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Resumen

En el presente proyecto se estudié eléctricamente un organismo bioldgico hibrido mediante
un prototipo de celda microbiana de combustible (MFC). El organismo hibrido fue
desarrollado mediante la adherencia de nanoparticulas de plata en la cianobacteria Fischerella
musicola y la celda MFC fue disefiada y construida en base a dos cdmaras separadas por un
puente salino. Previo al desarrollo del organismo hibrido se analizé con diferentes técnicas de
caracterizacion el crecimiento celular de la cianobacteria Fischerella musicola, para ello se
controlé los parametros de fotoperiodo e intercambio gaseoso, y se monitoreo la temperatura
y el pH del medio de cultivo. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se sintetizaron con quimica
verde y se utilizd extractos naturales como la flor del geranio (Pelargonium domesticum) y del
fruto de la carrasquilla (Rhamnus myrtifolius), para la reduccion del nitrato de plata. En el
proceso de sintesis se controlé el pH, temperatura y el tiempo para obtener tamafios de
nanoparticulas de 17,6313+12,6812nm para las AgNPs de geranio y de 24,1294+7,5146nm
para las de carrasquilla. Estos estudios mostraron que, dependiendo del agente reductor y las
condiciones de sintesis, la forma y tamafo de la nanoparticula difiere. Finalmente, se
desarrolld el organismo hibrido mediante la adherencia electrostatica de diferentes
concentraciones de AgNPs y se caracterizé bajo diferentes técnicas de microscopia. Todos los
estudios mostraron que para una concentracion de 2,6mL de AgNPs de Pelargonium
domesticum en 20mL de biomasa y 40mL de medio BG11, se obtuvo la mejor eficiencia de
generacion energia eléctrica de 0.8043+0.009V y 19,42uA/cm?, mediante una celda
microbiana de combustible de dos cdmaras y puente salino.
Palabras Clave:

e CIANOBACTERIAS

o AgNPs

e MFC

e ORGANISMO HiBRIDO
e ENERGIA
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Abstract

In this project, hybrid biological organism was electrically studied using microbial fuel cell
(MFC) prototype of two chambers separated by a salt bridge. The hybrid organism was

developed by adhering silver nanoparticles to cyanobacterium Fischerella musicola.

Previously to the development of the hybrid organism, the growth of the Fischerella musicola
cyanobacteria was analyzed with different characterization techniques, for this, the
photoperiod and gas exchange parameters were controlled, and the temperature and pH of
the medium were monitored. Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized by green
chemistry using natural extract such as the geranium flower (Pelargonium domesticum) and
the carrasquilla fruit (Rhamnus myrtifolius) to reduce silver nitrate. In the synthesis process,
the pH, temperature and time were controlled to obtain nanoparticle sizes of 17.6313 +
12.6812nm for geranium AgNPs and 24.1294 + 7.5146nm for carrasquilla ones. These studies
showed that, depending on the reducing agent and the synthesis conditions, the shape and
size of the nanoparticle differs. Finally, the hybrid organism was developed through the
electrostatic adherence of different concentrations of nanoparticles, the AgNPs and the

hybrid organisms were characterized by different techniques.

All the studies showed that for a concentration of 2.6mL of AgNPs from Pelargonium
domesticum in 20mL of biomass and 40mL of BG11l medium, the best electrical energy
generation efficiency was of 0.8043 + 0.009V and 19.42uA / cm?, using a two-chamber

microbial fuel cell and salt bridge.

Keywords:

e CYANOBACTERIA

e AgNPs

e MFCs

e HYBRID ORGANISM
e ENERGY
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Capitulo I. Introduccién
El crecimiento poblacional ha generado una necesidad energética urgente a nivel mundial,
con miras a una busqueda de nuevas formas de generacién sustentables, renovables y no
contaminantes, tratando de reducir el consumo de combustibles fésiles que es un recurso
finito y con un alto impacto ambiental. En esta blsqueda se han intentado métodos que
utilizan la energia del viento en turbinas edlicas, la energia geo térmica y la del sol en celdas
solares o celdas bio foto sintéticas (BPV), que son una adaptacion de las celdas microbianas
de combustible que utilizan la degradacién de compostajes o aguas servidas mediante el uso

de bacterias.

El objeto de investigacién de este tipo de celdas ha tenido sus variaciones con diferentes
enfoques; los electrodos han tenido un gran desarrollo y un amplio uso de materiales como
el grafito o el cobre (J. Li et al., 2010) o el uso de nanomateriales para incrementar la eficiencia
en la captacion de electrones (Garcia Gomez, Garcia-Gutierrez, & Sanchez Cervantes, 2015) o
incluso el uso de biocdtodos (L. Huang, Regan, & Quan, 2011; Wu et al., 2012), también
diferentes elementos que permitan el intercambio de protones entre las celdas utilizando
puentes salinos, fibras de vidrio, membranas porosas, membranas anidnicas, membranas
catidnicas y las mas populares las ldminas de Nafion de la compafiia Dupont Inc. (Cui, Rashid,
Hu, Rehman, & Han, 2014; Garcia, 2004; W.-W. Li, Sheng, Liu, & Yu, 2011; Meng, Savage, &
Deng, 2015). Una modificacién de una MFC que elimina la necesidad de una membrana de
intercambio proténico (Yang, Jia, & Liu, 2009) es la construccion de una sola celda para la
parte anidnica en la que se da la degradacidn del material orgdnico, y el segundo electrodo
gue deberia estar colocado en la parte catidnica se lo coloca expuesto directamente al aire
(Du, Li, & Gu, 2007), sin embargo no todas estas celdas han suprimido el uso de las membranas

como separadores (Liu & Logan, 2004).
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Lo mas importante en el desarrollo de nuevas tecnologias en MFCs es la medicién vy
cuantificacién del desempefio de estas celdas para lo cual se utilizan los indicadores de
cualquier generador eléctrico que son la densidad de potencia, la eficiencia couldmbica y la

resistencia interna.

