos de la resistencia a la transferencia de carga 

podrían ser menores que en la condición C* = 0.49 mM. 

Tabla 3. Criterios de reversibilidad de PIO obtenidos a partir del análisis VC (0.25 mM). 

v (mV/s) ΔEp (mV) ipa/ipc ipa/v1/2* ipc/v1/2* 

10 35.7 1.23 6.13 × 10-5 4.97 × 10-5 

100 35.4 1.47 7.30 × 10-5 4.94 × 10-5 

1000 36.5 1.73 9.53 × 10-5 5.51 × 10-5 

10000 53.8 1.82 1.19 × 10-4 6.50 × 10-5 

*Función voltamperométrica i/v1/2. 

El ciclo redox de PIO a una concentración de 0.14 mM también fue estudiada (Figura 21). Al igual 

que bajo la condición donde C* = 0.25 mM, los efectos de adsorción sobre el perfil de la VC también son 

notables desde la condición de electrólisis lenta (Figura 21a y b). Los VCs de PIO mostraron los mayores 

efectos de adsorción bajo la condición donde v ≥ 500 mV/s (Figura 21c y d). El efecto de la adsorción en 

la superficie disminuyó a medida que v se acercaba a las condiciones de electrólisis lenta. Sin embargo, el 

criterio ipa/ipc indica que los valores de ipa no se redujeron lo suficiente como para asegurar que no hay 

contribuciones de corriente procedentes de la adsorción bajo estas condiciones (ver Tabla 4). Kurapati et 

al., (2018) informaron que la mejora de la corriente en sistemas similares se debe al proceso de transferencia 

de carga en la esfera externa del electrodo acoplado a un proceso de adsorción y desorción localizado en la 

esfera interna [137]. De forma similar, la interpretación de los valores del criterio ip/v1/2 para la corriente 

catódica indica contribuciones a la corriente en las condiciones de electrólisis rápida (Figura 21c y d), un 

efecto también observado en los experimentos a C* = 0.25 mM y 0.49 mM.  

Los resultados obtenidos sugieren que la cobertura de saturación del electrodo por el adsorbato (Гs) 

podría estar directamente relacionada con la concentración C*. Con base en esto se sugiere que, en concen-

traciones elevadas, existe un efecto más pronunciado de la resistencia a la transferencia de carga, ocasio-

nado por el bloqueo del electrodo debido a la inhibición de sitios activos. En este caso, la transferencia de 

electrones al electrodo por parte de PIO en la solución se ve comprometida. Esta situación explica las va-

riaciones en el criterio ΔEp, las cuales solo son notables en la condición donde v > 2000 mV/s. A medida 

que la concentración de C* aumenta, se observa una mayor variación en ΔEp, lo que podría respaldar la 

hipótesis del bloqueo del electrodo. En este contexto, el criterio ΔEp se convierte en un indicador clave de 

la limitación impuesta por la resistencia a la transferencia de carga. Es interesante destacar el impacto de la 
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adsorción en el ciclo redox de PIO, ya que un mayor valor de C* se traduce en un mayor número de especies 

adsorbidas (Γ*) en la superficie del electrodo de carbón vítreo. 

 

Figura 21. Estudios VC de PIO (0.14 mM) a diferentes velocidades de barrido. a) 10 mV/s, 

b) 100 mV/s, c) 1000 mV/s, d) 10000 mV/s y e) Curva ip vs. v1/2 para la respuesta anódica y 

catódica de PIO. 

Sin embargo, cuanto más se aproxima la cantidad de adsorbato (Γ) a la cantidad máxima de saturación 

(Γs), los efectos sobre el perfil de la VC parecen ser menores porque Γs tiende a conservar valores relativa-

mente bajos. Además, los efectos de Γs son mayores sobre la cinética a la transferencia de carga porque el 

criterio ΔEp se ve más afectado a valores más altos de C*. Los resultados del análisis de la corriente con el 

criterio de Randles – Ševčík muestran efectos similares a los obtenidos a otras concentraciones (Figura 21e). 

La contribución de la adsorción a la corriente anódica es mayor que en la corriente catódica. Como se 

informó en un reporte anterior, los resultados de la VC sugieren que PIO se adsorbe en la superficie de 

carbón vítreo, probablemente debido a la interacción electrostática con el electrodo. Posteriormente, durante 

el barrido directo (barrido catódico) PIO se acumula en la superficie y se adsorbe debido a la reacción de 

reducción. Además, las moléculas de PIO que ya estaban adsorbidas antes del barrido se reducen por efecto 

del escaneo de voltaje. Al invertir el barrido en dirección anódica, las moléculas adsorbidas se oxidan al 
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mismo tiempo que las moléculas de la esfera exterior de la interfase, lo que hace que la corriente anódica 

aumente considerablemente al haber una mayor acumulación de moléculas de PIO en la superficie del elec-

trodo. A partir de estos resultados, surge la hipótesis del bloqueo del electrodo, ya que, a medida que se 

adsorben más moléculas de PIO específicamente sobre el electrodo, disminuye el número de sitios activos 

disponibles para llevar a cabo las reacciones redox de PIO disuelta en el electrolito. Esto provocaría que la 

velocidad de transferencia de electrones disminuyera porque la adsorción específica podría hacer que los 

parámetros cinéticos kapp y Rct tuvieran variaciones. 

Tabla 4. Criterios de reversibilidad obtenidos a partir del análisis VC de PIO (0.14 mM). 

v (mV/s) ΔEp (mV) ipa/ipc ipa/v1/2* ipc/v1/2* 

10 32.2 1.16 2.99 × 10-5 2.58 × 10-5 

100 31.8 1.32 3.49 × 10-5 2.65 × 10-5 

1000 31.5 1.49 4.73 × 10-5 3.18 × 10-5 

10000 53.8 1.59 6.28 × 10-5 4.22 × 10-5 

*Función voltamperométrica i/v1/2. 

4.1.2 Efecto de la concentración sobre la velocidad de transferencia electrónica 

Para validar la hipótesis de la sección 4.1.1, se calcularon los parámetros cinéticos por VC y se cuan-

tificó el número de especies adsorbidas (Γ) mediante CC de doble paso. El cálculo de kapp se realizó en 

experimentos de VC bajo condiciones de electrólisis rápida (v > 1000 mV/s) evaluando la variación del 

voltaje del pico (∆Ep) en función de v (Anexo 2, ver Figura A2-1). Para este fin, el criterio ∆Ep fue empleado 

para obtener el parámetro adimensional ψ, el cual está dado por la ecuación: 

Ec. 47 
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Asimismo, se calcularon los valores de α a partir del parámetro Ep - Ep/2 a diferentes valores de v para 

cada valor de concentración. El parámetro Ep - Ep/2 se determina mediante la siguiente ecuación: 

Ec. 48 p p/2

47.7
 mV a 25° C

α
E E− =  

Para el cálculo de Γ, se empleó la ley de Cottrell, la cual indica que, para un sistema reversible, la 

carga de pulso directo Qd se expresa como: 
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Mientras que la carga del pulso inverso Qr está dada por: 
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donde: 

Ec. 51 ( )
1/21/2 1/2τ τt t  = + − −

 
 

siendo t el tiempo del experimento, COx* la concentración de PIO en su estado oxidado, CRed* la con-

centración de PIO en su estado reducido, τ es el tiempo que dura el período de cada paso de potencial, Qdl 

corresponde a la carga de la doble capa mientras que QOx,ads y QRed,ads corresponden a la carga de las especies 

Ox y Red adsorbidas en el electrodo, donde Qads está dado por la relación: 

Ec. 52 
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Así, al llevar a cabo la linealización de la carga del experimento CC en función del parámetro temporal 

t1/2 para el pulso directo, y φ para él puso inverso mediante un gráfico de Anson, es posible obtener los 

valores experimentales de Γ a partir de la Ec. 52, ya que esta ecuación correspondería a la intersección de 

la recta en x (ver Anexo 3, Figura A3-1). Estos valores pueden graficarse en función del voltaje impuesto. 