Las cianobacterias han sido muy utilizadas en diferentes procesos como biomasa para el
cultivo de plantas(Hernandez-Reyes et al., 2019), debido a que son fuente de nuevos agentes
bioactivos naturales (Carmen Alquizar & Chavez Vasquez, 2020), o por su capacidad de fijacion
del nitrégeno (N;) en estructuras celulares denominadas heterocitos, que les confiere un
especial interés con fines agricolas. También han sido muy utilizadas en la produccion de
energia eléctrica (Patel, Matsakas, Rova, & Christakopoulos, 2019), generando potenciales
aprovechando el proceso fotosintético en las MFC que utilizan la liberacién del O; para oxidar
el electrodo en su parte anidnica junto con otro agente que realice el efecto de reduccién en
la parte catidnica y asi producir un intercambio de electrones entre los electrodos (Castillo,
2019). Algunas investigaciones han logrado obtener una generacién de potencial de 993mV
en un circuito abierto para el caso de la cianobacteria Chlamydomonas reinhardtii
(Shahparnia, Packirisamy, Juneau, & Zazubovich, 2015) y corrientes de hasta 630 nA/cm? con

estabilidad a largo plazo (Cevik, Buyukharman, & Yildiz, 2018)

El enfoque de esta investigacidn es el desarrollo de organismos hibridos entre cianobacterias
y nanoparticulas de plata, aprovechando el efecto fotosintético de las algas y la resonancia
plasmodnica propia de las nanoparticulas metalicas, con el fin de mejorar la generacién de
potencial eléctrico. El proceso de sintesis fue desarrollado y caracterizado utilizando extractos
naturales, para su posterior hibridacidn y caracterizacién eléctrica por diversas técnicas y
finalmente el desarrollo de un prototipo de MFC que mida la generacidn eléctrica de cada uno

de estos organismos hibridos.
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Titulo del proyecto

Estudio eléctrico de células hibridas mediante una celda microbiana de combustible (MFC).

Objetivo general

Estudiar eléctricamente las células hibridas mediante una celda microbiana de combustible

(MFC).

Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata (AgNPs) por sintesis verde con dos
extractos diferentes.

e Crecer la cianobacterias Fischerella muscicola en medio de cultivo BG11 en un
ambiente controlado.

e Crecer y caracterizar fisico-quimicamente las células hibridas vivas obtenidas
mediante la absorcién de AgNPs en las cianobacterias.

e Desarrollar la celda microbiana de combustible (MFC) para caracterizar la eficiencia

eléctrica de las células hibridas vivas.

Problema y justificacion

El dafio ambiental, producto del consumo de materiales fésiles como principal fuente para
satisfacer la demanda energética mundial, ha ocasionado dos problemas graves a los que se
enfrenta la humanidad: el calentamiento global y la eminente escasez de los recursos no
renovables en un futuro cercano (Energia, 2013). Para contrarrestar el cambio climatico,
muchos investigadores han estudiado nuevas formas de generacion de energia eléctrica que
sean amigables con el ambiente y autosustentables, trabajando con energia edlica(Lacal-

Arantegui, 2019), solar(Nayak, Mahesh, Snaith, & Cahen, 2019), geotérmica (Pérez, 2019) e
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incluso la produccion de energia utilizando procesos fotosintéticos de organismos

microbianos como las cianobacterias y microalgas (Bahadar & Bilal Khan, 2013).

Registros muestran que las algas son los organismos mds importantes de la vida en el planeta
tierra, puesto que aportan entre el 70% y 80% de oxigeno al planeta (McLamb, 2011), y
aunque existen muchas variedades de algas, son los organismos mads simples, eucariotas
(microalgas) y procariotas (cianobacterias), las que tienen mayor abundancia y su crecimiento
puede desarrollarse a condiciones que serian muy precarias para otro tipo de organismos(Hall,
2011). Desde la década de los 70 los investigadores han trabajado con estos organismos
fotosintéticos para la eliminacion de contaminantes, asi como la produccién de biomasa para
la produccién de energia eléctrica (Herndndez-Pérez & Labbé, 2014), y aunque hasta la
actualidad no se ha podido recrear totalmente el fenémeno de la fotosintesis, si se ha podido
utilizar para la produccién de energia eléctrica (Shahparnia et al., 2015) mediante las
conocidas MFC o BPV (Cevik et al., 2018) y para sistemas de iluminaciéon como la lampara Latro

del disefiador industrial Mike Thomson ("LATRO," 2019).

En todas las areas de investigacién aplicada, la nanotecnologia ha presentado cambios
revolucionarios, su gran ventaja son las nuevas propiedades Unicas de distintos materiales a
tamafio nanométrico y sus posibles aplicaciones en remediacion ambiental (Karn, Kuiken,
Otto, & Coletiva, 2011), medicina (Safari & Zarnegar, 2014), (Emerich & Thanos, 2003),
electrénica (Che et al., 2014), entre muchas otras. Las nanoestructuras por tener tamafios a
la escala nanometrica pueden desarrollar toxicidad a nivel celular en los organismos vivos,
estudios han demostrado que nanoestructuras con tamafios mayores a los 10nm en adelante
no presentan niveles de toxicidad (Buzea, Pacheco, & Robbie, 2007), (Aydin, Sipahi, &
Charehsaz, 2012). Otros estudios han logrado introducir estas nanoestruturas en organismos

vivos para aumentar las propiedades fisico-quimicas, mecdnicas (Cheng et al., 2017) y
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eléctricas (Castillo, 2019) de los biomateriales que estos producen, sin presentar ningun tipo
de toxicidad a los organismos vivos, lo que demuestra que al incorporar nanoparticulas
metalicas en un sistema vivo se genera de manera inmediata un intercambio de energia entre

las sustancias del organismo vivo y las NPs metalicas.

Es por estos motivos que este proyecto plantea desarrollar células hibridas vivas con
caracteristicas eléctricas eficientes, renovables, no contaminantes y sustentables; para ser
utilizadas en sistemas de iluminacién en sectores tanto urbanos como rurales, para ello se
utilizard la cianobacteria Fisherrella musicola como organismo vivo y se mezclara
concentraciones diferentes de AgNPs sintetizadas con dos extractos diferentes pero de similar
tamafio y asi poder comparar cudl de estas células hibridas es la adecuada para la aplicacion,

aportando a la creciente demanda de energia eléctrica sin afectar al planeta.

Antecedentes

La MFC asi como la caracterizacion eléctrica de organismos (cianobacterias) es un tema muy
desarrollado en la actualidad con diferentes enfoques como: el estudio de la diferencia de
potencial eléctrico y su densidad de potencia dependiendo de la especie (Rashid, Cui, Saif Ur
Rehman, & Han, 2013), aumento de la corriente generada mediante la modificacién de
electrodos en la CPM (Cevik et al., 2018) o el estudio del agente reductor y la utilizando el CO;
producido por la reacciéon quimica que se produce en un biocdtodo para la produccion de
nuevas microalgas (Cui et al.,, 2014). Otros estudios han determinado las propiedades
eléctricas con microscopia de fuerza atémica (AFM) utilizando nano cables de grafito y
controlando el ambiente de CO, para la Shewanella oneidensis MR-1 asi como de
cianobacterias (Gorby et al.,, 2006) y con microscopia de fuerza atémica de efecto

tunel(Raimondo et al., 2018).
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El uso de nanoparticulas (NPs) para incrementar la produccion de potencial eléctrico y
corriente eléctrica, ha tenido poco desarrollo hasta el momento. Un trabajo de tesis de
pregrado de la Ing. Dennisse Del Castillo propuso el desarrollo de organismos hibridos al
fusionar nanoparticulas de plata con la cianobacteria Fisherella muscicola, en diferentes
concentraciones, para luego medir su potencial eléctrico demostrando un incremento de

hasta el 40% segun Del Castillo (2019).
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Capitulo ii. Marco tedrico