Los resultados se muestran en la Figura 22 y confirman las observaciones realizadas en los experimentos 

por VC. De acuerdo con los resultados, la carga en la superficie del electrodo aumenta como función de la 

concentración inicial C* para ambos procesos redox, siendo la carga de la reacción anódica la que contri-

buye en mayor medida a este aumento. Estos resultados indican un incremento en la concentración de PIO 

en la superficie del electrodo. De acuerdo con estos resultados, se puede establecer que el aumento del 

parámetro Γ es proporcional a la concentración C*. 
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Figura 22. Parámetro Г como función del potencial a diferentes valores de C*. a) 0.49 mM, 

b) 0.25 mM y c) 0.14 mM. 

Dados los datos obtenidos en las mediciones VC, es probable que las desviaciones cinéticas observa-

das estén relacionadas con C*, y a su vez, con Г. Por lo tanto, la velocidad de la TE podría ser dependiente 

de C* y Γ para ambas reacciones. Los parámetros cinéticos experimentales calculados mediante mediciones 

de VC se muestran en la Tabla 5. Los resultados muestran que el electrodo puede bloquearse a altos valores 

de C*. Los valores de kapp disminuyen cuando C* aumenta, de tal modo que kapp = 1.97 × 10-1 cm/s cuando 

Γ* = 9.41 × 10-12 mol/cm2 y disminuyen a kapp = 2.79 × 10-2 cm/s cuando Γ* = 1.88 x 10-11 mol/cm2.  

Tabla 5. Parámetros cinéticos obtenidos a diferentes concentraciones de PIO. 

C* (mM) Γ* (mol/cm2) kapp (cm/s) i0 (A) Rct (Ω) α 

0.49 1.88 × 10-11 2.79 × 10-2 1.87 × 102 6.89 × 10-5 0.13 

0.25 1.25 × 10-11 8.47 × 10-2 2.89 × 102 4.44 × 10-5 0.39 

0.14 9.41 × 10-12 1.97 × 10-1 3.77 × 102 3.41 × 10-5 0.63 

Por esta razón, los valores de Rct aumentan de 3.41 × 10-5 Ω cuando C* = 0.14 mM a 6.89 × 10-5 Ω 

cuando el valor de C* = 0.49 mM. Chen et al., (2018) obtuvieron resultados similares al estudiar el par 

redox Co (III)/Co (II) asociado con compuestos de coordinación, encontrando la existencia de una depen-

dencia lineal de kapp como función de Γ*. Los autores atribuyen este efecto a la autoinhibición del electrodo 

debido a la adsorción, justificando la relación lineal con el modelo de Amatore para electrodos parcialmente 

bloqueados (Figura 23d) [141]. Por otro lado, los valores del coeficiente de transferencia α también mues-

tran una dependencia de Γ*. El criterio α es un parámetro que mide la simetría de las barreras de energía 

libre de las reacciones redox (ΔG0). Por lo tanto, α es un parámetro que permite identificar la relación de la 

energía libre entre la reacción de oxidación y la reacción de reducción. Una simulación de las barreras de 

energía empleando valores experimentales de α se muestra en la Figura 23. 
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Figura 23. Barreras de energía libre teóricas para diferentes valores de α y de C* bajo con-

diciones de TE rápida: a) C* = 0.49 mM, α = 0.13, b) C* = 0.25 mM, α = 0.39, c) C* = 0.14 

mM, α = 0.63. d) Gráfico de kapp como una función del parámetro Г. U.A = Unidades arbi-

trarias. 

Los resultados de este análisis mostraron una desproporción entre las barreras de energía teóricas en 

función de C* revelando que la contribución energética para la reacción anódica disminuye notablemente 

cuando la condición es C* = 0.49 mM (Figura 23a). Este criterio explica la disminución de kapp en esta 

condición, lo que indica interferencias energéticas, posiblemente debido a la energía libre de adsorción 

(ΔG0
Ads). Este fenómeno es evidente a concentraciones más bajas, como se muestra en la Figura 23b y c 

para las condiciones C* = 0.25 mM y C* = 0.14 mM, respectivamente. La teoría de Marcus predice que la 

TE en la esfera externa de la interfaz se vuelve lenta debido a la lenta reorganización del espín del electrón 

por el efecto de una reacción acoplada, en este caso la adsorción, la cual demanda electrones de la reacción 

redox difusional. Esto concuerda con la aparición de una constante de velocidad de adsorción kads que de-

pende de kapp [142]. Por otro lado, Chen et al. (2018) afirman que kapp depende de Γ* debido al efecto de 

autoinhibición. [141]. 
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4.1.3 Interacciones intermoleculares entre PIO y el electrodo 

Para evaluar la interacción entre PIO y el electrodo de carbón vítreo, se realizó el cálculo experimental 

del parámetro de interacción de Laviron (ν'gθT), el cual indica el tipo de interacción entre el adsorbato y el 

electrodo y cuyo valor muestra que la interacción con el electrodo tendrá mayor atracción a medida que los 

valores de este parámetro sean mayores. De acuerdo con el análisis de VC, se obtuvieron los valores expe-

rimentales de ν'gθT [136]. Así, ν'gθT se calculó a partir de la solución matemática de la ecuación Ec. 45 y 

de la curva trabajo mostrada en el Anexo 4 (Figura A4-2). De este modo, para el cálculo del parámetro 

FWHM (full-with-half-maximum, por sus siglas en inglés) se realizó una substracción de la corriente VC 

de difusión calculada matemáticamente a la corriente VC experimental obtenida como se muestra en el 

Anexo 4 (ver Figura A4-1). Una vez obtenido el valor de FWHM, este se extrapoló en la curva trabajo del 

Anexo 4 (ver Figura A4-2), conduciendo directamente al valor de ν'gθT [136, 140]. El término β, el cual 

está relacionado con la energía libre de adsorción ΔG0
ads, puede ser calculado a partir del parámetro ν'gθT 

mediante la solución matemática de la ecuación: 
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Mientras que el parámetro ΔG0
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Los resultados de este análisis se muestran en la Tabla 6.  

Tabla 6. Parámetros de interacción obtenidos a diferentes concentraciones de PIO. 

C* (mM) Γ* (mol/cm2) ΔG0
ads, Red (kJ/mol) ν'gθT, Red ΔG0

ads, Ox (kJ/mol) ν'gθT, Ox 

0.49 1.88 × 10-11 -1.62 ± 0.02 0.60 ± 0.05 -1.71 ± 0.02 0.30 ± 0.07 

0.25 1.25 × 10-11 -1.59 ± 0.01 0.68 ± 0.03 -1.69 ± 0.03 0.36 ± 0.10 

0.14 9.41 × 10-12 -1.55 ± 0.02 0.79 ± 0.05 -1.75 ± 0.01 0.12 ± 0.04 

Los datos indican que las moléculas de PIO en la reacción anódica bajo la condición de C* = 0.49 mM 

crean interacciones intermoleculares de atracción con el electrodo, obteniendo valores de ν'gθT,Red = 0.60 ± 

0.05 y ν'gθT,Ox = 0.30 ± 0.07 (Tabla 6). Una interacción de este tipo explicaría las variaciones de α bajo esta 

condición. Asimismo, los resultados de ν'gθT indican que, tanto para la reacción de oxidación como de 
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reducción, las interacciones de atracción entre PIO y el electrodo son las dominantes. Además, es intere-

sante destacar que los valores de ν'gθT muestran una dependencia de C* y Г*, siendo un indicador de que 

las interacciones entre PIO son dependientes de estos parámetros. Sin embargo, en cuanto a ΔG0
Ads, se 

puede observar que sus valores son relativamente similares e independientes de C* y Г*. Asimismo, los 

valores de ΔG0
Ads son relativamente bajos, por lo que se puede decir que se trata de una adsorción débil 

[143]. Con base en estos resultados, se propone que la adsorción al electrodo probablemente ocurre por 

efecto de un apilamiento π-π, debido al acercamiento de los anillos que componen PIO con los anillos 

aromáticos de la matriz del electrodo (Figura 24).  

 

Figura 24. Representación de las posibles interacciones (apilamiento π-π o CH3-π) entre PIO 

y la superficie del electrodo de carbón vítreo. 

Kurapati et al. (2018) informaron sobre la adsorción de compuestos de coordinación de Fe+ en un 

electrodo de grafito pirolítico altamente orientado (OHPG) y obtuvieron procesos similares a los reportados 

en este estudio [137]. Los autores explican que la adsorción en el electrodo se puede atribuir a apilamientos 

intermoleculares π-π o bien CH3-π. De manera similar, para este estudio, se pueden considerar tanto apila-

mientos π-π como interacciones laterales CH3-π debido a la estructura del electrodo de carbón vítreo y PIO. 

Siguiendo el modelo de Jenkins & Kawamura [144], la estructura del carbón vítreo está compuesta por 

dominios grafíticos similares a cintas de átomos de carbono. Estas cintas de carbono tienen una hibridación 

sp2 y se apilan en capas (microfibrillas) torcidas e irregularmente entrelazadas [145]. Esto hace que las 

cintas ordenadas en el plano basal queden expuestas al electrólito, así como los grupos funcionales -CH3 

del plano de borde. Por lo tanto, ambas partes podrían estar en constante interacción con PIO. 
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4.1.4 Proceso de adsorción de PIO sobre un electrodo de carbón vitreo 

De acuerdo con los resultados de este estudio, se puede afirmar que existe una dependencia entre la 

tasa de transferencia de electrones kapp y el número de especies adsorbidas en la superficie del electrodo Г. 

Se propone que la disminución del parámetro kapp se debe a la acumulación de especies redox adsorbidas 

en el plano interno de Helmholtz (IHP). La Figura 25 muestra una representación de este proceso basándose 

en el modelo extendido de Amatore. 

 

Figura 25. Representación de la adsorción de PIO sobre la superficie del electrodo. Modelo 

esquemático basado en el modelo extendido de Amatore para la transferencia de electrones 

en el plano interno de Helmhotlz (IHP) y el plano externo de Helmholtz (OHP). Representa-

ción de la adsorción a C* = 0.14 mM (a), C* = 0.25 mM (b) y C* = 0.49 mM (c). 

La adsorción bajo la condición C* = 0.14 mM está relacionada con valores más bajos de Γ (Γ = 9.41 

× 10-12 mol/cm2), y la existencia de moléculas de PIO presentes en el IHP. Esto hace que las moléculas de 

PIO que se encuentran en la solución (plano externo de Helmholtz - OHP) interactúen con el electrodo 

únicamente a través de los espacios ubicados entre las moléculas de PIO adsorbidas (Figura 25a). En con-

traste, a medida que C* y Γ aumentan, hay un mayor número de moléculas de PIO presentes en el IHP. Por 

esta razón, el número de sitios activos en la matriz del electrodo disminuye, lo que hace que las moléculas 

presentes en la solución no puedan interactuar con la superficie (Figura 25a y b). Esto provoca que la co-

rriente de intercambio i0 disminuya, pasando de un valor de 3.77 × 102 A, a 2.89 × 102 A cuando C* aumenta 

de 0.14 mM a 0.25 mM, respectivamente (ver Tabla 5). En cuanto a las interacciones intermoleculares entre 

PIOH2 PIO2+

Matriz del electrodo

PIO adsorbida

PIO en disolución

IHP

OHP

a) b) c)
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PIO y el electrodo, las interacciones de atracción son dominantes. Una posible explicación es una afinidad 

entre PIO y el electrodo debido a la presencia de anillos aromáticos en su estructura molecular, favoreciendo 

las interacciones de apilamiento π-π. Los resultados de este estudio proporcionan información importante 

sobre el comportamiento electroquímico de PIO en superficies a base de carbono. Esta información será la 

base para la comprensión de sistemas complejos, donde los procesos de adsorción podrían favorecer o 

inhibir la transferencia de electrones, siendo las celdas electroquímicas – microbianas el objetivo a alcanzar. 

Los valores de ΔG0
Ads calculados para el proceso de adsorción de PIO indican una adsorción de baja energía 

(ΔG0
Ads, Red = -1.62 ± 0.02 kJ/mol, ΔG0

Ads, Ox = 0.36 ± 0.10 kJ/mol, ver Tabla 6). 

Sin embargo, el parámetro Laviron para el proceso de oxidación indica una interacción de atracción 

hacia el electrodo (ν'gθT > 0, ver Tabla 6). Esto es posible debido a las interacciones de apilamiento π y 

CH3-π entre PIO y los grupos funcionales presentes en la superficie de carbón vítreo, siendo de especial 

interés para el desarrollo de celdas electroquímicas – microbianas, ya que la mejora de estas interacciones 

permitirá mantener una mayor ΔG0
Ads, favoreciendo la estabilidad de la adsorción y con ello, mejorando las 

interacciones de los microorganismos con el electrodo. Una de las principales aplicaciones de este fenó-

meno es la modificación de electrodos manteniendo el MR adsorbido. En general, el carbono es un material 

hidrofóbico que conduce a una deficiente adherencia de las colonias bacterianas, lo que resulta en una falta 

de capacidad de transferencia de electrones. Sin embargo, la modificación de la superficie con nanocom-

puestos de óxidos metálicos o polímeros conjugados conductores tiene ventajas para mejorar la adherencia 

y biocompatibilidad de los microorganismos, lo que favorece la velocidad de TE, esto se debe a la presencia 

de grupos funcionales polares y cargados [4]. En particular, la adsorción específica de PIO en la superficie 

del electrodo podría mejorar significativamente las propiedades hidrofílicas del electrodo debido a su natu-

raleza polar, lo que podría favorecer el transporte de iones y la adherencia de las células de P. aeruginosa 

a los electrodos. 
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4.2 Proceso de transferencia extracelular de electrones de Pseudomonas aeruginosa NEJ07R sobre 

un electrodo de base carbono mediada por piocianina 

4.2.1 Validación del ciclo redox de piocianina 

La Figura 26 presenta el perfil VC de PIO bajo la condición de v = 0.01 V/s. Durante el escaneo directo 

en la dirección catódica, PIO manifestó su primer proceso redox (Ic), el cual fue asignado a la reacción de 

reducción PIO2+ + 2H+ + 2e- → PIOH2 (ver Ec. 55), presentando un valor de Epc = -0.308 V vs. ECS. 