Cianobacteria

Las cianobacterias son microorganismos pertenecientes al dominio “bacteria” que contienen
clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, y aunque en algunos casos el término es utilizado
para organismos microscopicos fotosintéticos en general, se debe hacer una diferenciacién
entre organismos procariotas y eucariotas. Las microalgas son organismos fotosintéticos
eucariotas capaces de transformar la energia luminosa en energia quimica, generalmente
multicelulares y fotoautdtrofos que necesitan ambientes nitrogenados(Gomes, Fernandes,
Lima, Mira, & Corvo, 2008; Luna & Carmenate, 2000), mientras que las cianobacterias
(también llamados algas verde-azules), son fotoautétrofos, esto quiere decir, que son
organismos procariotas generalmente unicelulares (aunque pueden formar colonias) capaces
de efectuar la fijacién del nitrégeno en ambientes aerobios (Luna & Carmenate, 2000; Mora,
2018). Carecen de organelos como mitocondrias, aparato de Golgi, nucleo o reticulo
endoplasmatico, posee una envoltura externa denominada vaina o membrana mucilaginosa
gue le da una ventaja adaptativa que le permite la supervivencia en ambientes extremos a
altas temperaturas (Walsby, 1974), (Walsby, 1974) esta rodeada a su vez por una pared celular
caracteristica de las bacterias Gram negativas con la presencia de pequefios poros
(Castenholz, 2015)(Figura 1).

Figura 1.

Estructura celular general de una cianobacteria.

Ficobilisoma Membrana del
tilacoide

A Ribosomas

Nucleoide
(anillo de ADN)

Pared celular
Membrana celular \
Capa de peptidoglucano -
Membrana externa

Capa mucosa %

Capsula

Capadelima ~ o RuBisCO
Carboxisoma

* Tilacoides



23

Tomado de ("Cianobacterias, caracteristicas, reproduccidn, nutricion y ejemplos," 2020)

Existen también estructuras denominadas carboxisomas que acumulan ribulosa 1,5 bisfosfato
carboxilasa, enzima conocida normalmente como RuBisCO, que permite la fijacién del
carbono en el ciclo de Calvin (Smith) y la membrana tilacoidales que permite la fotosintesis y
respiracion por medio del mecanismo de transporte de electrones, que esta compuesto por
dos fotosistemas (PSI y PSIl), en el que se destaca como colector de energia el fotosistema |
gue obtiene moléculas de energia celular denominadas ATP (adenosin trifosfato ) como
resultado del proceso anabdlico (Figura 2) (Stanier, Kunisawa, Mandel, & Cohen-Bazire,

1971).

Figura 2.

Mecanismo fotosintético en la membrana tilacoide en una cianobacteria
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Tomado de (Cevik et al., 2018)

Las cianobacterias se conocen como algas verdes azuladas debido a la presencia de una
ficobiliproteina denominada ficocianina de coloracién azul brillante (Figura 3), esta se
encuentra disponible en la célula en una membrana intracelular llamada tilacoides, cuya
funcidn es la absorcidn de luz solar, por lo que son capaces de realizar fotosintesis oxigénica
semejante a las plantas superiores. Por eso las cianobacterias también se conocen como
oxifotobacterias porque son los Unicos procariontes que llevan a cabo esta fotosintesis

(Ahmed, Stal, & Hasnain, 2014).
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Figura 3.

Ficocianina obtenida de la ruptura celular de la cianobacteria Fischerella muscicola

Tomado de (Castillo, 2019)

La ficocianina tiene una alta presencia de clorofila tipo A con absorciones en las regiones del
azul y rojo del espectro electromagnético, transmision en la regién del verde (Maestrin, Neri,
Oliveira, Serra, & lamamoto, 2009) vy fluorescencia en los 630 nm a 750 nm (Ebenezer,
Nancharaiah, & Venugopalan, 2012) (Figura 4).

Figura 4.

Espectro de absorcion UV-Vis de la clorofila A.
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Tomado de (Jecks et al., 2009)

En la clorofila, la energia de los electrones en estado excitado es lo que permite la formacién
de ATP durante la fotosintesis, energia que se presenta en la regidon Uv-cercana y visible y
solo una pequefia fraccion aparece como la fluorescencia de color rojo en las microalgas

(Mazel).
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La diversidad de cianobacterias es muy grande, asi como el tipo de ambiente en el que se
desarrollan, pero en esta investigacion se estudiard el crecimiento de la cianobacteria
Fisherella muscicola debido a su facil cultivo en ambientes controlados y no controlados
(McLamb, 2011; Ortiz- Moreno, Cortés - Castillo, Sanchez-Villarraga, Padilla, & Otero-

Paternina, 2012; Patel et al., 2019).

Fischerella musicola

El género Fischerella es una cianobacteria perteneciente al orden Stigonematales, con
clorofila A (Maestrin et al., 2009), estda compuesta de células de bordes redondeados que
forman filamentos uniseriados o multiseriados ramificados. El eje principal se forma cuando
una célula especializada denominada homogonio, cuya funcién principal es la reproduccion,
movilidad y adherencia, se agranda y comienza la division celular en mas de un plano (Loza,
2011). Presenta heterocitos alargados y esféricos, encargados de la fijacidon de la molécula de
nitrégeno para reducirlo aamonio durante los periodos de luz donde interviene el fotosistema

| ("Fischerella," 2001).

Cultivo a nivel de laboratorio

La recepcion de luz para que la fotosintesis sea capaz de sintetizar todos los compuestos
bioquimicos denominados metabolitos secundarios, la oxigenacion para permitir el
intercambio de diéxido de carbono entre el medio y la atmdsfera y el medio de cultivo son los

parametros vitales para el crecimiento de cualquier cianobacteria (Barsanti & Gualtieri, 2014).

Y de manera especifica, los parametros mas importantes de controlar para el crecimiento
Optimo de la Fischerella musicola son: la intensidad de luz entre 10000 y 20000 lux (Naranjo,
2016), fotoperiodo de 12h con luz y 12h de obscuridad (Sournia, 1975), rango de pH esta entre
7,5 y 8,4 (Naranjo, 2016), el monitoreo de la temperatura y la aplicacién del proceso de

intercambio gaseoso con agitacion (Fabregas et al., 1994).



26

El Medio de cultivo utilizado es el BG11 que consiste en una solucidn rica en nitrégeno, fosforo
y otros nutrientes esenciales para su desarrollo, con un total de 9 stocks como se muestra en
la Tabla 1, pero también existen otros medios de cultivo como BG11, BBM y Nitrofoska.
Generalmente el pH del medio se eleva como resultado del crecimiento de las algas y el pH

del medio después de la esterilizacién es de 7,5 (Holm-Hansen, 1968).