Mientras que el escaneo inverso manifestó el proceso complementario (Ia), el cual fue asignado a la reacción 

de oxidación PIOH2 → PIO2+ + 2H+ + 2e-, presentando un Epa = -0.271 V vs. ECS. Un análisis del criterio 

de reversibilidad ΔEp = 0.059V/n confirma un ciclo redox de dos electrones, ya que la diferencia en los 

picos ΔEp para PIO da como resultado un valor de 0.034 V. Por lo tanto, es razonable considerar el siguiente 

sistema de reacciones: 

Ec. 55 
2

2PIOH PIO 2H 2
f

b

k

k
e+ + −+ +  

La función voltamperométrica i/v1/2 se utilizó para obtener un perfil comparativo preciso (Figura 26b). 

Según esta función, si la corriente del VC se divide entre la raíz cuadrada de la velocidad de barrido (v1/2), 

el cociente obtenido debe tener un valor constante. La condición para este criterio es que no haya compli-

caciones relacionadas con reacciones acopladas u otros fenómenos que contribuyan a la corriente total "i" 

del sistema. El análisis de PIO bajo este criterio muestra que la corriente del proceso redox asociada con la 

oxidación (Ia) depende de v a medida que se acerca a las condiciones de electrólisis rápida. 

Por otro lado, la corriente del proceso redox (Ic) asociada con la reducción se mantiene en valores 

relativamente constantes bajo condiciones de electrólisis lenta. Aunque también aumenta su valor cuando 

el experimento se acerca a las condiciones de electrólisis rápida. Wopschall & Shain, (1967) habían predi-

cho estos fenómenos teóricamente, indicando un efecto de adsorción de especies redox reversibles en el 

electrodo, lo que causó cambios en el perfil del VC. Estos autores describieron dos tipos principales de 

adsorciones: adsorción de alta energía (adsorción fuerte) y adsorción de baja energía (adsorción débil) 

[143]. El perfil de VC de PIO es similar al descrito para una adsorción de baja energía, también conocida 

como adsorción débil. Sharp et al., (2010) y Oziat et al., (2017) informaron que PIO podría adsorberse en 

un electrodo formando una monocapa de polímero. Ambos autores indicaron que esta polimerización re-

quería una oxidación fenólica de PIO, la cual ocurre a potenciales anódicos cercanos a 0.803 V vs. ECS 

[28, 37]. Además, demostraron un comportamiento no ideal que podría estar relacionado con la adsorción 
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de PIO sobre electrodos de carbono. Por otro lado, Wang & Newman, (2008), informaron que este com-

portamiento no ideal no solo ocurre en electrodos a base de carbono, sino también en electrodos de metal. 

En ese caso, los autores utilizaron una superficie de oro como electrodo de trabajo y encontraron que tam-

bién eran visibles alteraciones en el ciclo redox para la corriente anódica [30]. Una forma de identificar el 

comportamiento no ideal del ciclo redox es realizando un análisis exhaustivo de los criterios diagnósticos 

que describen las moléculas reversibles. Por ejemplo, analizar la corriente máxima tanto en los procesos 

catódicos (ipc) como anódicos (ipa) con la ecuación de Randles - Ševčík (ver Ec. 26) se puede tener una 

perspectiva más clara acerca de los posibles procesos que pudieran estar alterando el ciclo redox de PIO. 

La ecuación de Randles - Ševčík indica que el parámetro ip de un sistema reversible sin reacciones acopladas 

es proporcional a v1/2. 

 

Figura 26. Caracterización electroquímica de PIO en electrodo de carbón vítreo: (a) VC de 

PIO (0.25 mM) a 25°C, v = 0.01 V/s; (b) VC de PIO con respecto a la corriente normalizada 

(función voltamperométrica = i/v1/2) a diferentes valores de v (entre 10 a 5000 mV/s); (c) aná-

lisis de distribución lineal de la corriente catódica basado en la ecuación de Randles - Ševčík; 

(d) análisis de distribución lineal de la corriente anódica basado en el criterio de difusión de 

Randles - Ševčík; (e, f) Curvas de Γ* vs. Voltaje de la adsorción de PIO en el electrodo de 

carbón vítreo para las reacciones de adsorción catódicas y anódicas, respectivamente. 
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Por lo tanto, este análisis se considera un criterio diagnóstico efectivo y útil para determinar si el 

sistema presenta complicaciones debido a reacciones acopladas. Para realizar el análisis utilizando el crite-

rio de Randles - Ševčík, se presenta una comparación de datos experimentales con datos calculados corres-

pondiente con un sistema reversible controlado por difusión, es decir, sin complicaciones por reacciones 

redox acopladas. Así, al realizar el análisis de ip se confirmó que bajo condiciones de baja escala de tiempo 

(valores pequeños de v), la corriente de reducción ipc corresponde a un proceso controlado por difusión, ya 

que cumple linealmente con el comportamiento estimado por la ecuación de Randles - Ševčík (Figura 26c). 

Sin embargo, bajo condiciones de escala rápida de tiempo, el valor de ipc comienza a presentar una contri-

bución a la corriente que desvía los resultados esperados. En el caso de la corriente anódica, se puede 

observar un mayor aumento en ipa en comparación con ipc. Como indicaron Cuharuc et al., (2016) y Zuaz-

nabar-Gardona & Fragoso, (2020), el aumento en ipa (Figura 26d) se produce por acumulación de la especie 

química en su estado reducido u oxidado [140, 146].  

Aplicado al par redox PIO2+/PIOH2, esto ocurriría durante la reacción anódica de PIOH2 → PIO2+ + 

2H+ + 2e-, donde el aumento en la corriente de oxidación podría estar asociado con la acumulación de 

PIOH2 sobre la superficie del electrodo después de la electrólisis. De manera similar, para la reacción cató-

dica PIO2+ + 2H+ + 2e- → PIOH2, estaría ocurriendo un acumulamiento antes de realizar la reacción, lo cual 

podría sugerir que el reactante PIO2+ ya está adsorbido en la superficie antes de iniciar el barrido VC [137]. 

Entonces, previo a la exploración electroquímica, el catión PIO2+ ya se encuentra adsorbido en el electrodo, 

lo que da lugar al parámetro ΓPIO,2+ (concentración de PIO2+ adsorbida). De manera análoga, durante la 

reacción de oxidación, se forma el parámetro ΓPIOH2 (concentración de PIOH2 adsorbida). Por lo tanto, se 

propone la existencia de una fracción de PIO2+ proveniente del total presente en x = 0, la cual se adsorbe al 

electrodo cuando t = 0. Tras la electrólisis, se produce una acumulación de PIOH2 en x = 0 debido a la 

reacción PIO2+ + 2H+ + 2e- → PIOH2, lo que aumenta la concentración de ΓPIOH2 y genera los incrementos 

de corriente observados en el perfil de VC durante la reacción PIOH2 → PIO2+ + 2H+ + 2e-.  

Para validar esta hipótesis, se llevaron a cabo mediciones mediante la técnica de CC de doble paso. 

Esta técnica se emplea para el estudio de procesos de adsorción, ya que permite separar las contribuciones 

de difusión y adsorción al analizar la dependencia temporal de la carga medida, Q(t). Así, es factible cuan-

tificar la cantidad de PIO adsorbida y obtener parámetros vinculados con la adsorción [147]. Primero, se 

estableció un valor τ de 1 segundo, por lo que la duración total de la medición fue de 2 segundos. Para un 

sistema reversible, la carga del paso directo Qd (t ≤ τ) se calcula mediante la ecuación Ec. 49, mientras que 

la carga del paso inverso Qr (t > τ) está definido por la ecuación Ec. 50. A partir de Ec. 49 y Ec. 50, es 

posible obtener la carga de la especie adsorbida Qads, y así, sustrayendo Qdl de un experimento en ausencia 
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de PIO y resolviendo Ec. 52 se puede obtener el parámetro Γ. La linealización de las curvas CC para el 

paso directo e inverso se muestran en el Anexo 3 (ver Figura A3-1). Por otro lado, el término Γ es depen-

diente del gradiente de concentración en el tiempo t, C (0, t) de acuerdo con las ecuaciones: 
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Donde el parámetro β es una variable que está relacionada con el equilibrio químico de las especies 

químicas adsorbidas, y es una función del potencial E ya que depende de la energía libre de Gibbs (ΔG0) 

de la reacción (ver Ec. 54); ΓPIO,2+,s y ΓPIOH2,s son las coberturas de saturación del electrodo por el adsorbato 

para las especies PIO2+ y PIOH2 respectivamente, y CPIO,2+ (0, t) y CPIOH2 (0, t) son las concentraciones de 

las especies redox en la solución en función del tiempo y el potencial del electrodo. Como se mencionó 

anteriormente, Γs para PIO2+ y PIOH2 depende de C (0, t), y este parámetro es dependiente del potencial 

según la ecuación de Nernst: 
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Donde E0 corresponde al potencial termodinámico estándar del par redox PIO2+/PIOH2. Por lo tanto, 

la cantidad de PIO adsorbida (Γ) depende de C (0, t) y del potencial E impuesto. Así, al obtener lo valores 

experimentales de Γ mediante la linealización de las mediciones de CC, es posible obtener una curva de Γ 

en función de E (Figura 26e y f). Se observa que ГPIO,2+ < ГPIOH2, demostrando el aumento en la concentra-

ción de PIOH2 en la superficie del electrodo, observado en la medición por VC. Este resultado demuestra 

que durante la reacción PIO2+ + 2e- + 2H+ → PIOH2, las moléculas de PIO2+ que estaban específicamente 

adsorbidas antes de la reacción catódica permanecieron en la esfera interna después de la reacción PIOH2 

→ PIO2+ + 2e- + 2H+, de modo que, durante la oxidación también se estaría generando la reacción PIO2+
ads 

+ 2e- + 2H+ → PIOH2, ads en la esfera interna del electrodo. Esto resultó en el aumento de la concentración 

de PIOH2 en la esfera interna, de modo que PIOH2 → PIOH2, ads. El aumento de la carga de PIOH2, ads 

observada en el perfil de CC coincide con la obtenida en las mediciones de VC. De manera similar, la 

presencia del parámetro ΓPIO,2+ relacionado con PIO2+ en el perfil de CC también se corresponde con lo 

observado en las mediciones de VC y en el análisis de Randles - Ševčík. Según estos resultados, se propone 



Resultados y Discusión 

62 

la existencia de interacciones atractivas entre PIO y el electrodo de base de carbono. Para confirmar esto, 

se llevó a cabo un análisis detallado de los perfiles de VC y los datos experimentales del criterio Г obtenido 

por CC utilizando el método descrito por Laviron. [136]. 

4.2.2 Análisis de la adsorción de piocianina 

Las interacciones de las especies adsorbidas y la energía libre de adsorción fueron estimadas a través 

del análisis del perfil de VC mediante las ecuaciones Ec. 45, Ec. 53 y Ec. 54. Los datos obtenidos del 

análisis se muestran en la Tabla 7.  

Tabla 7. Valores del parámetro de Laviron y de energía libre de interacción para la adsor-

ción de PIO. 

 Γmax (mol/cm2) β (m3/mol) ΔG0
ads (kJ/mol) * ν'gθT 

PIO2+ (catódica) 1.83 × 10-12 1.88 ± 0.01 -1.59 ± 0.01 0.68 ± 0.03 

PIOH2 (anódica) 1.25 × 10-11 1.96 ± 0.02 -1.69 ± 0.03 0.36 ± 0.10 

 

Para PIO2+
ads (reacción de reducción), los valores de ΔG0

ads se estiman en -1.59 ± 0.01 kJ/mol, mientras 

que para PIOH2, ads (reacción de oxidación), los valores de ΔG0
ads son de -1.69 ± 0.03 kJ/mol. Dados los 

valores de ΔG0
ads, la adsorción puede ser categorizada como de baja energía, es decir, una adsorción débil. 

Esta propuesta está basada en la similitud de los resultados con otras moléculas redox, como el caso de 

Kurapati et al. (2018, 2019), quienes presentaron la adsorción de varios derivados de ferroceno en un elec-

trodo de grafito pirolítico altamente orientado (HOPG) [137, 148]. Los valores de energía libre de estos 

compuestos químicos se estimaron en -21 kJ/mol para el (FcTMA)+. Por otro lado, Cuharuc et al., (2016) 

obtuvieron resultados similares para el mismo compuesto adsorbido en HOPG (ΔG = -14.2 kJ/mol) [146].  