Tabla 1.

Sales para la preparacion de Stocks medio BG11

Reactivos Cantidad
Para 1000 mL
(1) NaNOs 15.0g
Para 500 mL
(2) K.HPO, 20g
(3) MgS04.7H,0 3.75¢g
(4) CaCl,.2H,0 1.80 g
(5) Citrato acido 0.30g

(6) citrato férrico de

amonio verde 0308
(7) EDTANa; 0.05g
(8) Na,CO3 1.00g

(9) Solucion de

Para 1000mL
metales traza

H3BOs 286¢g
MnCl,.4H,0 1.81g
ZnS04.7H,0 0.22g
Na;Mo00,4.2H,0 0.39g
CuS04.5H,0 0.08g
Co(NOs3),.6H,0 0.05g

Stock Para 1000 mL

Solucién 1 100.0 mL
Solucién 2-8 10.0 mL cada uno

Solucion 9 1.0 mL
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Los resultados del crecimiento presentados por Del Castillo Denisse en la investigacion
preliminar de esta investigacién, concluyen que: “las cianobacterias en el medio BG11 su Fase
de Adaptacién (FA) es casi inexistente, debido a que se conserva en el medio de cultivo
original, teniendo sus puntos de maximo crecimiento a los dias 7 y 42 del tratamiento,

mientras que el crecimiento maximo en Nitrofoska fue al dia 14 y 49”(Castillo, 2019).

También concluye que: “los tratamientos con exposicidn al ambiente presentan un mayor
crecimiento debido a que existe mayor intercambio de CO,, esto se evidencié en el
tratamiento de BG11 donde su curva de crecimiento es aproximadamente el 88% mayor en
comparacion al estudio sin exposicién al ambiente. Por otro lado, el medio BG11 bajo estas
condiciones generd una taza de crecimiento del 11.64% y 6.27% mayor con respecto a los

tratamientos con Nitrofoska”.(Castillo, 2019)

Sintesis verde de Nanoparticulas

Extractos naturales como agentes reductores.

Los extractos de plantas han sido ampliamente utilizados en diversas areas de la investigacién
por su contenido de moléculas funcionales, y la nanotecnologia encontré en estos extractos
una herramienta muy util para sintetizar nanoparticulas metdlicas, sustituyendo asi sustancias
guimicas como el borohidruro de sodio, que podrian ser toxicos en determinadas aplicaciones.
Investigaciones previas han estudiado de manera cualitativa y cuantitativa el contenido
fendlico en diferentes plantas (Reyes, 2018), estos compuestos también llamados polifenoles,
son sustancias que contienen un anillo aromatico con varios sustituyentes hidroxilos y debido
a su polaridad son solubles en agua, lo cual les da diferentes coloraciones que se ven alteradas

por su pH (CreTU, Morlok, & Nechifor; Gomes et al., 2008).

Los polifenoles abarcan sustancias muy sencillas como los acidos fendlicos o cadenas

poliméricas como los taninos y los flavonoides. Los taninos pueden ser condensados (unidos
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por enlaces C-C) o hidrolizables (con alto contenido de acido galico y azucares simples) y los
flavonoides contienen 15 dtomos de carbono en su nucleo basico en un arreglo de la forma
C6-C3-Cs. (Castafieda-Sanchez & Guerrero-Beltran, 2015; Reyes, 2018). Los flavonoides se
clasifican dependiendo del grado de oxidacion y del puente de tres carbonos (Figura 5), siendo
los mas comunes las antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas(Ringuelet &
Vifia, 2013). Las antocianinas son las sustancias que son responsables de los colores de las
flores y frutos debido sus pigmentos detectables en la region visible(Castafieda-Sanchez &
Guerrero-Beltran, 2015), y en las flores ademas se encuentran también las leucoantocianinas
gue son compuestos flavan con un compuesto hidroxilo entre la posicion 4 del heterosido C,
los terpenoides que tienen una molécula isopropeno y finalmente los alcaloides que
constituyen el grupo mas grande de metabolitos secundarios en las plantas. (Avalos & Pérez-
Urria, 2009; Zavaleta, 2015)

Figura 5.

Tipos de moléculas flavonoides.
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Tomado de ("Antocianinas, los otros pigmentos del reino vegetal," 2021)

El geranio (Pelargonium domesticum) es una planta tipo arbusto con hojas simples, y flores

generalmente en cimulas bifloreas con fruto en esquizocarpo correspondiente a plantas
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anuales, bienales y perennes, pudiendo tener coloracidn en sus flores desde un blanco hasta
un rojo intenso. La composicidon quimica presenta gran presencia de alcoholes como: geraniol,
citronelol, linalol, mirtenol y terpineol; fenoles como las antocianinas y el eugenol; terpenos
como el sabineno; formiatos de geranilo, formiato de citonelilo, germageno y tiglato (Tatiana
& HiBridas) y en sus flores un alto contenido de pelargonidina, malvidina, cianidina y

peonidina (Gonzalez, Fougerousse, & Brouillard, 2001; Rengifo Zevallos, 2018).

La carrasquilla (Berberis halii) es un arbusto de aproximadamente 1,5m de altura con espinas,
hojas lisas y elipticas, con flores en racimo de color amarillo o naranja y con frutos tipo baya
de 5 a 15mm de didmetro de color rojo o azul oscuro(Castafieda-Sanchez & Guerrero-Beltran,
2015; Sanchez Puertas, 2011; Silva Ponce, 2011). La composiciéon quimica determinada por
cromatografia de capa fina determina la presencia de los alcaloides berberina, lambertina y
calafatina (Silva Ponce, 2011), y mediante tamizaje fitoquimico se determinan la elevada

existencia de flavonoides, antocianinas y azlcares (Sanchez Puertas, 2011).

La cuantificacién de estos grupos funcionales se ha realizado en muchas investigaciones
mediante diferentes técnicas de caracterizacién como, la cromatografias de capa fina (Silva
Ponce, 2011), la espectrometria infraroja y espectrometria Raman (Neciosup Zavaleta, 2015;

Schulz & Baranska, 2007).

Los espectros de los flavonoides presentan dos bandas especificas que pueden variar segun el
pH, y este factor provoca en la estructura de las moléculas un movimiento de la conjugacion
electronica entre los anillos y sustituyentes. Ese movimiento de electrones provoca
desplazamientos batocréomicos (desplazamiento al rojo) de las bandas originales. (Figura 6 y

7)
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Figura 6.

Espectro de absorcion UV-Vis general de una molécula flavonoide.
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Figura 7.