Para describir el tipo de interacción entre PIO y el electrodo de carbón vítreo se realizó un análisis de 

las mediciones VC siguiendo los criterios establecidos por Laviron (1974) [136]. En este trabajo, para la 

reacción de reducción, se obtuvieron valores del parámetro ν’gθT de 0.68 ± 0.03. Entonces se propone que 

PIO2+ → PIO2+
ads. Por otro lado, para la reacción de oxidación, se alcanzaron valores de ν’gθT de 0.36 ± 

0.10, proponiendo que PIOH2 → PIOH2, ads. Estos resultados indicaron la presencia de interacciones de 

atracción entre PIO y el electrodo. Este resultado confirma la hipótesis de la interacción. Zuaznabar-Gar-

dona & Fragoso (2020) proponen que estas interacciones de atracción podrían estar relacionadas con la 

presencia de interacciones π-π de los anillos aromáticos con la superficie del electrodo cuando los com-

puestos orgánicos interactúan con la red aromática de los electrodos de carbono [140]. Se propone que el 

grupo polar de PIO podría tener una participación significativa. Sin embargo, debido a la presencia de 
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anillos aromáticos en la estructura molecular de PIO, es probable que haya interacciones del tipo apila-

miento π-π. Estudios realizados por Kurapati et al., (2018) podrían respaldar la suposición de este apila-

miento [137], debido a que atribuyen la existencia de este tipo de interacciones (apilamiento π-π) a la pre-

sencia de anillos en la estructura molecular de los derivados de ferroceno. Por lo tanto, en este estudio se 

propone la formación de una interacción intermolecular del tipo apilamiento π-π entre PIO y la superficie 

del electrodo (Figura 27). La presencia de estas interacciones podría ser consecuencia de la estructura mo-

lecular del carbón vítreo. De acuerdo con el modelo de Jenkins y Kawamura (1971), la estructura del carbón 

vítreo está compuesta por dominios grafíticos similares a cintas de átomos de carbono. Tales cintas de 

carbono tienen hibridación sp2 y sp3 y están apiladas en capas (microfibrillas), torcidas y entrelazadas irre-

gularmente. Esto permitiría la exposición al electrolito de un plano basal compuesto de anillos aromáticos 

en la parte superior de las microfibrillas, y la exposición de un plano de borde compuesto de terminaciones 

CH3 unidas por enlaces de tipo sigma y grupos funcionales C=O y O-C=O [144, 149]. Sin embargo, más 

adelante serán necesarios estudios de dinámica molecular que permitan tener una mejor compresión de este 

tipo de interacción y confirmarla. 

Aunque las interacciones electrostáticas con grupos electronegativos en sp2 también podrían tener una 

contribución, debido a presencia de grupos funcionales eléctricamente cargados (C-OH o C=O), las ener-

gías de interacción son demasiado bajas para considerar tal efecto. Bajo estas consideraciones, y en relación 

con los resultados, se propone que el proceso de adsorción de PIO se lleva a cabo en 3 etapas. Durante la 

primera etapa (Figura 27a), predominan las interacciones entre PIO y el electrodo. PIO2+ se adsorbe en la 

superficie del carbón vítreo, probablemente a través de interacciones de apilamiento π-π o conjunta con 

interacciones de tipo CH3-π. Estas fuerzas de atracción conducen a la adsorción de PIO2+ → PIO2+
ads en 

condiciones de voltaje de circuito abierto. La segunda etapa (Figura 27b) ocurre después de llevar a cabo 

la reacción catódica, aquí las moléculas de PIO2+ presentes en la esfera externa, así como las de PIO2+
ads 

presentes en la esfera interna, se reducen. Así, PIO2+ + 2e- + 2H+ → PIOH2 y PIO2+
ads + 2e- + 2H+ → PIOH2, 

ads. Además, dado que en este estudio el parámetro ν’gθT = 0.68 ± 0.03 para la reacción catódica, es probable 

que las moléculas de PIOH2 en la esfera externa mantengan interacciones de atracción con el electrodo, de 

modo que PIOH2 → PIOH2, ads. La tercera etapa (Figura 27c) ocurre después de la reacción anódica. Aquí, 

las moléculas de PIOH2 y PIOH2, ads se oxidan en la superficie. Así, PIOH2 → PIO2+ + 2e- + 2H+ y PIOH2, 

ads → PIO2+
ads + 2e- + 2H+. En este caso, dado que los valores del parámetro ν’gθT (0.36 ± 0.10) son menores 

que los de la reacción catódica, es probable que existan interacciones repulsivas débiles entre PIO y el 

electrodo que estén compitiendo con las interacciones de atracción, lo que llevaría al desprendimiento de 

algunas de las moléculas de PIO del electrodo. Una vez conocido el proceso de adsorción de PIO en el 

electrodo, se estudió el efecto de la adsorción en la TEE de P. aeruginosa NEJ07R. En esta sección, se 
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propone que P. aeruginosa NEJ07R aprovecha la adsorción específica de PIO para llevar a cabo la TEE. 

Así, la hipótesis propuesta es que P. aeruginosa puede establecer una cadena de conducción de electrones 

a través de PIO adsorbido cuando se mantiene un sistema sin limitación sustrato. Para confirmar esto, se 

requerirá la colonización de un electrodo basado en carbono y se estudiará la TEE en presencia y ausencia 

de PIO. 

 

Figura 27. Interacción propuesta de PIO con la superficie del carbón vítreo: (a) condiciones 

de voltaje a circuito abierto, (b) después de la reacción catódica y (c) después de la reacción 

anódica. 

 

4.2.3 Transferencia extracelular de electrones de P. aeruginosa NEJ07R 

Para estudiar la transferencia de electrones de P. aeruginosa NEJ07R en presencia de PIO, primero se 

llevó a cabo la colonización de un electrodo de tela de carbono mediante la aplicación de un voltaje ajustado 

a 0 V vs. ECS, y se registró la corriente obtenida utilizando la técnica de CA. Los resultados de este estudio 

se presentan en la Figura 28a. Durante la fase de colonización, se observó un aumento típico en la corriente, 

relacionado con el crecimiento celular de microorganismos electrogénicos en la interfaz. [129, 130, 150]. 

La medición de la VC al final de la fase de colonización muestra el desarrollo de señales relacionadas con 

la presencia de MR en las proximidades de la superficie, entre ellas, PIO (Figura 28b), que fue detectado a 

una concentración de 1.39 ± 0.21 μg/mL (detección mediante UPLC®) en el medio de cultivo y a un Epa 

(II)a ≈ -0.291 V vs. ECS. Después de la fase de colonización, el electrodo colonizado fue recuperado e 

insertado en una celda electroanalítica con glucosa (⁓100 mM) en ausencia de MR. La medición inicial de 

VC en este ciclo mostró que se mantuvo la señal asignada a PIO (Anexo 5, ver Figura A5-1) a un valor de 

Epa ≈ -0.305 V vs. ECS, lo que indica que la PIO producida durante la fase de colonización permaneció 

unida en la interfaz del electrodo. 
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Figura 28. Curva CA de la TEE durante la fase de colonización (región en color blanco), 

electrodo colonizado en presencia de glucosa (región en color verde) y en presencia de PIO 

(región en color azul); (b) curva VC de la TEE al final de la fase de colonización (curva ne-

gra), del electrodo colonizado (curva roja) y en presencia de PIO; (c) Perfil VC de la TEE en 

presencia de PIO en tiempo inicial y después de incubación (6 h); (d) Perfil VC de PIO + 

glucosa en presencia y ausencia de P. aeruginosa NEJ07R; (e) Perfil CA de PIO + glucosa en 

presencia y ausencia de P. aeruginosa NEJ07R; (f) Espectros FT-IR obtenidos para los elec-

trodos de tela de carbono antes (línea negra) y después (línea roja) de la colonización con P. 

aeruginosa NEJ07R. 