Conjugacion de las moléculas flavonoides debido a la modificacion del pH.
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Tomado de ("Antocianinas, los otros pigmentos del reino vegetal," 2021)

El pH de la molécula es un factor muy importante, no solamente por el cambio de color que
ocurre debido al cambio de conjugacidn de los anillos de la molécula (CreTU et al.; Garzén,

2008; Gomes et al., 2008; Klinar, Chang, Castillo, Quispe, & Lengua), sino que esto es una
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consecuencia de la modificacién de los grupos que se enlazan a los anillos aromaticos de la
molécula. La adicién de grupos hidroxilos u carbonilos permiten el enlace de la molécula con
otras moléculas metalicas, lo cual facilita su reduccién y formacidon de nanoparticulas

metalicas(Rengifo Zevallos, 2018; Reyes, 2018).

Al analizar las bandas medidas por el equipo de espectrometria y compararla con la literatura
se puede analizar de manera cualitativa la presencia de moléculas antocianinas en los

extractos naturales estudiados. (Figura 8)

Figura 8.

Estructura y sustituyentes de las antocianinas.

Aglicona Substitucion A maxkllln)

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Tomado de (Durst & Wrolstad, 2001)

Sintesis de Nanoparticulas metdlicas

En la actualidad muchos investigadores trabajan en perfeccionar las técnicas de sintesis de
NPs, estas sin embargo, se pueden englobar en dos formas comunes de generar materiales
nanométricos. La metodologia “top-down” en la que se desarrolla las nanoestructuras
reduciendo un bloque de material, o la metodologia “botom-up” en la que los nanomateriales

son sintetizados a partir de &tomos o moléculas.



32

Las NPs de metales preciosos son de gran interés en la comunidad cientifica debido a sus
propiedades épticas (Bhattacharya & Mukherjee, 2008) (Kelly, Coronado, Zhao, & Schatz,
2003), cataliticas (Jiang, Liu, & Sun, 2005) y conductivas (Wessels et al., 2004), que les dan una
gran variedad de aplicaciones en todas las disciplinas de la ciencia. Debido a esto, los
investigadores han desarrollado muchas técnicas para sintetizar NPs en medios coloidales
como el método de reduccion directa (Belmares Perales, Torres-Lopez, L Coparan-Elizondo,
Arriaga-Garza, & Elizondo, 2013), (Chushak & Bartell, 2001) y reacciones de transferencia de
fase (Vallejo et al., 2010) utilizando agentes reductores quimicos (Belmares Perales et al.,
2013), que aunque han demostrado una gran eficiencia, presentan una elevada toxicidad
residual en el proceso de la sintesis. Por estos motivos a nivel mundial también se encuentran
en la busqueda de extractos orgdnicos que contengan agentes reductores capaces de
sintetizar NPs de metales preciosos controlando su tamafo y forma y que no tengan ningun
impacto ambiental, en lo que se conoce como sintesis verde de NPs. Los métodos por los
cuales se fabrican NPs metalicas utilizando fuentes verdes incluyen la sintesis fitoldgica
(plantas y algas), la micolédgica (hongos) y la bacterioldgica (Ramzan & Yousaf, 2018) (Belmares
Perales et al., 2013). Algunos ejemplos de agentes reductores obtenidos de plantas y que han
sido utilizados para la sintesis de NPs son el acido ascérbico obtenido de la Rosa berberifolia,
Geranio maculatum, aloe Barbadensis (Belmares Perales et al., 2013), extractos obtenidos del
ajo (Allium sativium) (Calle & Londofio, 2014) y del fruto de carrasquilla (Berberis hallii)
(Arroyo Pardo, 2018). Extractos que han sido probados en laboratorio y caracterizados
utilizando desde técnicas de espectroscopia (UV-Vis, FTIR, DRX, DLS, EDS) (Shukla & Iravani,

2017) hasta técnicas de microscopia electrénica (TEM, STEM).

El uso de plata como material nanométrico hatenido gran relevancia en el desarrollo moderno
por tener propiedades quimicas, mecanicas o eléctricas eficientes en comparacién de otros

metales y de un costo de produccidn no elevado, y no solamente en la modernidad, sino,
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desde la antigliedad en que ya se empleaban las AgNPs como pigmentos decorativos en
artesanias, tefido vidrio o ceramica (Blosi et al., 2012) y en la actualidad en distintas areas
industriales y comerciales como: bactericidas (Valero, 2013), sensores (McFarland & Van
Duyne, 2003) o incluso en la industria textil (Xue, Chen, Yin, Jia, & Ma, 2012) debido a las
diferentes propiedades que puede presentar la plata en funcién de su forma y tamafo

nanométrico (F. M. Martinez, Zuiiga, & Sanchez Lafarga, 2013).

Una de las propiedades mas importantes de las nanoparticulas metdlicas y por lo tanto
también de la plata, es la resonancia plasmdnica de superficie, que es la interaccion de las
ondas electromagnéticas de la luz con las nanoparticulas aportando propiedades distintas a
los materiales sobre los que se utiliza (Hao & Schatz, 2004). Los plasmones de superficie se
producen cuando la nanoparticula entra en lo que se conoce como resonancia de plasmén
(Tang, Zeng, & Liang, 2010), que es la oscilacidn de la particula en la misma frecuencia que la
onda irradiada, para que esto suceda, la NP debe ser de un tamafio inferior al de la longitud
de la onda irradiada (Pattnaik, 2005; "Surface Plasmon Resonance - an overview |

ScienceDirect Topics," 2021).

La resonancia plasmadnica ayuda a la absorcidn o dispersidon de determinadas longitudes de
onda y dependera de su forma y tamafio (Cruz et al., 2012), lo cual puede aportar o mejorar
otras propiedades del bulk en el que se los utilice, ayudando por ejemplo al transporte de
carga (del Rocio Coutifio, Lagunes, & Helguera, 2017) y aportando a las caracteristicas fisico

quimicas del material sobre el que se internalizé (Avila et al., 2008; C. P. R. Velazquez, 2008).

Técnicas de caracterizacion

Las técnicas de caracterizacion analizan las propiedades fisicas o quimicas de las

nanoparticulas y cada una tiene su fundamento tedrico que sera tratado en esta seccidn.
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Espectrometria UV-Visible

En la espectrometria UV-Vis se basa en medir la capacidad de absorcidn de la muestra cuando
esta es irradiada longitudes de onda en el espectro electromagnético del UV-Vis. El rango de
deteccién depende del equipo a utilizar que puede ir aproximadamente desde 180 nm a

1100nm.

Los equipos de espectrometria UV-Vis miden la disminucidn de la potencia irradiada debido a
la absorcidn en la muestra en una celda de cuarzo (Figura 9), esta relacion entre la intensidad
de entrada y de salida se conoce como transmitancia T (Ecuacidn 2.1) y utilizando la ley de
Lamber y Beer (2.2, 2.3 y 2.4) construyen la relacion de respuesta absorbancia en funcién de
la longitud de onda o nimero de onda.

Figura 9.

Celda de cuarzo tipica para la espectrometria UV-Visible.
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A= egxcx] (2.4)

Donde:

Po: Representa la intensidad de luz incidente.

P: Representa la intensidad de luz que atraviesa la celda
T: Transmitancia del haz de luz.

A: Absorbancia.

€: Coeficiente de excitacion.

c: concentracion del compuesto

I: longitud de celda.

Dispersion de Luz Dinamica

El fendmeno de la dispersidn de la luz se refiere al cambio de la direcciéon de una onda cuando
esta choca con una particula, sin perder energia. Cuando el sistema es estatico y de una sola
onda, se puede medir este fendmeno al analizar el cambio del dangulo entre la onda incidente
y la dispersada, pero para un sistema dindmico (no estatico y de multiples particulas), la
dispersidon ocurre en cada particula, cambiando la direccidn y la amplitud de las ondas en

varias direcciones.

El movimiento Browniano se refiere a el movimiento aleatorio y desordenado de particulas
de tamafio muy pequefio en un ambiente fluido (H. E. G. Velazquez & Canton, 2015), sea
liguido o gaseoso, influenciado por las fuerzas propias de cada particula, asi como la energia
vibracional aportada por la temperatura del medio y las colisiones con otras particulas(Toral,

2006),

Debido al movimiento Browniano, la interferencia de las ondas dispersadas en las particulas
modificard la intensidad medida en un detector, ya que al interferir una onda con otra y

dependiendo de su fase, aumentaran o disminuirdn su amplitud respecto a la onda
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incidente(2014). Estas variaciones son detectadas y medidas para calcular el tamafio
promedio y su distribuciéon, ya que mientras mas grandes sean las particulas el movimiento
vibracional es menor y mas lento, esto ocasiona que las ondas se dispersen en menor cantidad
y de manera mds lenta también y por lo tanto las interacciones entre las ondas dispersadas
seran mucho menores que para particulas mas pequefias(Berne & Pecora, 2000; Schmitz,

2012).

Un equipo DLS mide estas interacciones y construye una distribucion estadistica de las
particulas al calcular el tamafio hidrodinamico (Clementi, Gugliotta, & Vega, 2008; Diaz-Uribe
& Vallejo, 2015; Rivera Moran, 2019; Schmitz, 2012; Varén, 2011), que es mayor que el de una
particula seca, ya que al estar en un medio, las particulas interactian con las cargas existentes

en el medio formando una corteza eléctrica que recubre a la particula.

Microscopia Electrénica

La microscopia dptica utiliza la luz visible como fuente de radiacién y mediante arreglos de
lentes, enfoca y amplifica una imagen, mostrandola en tiempo real y pudiendo ser visualizada
directamente por los ojos con una resolucién de hasta 0.2um (Bozzola & Russell, 1999; de
nanoobjetos Hitachi Ht). Sin embargo, precisamente la resolucién de la imagen estd limitada
por la fuente de radiacion, es decir que con microscopia éptica no se podra observar objetos
cuyo tamafio sea menos que la menor longitud de onda del espectro visible(Egas Ribadeneira,

1998).

Esta limitante puede ser superada al utilizar fuentes de radiacién con menores longitudes de
onda o un haz de electrones, que si son acelerados, se comportan como una onda de luz que
permite tener resoluciones de hasta 0.1nm con amplificaciones de hasta un millén de veces

en los microscopios mas modernos(Egas Ribadeneira, 1998).
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El haz que es disparado por un caiidn de electrones se ve afectado por los diferentes campos
electromagnéticos producidos, es asi que se utiliza un potencial en el orden de los centenares
de kilo voltios para acelerar los electrones, y lentes magnéticas para poder dirigir y enfocar el
haz. Los electrones que golpean la muestra pueden tener diversas interacciones dependiendo
del volumen sobre el cual penetra en la muestra (Figura 10) (Egas Ribadeneira, 1998; Suarez,
Martinez, & Cortizas, 2011) (Almanza, 2012).

Figura 10.

Tipos de interaccion con la muestra, del haz de electrones de un microscopio electrénico
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Tomado de (Almanza, 2012)

Estos electrones producto de la interaccidn entre el haz emitido y la muestra son los captados
por un detector y reconstruidos digitalmente en un computador. Y dependiendo de la imagen
gue se desea obtener se trabajara sobre un tipo especifico de los electrones que fueron

emitidos desde la muestra(Egerton, 2005; Goodhew & Humphreys, 2000).

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido o SEM por sus siglas en inglés (Scattering Electronic
Microscopy) es la técnica de microscopia que utiliza lentes magnéticas para redireccionar el

haz de electrones y realizar un barrido sobre un espacio rectangular de la muestra. Los
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electrones que son detectados principalmente son los secundarios y menor cantidad los
retrodispersados (Figura 11), los cuales se producen luego de la interaccion con los electrones
de valencia de los atomos de la muestra, y como son de muy baja energia solo logran salir los
electrones mas superficiales, por lo que la imagen obtenida tendrd mucha informacién de la
topografia de la muestra(Almanza, 2012; Goodhew & Humphreys, 2000; Martinez-Mejia).

Figura 11.

Energia de los electrones emitidos luego de la interaccién del haz con la muestra.
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Tomado de (Almanza, 2012)

Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La caracteristica principal de la microscopia de transmisién radica en la deteccién de los
electrones transmitidos, o lo que es lo mismo la deteccion de los electrones que atravesaron
la muestra. El principio de funcionamiento es el mencionado anteriormente, en el que un haz
de electrones es generado y acelerado utilizando potenciales eléctricos y luego enfocado
hacia la muestra utilizando lentes magnéticas. El detector es colocado en la parte inferior de
la muestra y es de un material fluorescente, que al momento de interactuar con los electrones
gue atravesaron la muestra, generan diferencias de intensidad que son las que seran utilizadas
para la posterior reconstruccidon en una imagen (Calderén, 2020; Kaiser et al., 2011; Mdbus,

Phillipp, Gemming, Schweinfest, & Rihle, 1997).
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Microscopia de Fuerza Atémica AFM/EFM

En la microscopia AFM la punta se une a un cantilever de 100 a 200 micras de largo, que al
acercarse a una distancia muy pequefa interactla con las fuerzas de Van Der Waals de la
muestra. Estas fuerzas deforman el cantilever cuya fuerza es compensada mecdnicamente al
subir o bajar la punta, esta deformacidn es sensada por un material piezoeléctrico, un emisor
de luz monocromadtica y un receptor de fotodiodos que junto a un sistema electrdnico
transforman la medicidn en una imagen, ademas que al utilizar un material piezoeléctrico se
puede reducir el ruido por vibraciones mecdnicas (Figura 12)(Gémez, Avila, & Massy, 2009).