Del mismo modo, el par redox (I)a/(I)c, que podría ser asignado al PCA, fue detectado a un Epa ≈ -

0.346 V vs. ECS, y el par redox (III)a/(III)c fue detectado a un E1/2 ≈ 0.069 V vs. ECS (Figura 28b). De 

forma parecida al presente estudio, Bosire & Rosenbaum (2017) obtuvieron resultados similares en un 

electrodo colonizado con P. aeruginosa [130]. Estos autores reportaron la presencia de dos pares redox en 

la superficie cuando el electrodo fue colonizado a voltajes catódicos inferiores a 0.047 V vs. ECS (datos 

obtenidos frente a un electrodo Ag|AgCl sat', mientras que, en este estudio, los valores se convirtieron a 

ECS). En ese trabajo, la primera señal de VC se detectó a E1/2 = -0.287 V vs. ECS y se asignó a la presencia 

de fenazina adsorbida en la superficie del electrodo y disuelta en el medio. De manera similar, Yong et al., 
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(2017) obtuvieron señales de VC iguales a E1/2 = -0.247 V vs. ECS en un bioánodo colonizado por P. 

aeruginosa, donde el par redox detectado se asignó al ciclo redox de PIO [134]. 

Bosire & Rosenbaum (2017) también detectó un segundo par redox a E1/2 ≈ 0.005 vs. ECS y se asignó 

a otro compuesto adsorbido que solo estaba presente en el electrodo colonizado [130]. En esta etapa del 

estudio, solo es posible proponer que las señales encontradas en el dominio de voltaje anódico podrían ser 

complejos respiratorios de la membrana. Kracke et al., (2015) ya habían reportado que algunos de los com-

puestos detectados en este dominio de voltaje podrían ser citocromos tipo c. Sin embargo, se requieren 

estudios proteómicos y de biología molecular para confirmar esto en P. aeruginosa NEJ07R [66]. Para 

visualizar los cambios en los electrodos de tela de carbono hechos por P. aeruginosa NEJ07R antes y des-

pués de la colonización, se obtuvieron espectros FT-IR en los electrodos. Una revisión de la Figura 28f 

reveló señales vibracionales de estiramiento para grupos aromáticos C=C hacia 1516 y 1483 cm-1 con in-

tensidades medias y débiles, respectivamente. Estos resultados confirmaron la estructura aromática de la 

superficie de tela de carbono antes de llevar a cabo el procedimiento de colonización, lo que concuerda con 

los resultados experimentales publicados por Pötschke et al. (2019) y Jenkins et al. (1972) [149, 151, 152].  

Después de la colonización se mostró que las intensidades de las señales vibracionales asignadas a los 

grupos aromáticos C=C en los electrodos de tela de carbono disminuyeron significativamente, lo que su-

giere la adsorción de moléculas de PIO en la superficie colonizada. Una revisión detallada reveló un par de 

nuevas bandas vibracionales de estiramiento hacia 1222 y 1145 cm-1 (para aminas ternarias alifáticas), así 

como otras señales vibracionales de estiramiento ubicadas en 1639 cm-1 (para grupos C=N de aminas cícli-

cas insaturadas) y 1745 cm-1 (para grupos O=C de cetonas cíclicas alifáticas), lo que podría ser indicio de 

la presencia de PIO en el electrodo colonizado [153]. Las bandas observadas en las muestras después de la 

colonización mostraron ser similares con los informes previamente publicados por DeBritto et al., (2020) 

para muestras estándar de PIO [154]. Para la medición y determinación de la TEE, se observó que al utilizar 

glucosa (⁓100 mM) como única fuente de electrones, la TEE se mantuvo, obteniendo una corriente máxima 

de 25.68 μA durante el primer ciclo del electrodo colonizado y teniendo un consumo aproximado de glucosa 

de 5.85 ± 0.67 mM después de 43.03 horas de incubación (Figura 28a, área verde). Una vez alcanzada la 

corriente máxima, el electrodo colonizado fue transferido a un medio de cultivo fresco con glucosa (⁓100 

mM) hasta alcanzar nuevamente la corriente máxima. Durante el segundo y tercer ciclo del electrodo colo-

nizado, la corriente máxima se alcanzó en un tiempo promedio de 43.9 ± 1.22 h, obteniendo un promedio 

de corriente máxima de 31.4 ± 5.21 μA. En cuanto al consumo del sustrato, durante el segundo ciclo se 

consumieron 6.09 ± 1.79 mM de glucosa, mientras que en el tercer ciclo se consumieron 10.63 ± 1.25 mM, 

mejorando gradualmente el consumo del sustrato. Al final del tercer ciclo (Figura 28a, región verde), los 



Resultados y Discusión 

67 

estudios de VC mostraron que la señal de oxidación de PIO se mantuvo a un Epa ≈ -0.248 V vs. ECS. El 

perfil de VC para PIO mostró un notable aumento en la corriente de oxidación, mientras que la corriente de 

reducción prácticamente no es visible (Figura 28b, línea roja). Después de 6 h, la corriente del pico aumentó 

y los valores de Epa se desplazaron hacia voltajes anódicos, manteniendo valores de Epa ≈ -0.214 V vs. ECS. 

Probablemente, el cambio de potencial observado se deba a que las condiciones de pH en la interfaz se 

acidificaron, desplazando el valor de Epa de PIO. Además, según Rountree et al., (2014) y Constenin et al., 

(2012), el potencial del pico depende del grado de agotamiento del sustrato, por lo que a medida que el 

proceso redox se acerca a condiciones de catálisis completa, el potencial del pico (Epa) se desplaza hacia 

valores anódicos. [117, 155]. La forma de este perfil VC indica que P. aeruginosa NEJ07R está llevando a 

cabo la reducción de PIO2+, de modo que se puede proponer la reacción PIO2+ + x → PIOH2 + x, donde x 

representa la densidad celular de P. aeruginosa NEJ07R. Como se mencionó anteriormente, es probable 

que la reacción de reducción de PIO sea llevada a cabo por interacción intermolecular de los complejos 

respiratorios de la membrana celular. Además, los resultados de consumo de glucosa indican que el paso 

limitante de la TEE no es la velocidad de consumo. Por lo tanto, se propone que el paso limitante podría 

ser la TE entre las células y PIO, es decir, la reducción microbiana de PIO.  

Para confirmar este proceso, se agregó exógenamente PIO al medio de cultivo fresco que contenía el 

electrodo colonizado y glucosa (⁓100 mM). La concentración de PIO en el medio fresco se estableció en 

0.25 mM. El estudio de VC a partir de la hora 0 de incubación mostró un aumento significativo en la 

corriente de oxidación de PIO (Figura 28c, línea roja). La forma del perfil VC se mantuvo hasta después de 

6 h de incubación, aumentando significativamente sus valores de corriente máxima (Figura 28c, línea ne-

gra). Estos resultados coinciden con los obtenidos en los estudios de CA (Figura 28a, área de color azul), 

donde se obtuvo una corriente de 47.96 μA después de la primera hora de incubación en presencia de PIO. 

Después de 6 h de incubación, la corriente de oxidación obtenida por CA aumentó a 74.60 μA. La corriente 

máxima asociada con la TEE medida por CA se obtuvo después de 7 h de incubación y alcanzó 93.83 μA. 