Figura 12.

Estructura Bdsica de un Microscopio de Fuerza Atémica.

Electronica

Tomado de (Sotres Prieto, 2010)

La punta de un microscopio de fuerza atémica puede trabajar en modo de contacto, en el que
la punta mantiene un contacto constante con la muestra, permite medir la interaccion de
diversas fuerzas, pero por el constante contacto, la punta se desgasta rapidamente. En el
modo de no contacto, la punta se encuentra a una distancia entre 10 y 100 angstroms y oscila
a una frecuencia de 100 a 400KHz, la interaccion entre la muestra y la punta afecta la amplitud
o la frecuencia de vibracién medida. Tiene una menor sensibilidad, pero la punta al no estar

en contacto sufre muy poco desgaste. Para solventar estas limitaciones se utiliza el modo de
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contacto intermitente que une el modo de contacto y de no contacto a intervalos(J. F. G.

Martinez, 2015).

Un modo de microscopia AFM es la microscopia de fuerza electrostatica o EFM por sus siglas
en inglés, la cual mide las interacciones de las fuerzas de Van Der Waals en modo de contacto,
y al colocar un potencial entre la punta y la muestra y en modo de contacto intermitente,

podemos medir las interacciones eléctricas entre la punta y la muestra.

Al colocar un potencial entre la muestra y la punta, la muestra se ve afectada por el campo
electromagnético, creando dipolos entre la punta y la muestra que nos permite analizar la
magnitud de la interaccién y también la polaridad. Con esta medicidon se obtienen tres
imagenes, una morfoldgica que analiza las fuerzas de Van Der Waals, otra que analiza la
amplitud de la frecuencia de oscilacidn de la punta cuando se conecta el potencial eléctrico y

una imagen final de la polaridad de los dipolos formados entre la muestra y la punta.

El tratamiento de estas imagenes proporciona informacion de las propiedades eléctricas de la
muestra, ya que la amplitud y la fase de los dipolos formados al incluir un potencial eléctrico
entre la muestra y la punta, son efecto directo de la electronegatividad de la muestra y de su

capacidad conductora(Sotres Prieto, 2010).

Difraccion de Rayos X.

Los rayos X son radiaciéon electromagnética con longitudes de onda entre los 0.1nm y 10nm,
y con energia entre 1KeV y 150KeV, su comportamiento es igual que cualquier onda, es decir

gue puede presentar los fendmenos de transmisidn, absorcién y dispersion.

Un equipo de difraccidn de rayos X emite radiacién en una sola longitud de onda, la cual
interactua con los electrones de los &tomos de la muestra. La onda al chocar con los electrones

puede ser dispersada en muchas direcciones y dependiendo de la diferencia de fase con la
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que fueron dispersadas, estas ondas podrian interactuar de manera constructiva o

destructiva.

La difraccion de una onda es la interaccidn constructiva de las ondas dispersadas, y es
precisamente ese fendmeno el utilizado por los equipos de XRD para la identificacion de
materiales cristalinos, utilizando la llamada ley de Bragg (Figura 13)(Bertram Eugene Warren,
1990).

Figura 13.

Esquema representativo de la ley de Bragg para la difraccion de Rayos X.

Lattice
planes

Tomado de (B. E. Warren, 1941).

La ley de Bragg establece matematicamente la condicién necesaria para que exista difraccion
en un material cuya distancia entre planos es conocida, y establece que para que exista
difraccidn, la diferencia de fase (diferencia de distancia recorrida entre la onda del primer
plano y la del segundo plano. Segmentos BD + DC de la Figura 11) debe ser igual a un numero
entero “n” de la longitud de onda incidente, lo cual fue expresado con la ecuacidn 2.5.(Elton

& Jackson, 1966)

nA= 2Sen® (2.5)

Cuando un material es cristalino, los planos observados son totalmente simétricos y con

distancias fijas y conocidas, por lo cual al irradiar el material con R-X y conociendo la ley de
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Bragg, se puede calcular la fraccidn de longitud de onda nA caracteristica de un material si se

conoce también el angulo del rayo incidente (Elton & Jackson, 1966).

Los equipos XRD utilizan este fundamento y mediante un barrido en una trayectoria circular,
en un recorrido de 0 a 360°, irradian a la muestra con diferentes angulos a la par que un
detector que se mueve en los mismos angulos que la fuente, va midiendo la difracién ocurrida
por los planos cristalinos del material. Estos picos sucenden en angulos especificos de acuerdo
al material de analisis, por lo que existe ya las bases de datos con las que se compara la
medicion desarrollada, y asi se identifica de manera cualitativa el tipo de material

estudiado(Cullity, 1956).

Diversos parametros pueden afectar en mayor o menor grado a la medicién de la muestra, y
generar corrimientos o excesivo ruido, para ello es importante verificar la altura de la muestra,

su humedad, la orientacién y el tamario del cristal.

En la Figura 14 se observa como la altura de la muestra provoca una difraccion desplazada,
debido a la difraccidn entre la onda dispersada de la muestra y del plano. Esa diferencia de
altura crea el Peak Shift y posteriormente un corrimiento en el espectrograma generado.

Figura 14.

Esquema explicativo del desplazamiento en un espectrograma de Rayos X.
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Voltametria Ciclica

La voltametria es una técnica de caracterizacidn electroquimica que permite analizar procesos
oxidativos y reductivos producidos por transferencia electrdnica, este proceso se logra al
aplicar un voltaje sobre el material a analizar y medir la corriente que circula debido al

potencial (Mabbott, 1983).

La caracterizacion de voltametria ciclica o CV por sus siglas en inglés, permite analizar la
capacidad electroquimica de una solucién, es decir la capacidad oxidativa o reductiva, se
genera un potencial anddico (de potenciales bajos a altos) y otro catddico (de potenciales
altos a bajos) y luego se analiza la intensidad de corriente al ser liberados los electrones en la

solucion.

En este proceso el voltaje inicial se mantiene en un potencial inicial (E0), donde no se produce
ningun proceso de electrolisis, y por lo tanto no existe flujo de corriente faradica, y cuando
existe una reaccién de oxidacién o reduccién, se da un proceso de transferencia directa de
electrones. La corriente faradica de reduccion (catddica) tiene, por convencion en
electroanalisis, signo positivo y la corriente de oxidacién (anddica) signo negativo (Evans,

O'Connell, Petersen, & Kelly, 1983; Kissinger & Heineman, 1983).