La comparación de los perfiles VC al final de los ciclos de trabajo (Figura 28b) también muestra el aumento 

de la corriente de oxidación de PIO después de su adición exógena al medio de cultivo. Estos resultados 

muestran que P. aeruginosa NEJ07R puede llevar a cabo de forma continua la reacción PIO2+ + x → PIOH2 

+ x. Yang et al., (2017), obtuvieron resultados similares al estudiar el ciclo redox de PIO en presencia de S. 

oneidensis [71]. Los autores demostraron la reducción microbiana de PIO al conseguir aumentos conside-

rables en la corriente de oxidación obtenida por VC, mientras que la corriente de reducción no fue visible 

en la medición, dando lugar a un perfil sigmoidal que puede estar relacionado con el proceso de catálisis 

electroquímica [117]. Del mismo modo, Zheng et al., (2015) obtuvieron perfiles similares para P. aerugi-

nosa PAO1-rhlA en presencia de PIO y relacionaron el aumento de la concentración de PIO con una mejora 
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en la TEE [122]. En ambos estudios se concluyó que los microorganismos electrogénicos llevan a cabo la 

reacción de reducción de PIO, con la reacción de oxidación desarrollada en la superficie. Esto implica que 

la reacción PIO2+ + x → PIOH2 + x es realizada por el microorganismo electrogénico, seguida por la reac-

ción PIOH2 → PIO2+ + 2e- + 2H+ la cual se lleva a cabo en el electrodo, lo que explica los aumentos en la 

corriente anódica ya que se mantiene la regeneración de la especie PIOH2. De igual manera, el análisis del 

ciclo redox de PIO en ausencia de P. aeruginosa NEJ07R demostró el proceso de electrocatálisis micro-

biana, ya que no se observaron cambios en el perfil de VC que pudieran ser atribuidos a la catálisis (Figura 

28d). Mientras tanto, los perfiles de VC en presencia de P. aeruginosa NEJ07R mantuvieron el aumento 

en la corriente anódica y la disminución en la corriente catódica, lo que sugiere que este comportamiento 

puede ser atribuido a la reacción PIO2+ + x → PIOH2 + x, seguida por la reacción PIOH2 → PIO2+ + 2e- + 

2H+.  

Para complementar los resultados obtenidos por VC, se realizaron mediciones por CA comparando la 

corriente obtenida en ausencia y presencia de P. aeruginosa NEJ07R aplicando un paso de voltaje a 0 V 

vs. ECS (Figura 28e). Los resultados de las mediciones por CA demostraron el aumento catalítico de la 

corriente anódica observada por VC, respaldando la evidencia de la reducción microbiana de PIO y la me-

jora del proceso de oxidación de dicho metabolito en la superficie. Por otro lado, los resultados de la carac-

terización de la tela de carbono por FT-IR y estudios previos de PIO en carbón vítreo permiten considerar 

la adsorción para el proceso catalítico microbiano. En un estudio realizado por Rountree et al., (2014), en 

el que se presenta la electrocatálisis con MR se menciona que los perfiles de la VC similares a los de este 

estudio están relacionados con la competencia cinética entre el consumo del sustrato y la difusión de MR 

hacia el electrodo [117]. De acuerdo con los resultados del presente estudio, el consumo del sustrato no 

limita la tasa de TE al electrodo a través de PIO. Por lo tanto, la cinética de la transformación del sustrato 

al producto dada por la reacción Glu + x → P + x no dificulta la transferencia de electrones de P. aeruginosa 

NEJ07R. En cambio, el perfil de VC está influenciado por una corriente en exceso que resulta del paso de 

adsorción de PIO al electrodo. Los resultados de la caracterización del ciclo redox de PIO en carbón vítreo 

y la evidencia de la adsorción de PIO en tela de carbono respaldan la propuesta de que la forma del perfil 

de VC está influenciada por este proceso de adsorción. Como mencionaron Pérez-García et al. (2021), 

cuando PIO se encuentra adsorbida en la superficie de un electrodo de carbono puede generar contribucio-

nes adicionales a la corriente en un proceso electroquímico microbiano. Este paso de adsorción contribuye 

al perfil sigmoidal VC observado y al aumento de la corriente de oxidación, ya que PIO se vuelve más 

disponible para el proceso de reducción microbiana, lo que podría promover el comportamiento electrogé-

nico de P. aeruginosa NEJ07R. [156]. Por lo tanto, considerando la adsorción de PIO en el electrodo, se 

propone que la reacción anódica tendría la contribución de la reacción PIO2+
ads + x → PIOH2, ads + x seguida 
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de la reacción PIOH2, ads → PIO2+
ads + 2e- + 2H+. Sin embargo, es importante señalar que la afinidad micro-

biana por el sustrato también podría ser un parámetro limitante en la TEE. Se necesitan estudios más pro-

fundos para confirmar tal propuesta. 

4.2.4 Análisis del mecanismo de transferencia extracelular de electrones 

De acuerdo con los resultados obtenidos se propone el siguiente mecanismo de reacción en la TEE de 

P. aeruginosa NEJ07R: 

Ec. 59 1Glu. P
k

x x+ ⎯⎯→ +  

Ec. 60 
22

2PIO PIOH
k

x x+ + ⎯⎯→ +  

Ec. 61 
2,ads2

ads 2,adsPIO PIOH
k

x x+ + ⎯⎯⎯→ +  

Ec. 62 
2

2PIOH PIO 2 2H
f

b

k

k
e+ − ++ +  

Ec. 63 
2

2,ads adsPIOH PIO 2 2H
f

b

k

k
e+ − ++ +  

Los resultados sugieren que las interacciones de atracción originadas por apilamiento π-π entre PIO y 

la red aromática de los electrodos de carbono podrían ser aprovechadas por P. aeruginosa NEJ07R para 

mejorar el proceso de TEE. En la parte superior de la Figura 29 se muestra un esquema que representa el 

proceso catalítico propuesto de TEE cuando PIO está adsorbido en el electrodo. Una orientación paralela 

de PIO con respecto al plano basal del electrodo podría permitir la interacción de los grupos C=O con 

estructuras en el periplasma de P. aeruginosa NEJ07R. Sin embargo, una baja interacción de PIO con el 

electrodo no permitiría una comunicación electrónica estable entre P. aeruginosa NEJ07R y el electrodo. 

En el futuro, se requerirán estudios electroquímicos para determinar el tipo de interacción entre PIO y P. 

aeruginosa NEJ07R, así como análisis biológicos para determinar las enzimas periplásmicas o citosólicas 

de P. aeruginosa que podrían estar interactuando con PIO. En la parte inferior de la Figura 29 se muestra 

un mecanismo propuesto para el caso de la difusión libre de PIO en la biopelícula. El proceso de difusión 

permitiría que PIO alcance las células más alejadas de la superficie del electrodo. Sin embargo, de acuerdo 

con los resultados, se propone que solo las células que son electroquímicamente activas en la superficie del 

electrodo podrán lograr la TEE a través de la interacción intermolecular, ya que las células libres en el 

medio de cultivo, que no son electroquímicamente activas, no podrían llevar a cabo la TEE con éxito. Esto 
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