Cuando vamos aumentando el voltaje, el compuesto que esta reducido empieza a recibir
electrones, originando que la superficie del electrodo se oxide. A un valor determinado la
direccion del barrido cambia de sentido, ocasionando a la superficie oxidada que vuelva a ser
reducida. La CV nos permite también analizar los valores energéticos de las bandas HOMO y
LUMO, lo que nos da informacién del orden de llenado de electrones y la configuracion

electrdnica de la muestra. El orbital HOMO se observa en el potencial donde la molécula
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pierde o cede electrones y el LUMO donde la molécula es capaz de absorber electrones

(Gosser, 1993; V. Li, Chen, Ali, & AlHemaid, 2013).

Microscopia de Fluorescencia Confocal

La microscopia 6ptica permite la observacién de objetos muy pequefios al utilizar arreglos de
lentes que permitan magnificar la imagen del objetivo, para ello la muestra es irradiada con
luz blanca, la cual interactuia y se refleja al estar en contacto con la muestra. Sin embargo, la

reflexion no es la nica manera de interaccion de la luz con la materia.

La fluorescencia es una forma de interaccién entre la luz y la materia, en este tipo de
interaccion la muestra absorbe la radiacion electromagnética irradiada lo cual excita a los
electrones que saltan de su estado basal a un estado excitado o a un nivel vibracional del
estado excitado (depende de la energia de la onda irradiada). Cuando la molécula se relaja,
generalmente los electrones vuelven a realizar un salto a su estado basal o de un estado
vibracional del estado excitado a otro estado vibracional del mismo estado excitado debido a
las coliciones (Figura 15ay 15b), sin embargo, también puede ocurrir que los electrones saltan
a un nivel vibracional del estado base (Figura 13c), lo cual implica que la energia que emitira
con este salto, serad de un valor diferente al de la energia irradiada, emitiendo fotones en otra
longitud de onda diferente por lo que se observa de un color distinto, este fendmeno se

conoce como fluorescencia (Lichtman & Conchello, 2005).

En la fluorescencia, cuando la luz irradiada es retirada, la molécula se relaja a sus estados base
y deja de emitir fotones en ese instante, a diferencia de la fosforescencia en la que la relajacion
sucede aun tiempo después de retirar la radiacidn, es decir que puede seguir emitiendo

fotones a pesar de haber retirado la luz incidente.



45

Figura 15.

Diagrama de los saltos electrénicos entre niveles de energia.
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Este fendmeno de fluorescencia permite tener mejores contrastes entre las distintas partes
del objeto observado, y aunque no todos los materiales emiten fluorescencia, es propio de
esta técnica el impregnar a la muestra con moléculas que si lo son (Fluoréforos). De esta
manera si se vincula un fluoréforo diferente a cada parte de la muestra, se podra observar un
contraste muy claro entre cada una de las partes del objetivo, este proceso se conoce como

tincién(B. Huang, Bates, & Zhuang, 2009).

La microscopia dptica general tiene una gran desventaja ya que irradia toda la muestra al
mismo tiempo, permitiéndonos ver una imagen en tiempo real, pero cuyo contraste no nos
permite diferenciar sus partes de manera clara y solamente en dos dimensiones. La
microscopia de laser confocal de barrido, al utilizar una luz monocromatica y al atravesar un
pinhole (orificio muy pequefio), focaliza la luz en un solo punto, lo cual incrementa la

resolucioén axial y mejora el contraste.
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La microscopia confocal ademas de focalizar la luz |aser, realiza un barrido de la muestra tanto
horizontal como vertical, lo cual permite realizar una reconstruccion tridimensional de la

muestra(Nwaneshiudu et al., 2012).

Celda microbiana de Combustible (MFC) y Sistemas Bio-Fotovoltaicos (BPV)

Una celda microbiana de combustible o MFC por sus siglas en inglés Microbial Fuel Cell, es un
dispositivo que utiliza la transferencia de electrones producidos por microorganismos hacia
un electrodo para la produccion de energia eléctrica durante el proceso de degradacion de
materia organica, estos electrones se desplazan hacia un aceptor a través de una carga. Bajo
este concepto, estos dispositivos son considerados una tecnologia viable para la produccién
de energia limpia a la vez que podria depurar aguas servidas y contaminadas, es decir una
bioremediacién en conjunto a la generacidn de energia eléctrica (L. Huang et al., 2011; Revelo,

Hurtado, & Ruiz, 2013a, 2013b).

Una MFC generalmente estd compuesta por dos secciones transparentes separadas por un
material que permite el intercambio de protones entre ellas, una de las secciones debe ser
anaerobia que permita la oxidacidn de la materia organica debido a las bacterias contenidas
en esta y asi la liberacién de electrones que seran captados por un electrodo y conducidos
hacia la parte catédica del dispositivo a través de un circuito externo, estos electrones son
liberados y se combinan con el oxigeno del aire para reducirse a moléculas de agua. En el
proceso anaerdbico también se forma CO; en bajas cantidades por lo que no necesita un
tratamiento y también protones que se trasmitirdn hacia la parte catddica a través de una

membrana o un puente salino (Du et al., 2007).

Una adaptacién de las celdas microbianas de combustible, son los sistemas bio —fotovoltaicos
o BPV por sus siglas en inglés (Bio-Photo Voltaic), cuya caracteristica principal es utilizar

organismos fotosintéticos para la produccién de energia, y aprovecha los electrones
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generados, tanto en el proceso de fotosintesis como en la respiracién, para la produccién de
energia eléctrica, a diferencia de una MFC comun, en la que los electrones que se aprovechan
para la generacion de energia eléctrica son producidos por la degradacidn del material debido

a bacterias.

Los BPV utilizan organismos que realizan procesos fotosintéticos y respiratorios como las
plantas, por este motivo se utiliza cianobacterias como organismos fotosintéticos para
trabajan en la cdmara anidnica. La gran ventaja de estos sistemas, es que puede producir
electrones, tanto con luz (por procesos fotosintéticos) como en oscuridad (por procesos

respiratorios).

La fotosintesis consiste en el aprovechamiento del CO; y el agua para la formaciéon de
carbohidratos y oxigeno, pero en este proceso se da la liberacion de electrones tanto en luz

como en oscuridad.
6C0O; + 6H,0 — CgH1,06 + O>

Al absorber la energia de la luz, las moléculas de agua son divididas en protones (O2) y
electrones. Los protones son utilizados para fabricar la molécula de ATP que le suple de
energia para desarrollar otros procesos, y los electrones fotosintéticos (PE por sus siglas en

inglés) fluyen hacia la membrana tilacoides para formar la molécula NADPH.
H:0 —20; + 0y + 2H' + 2e°

Durante la ausencia de la luz sucede el conocido ciclo Calvin, en el que la cianobacteria
construye carbohidratos ayudado por la enzima RuBisCO y absorbiendo energia de la molécula

ATP y NADPH que fueron formadas durante la presencia de la luz.

6CO;, + ATP + NADPH — CgH1206
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Los electrones liberados en el proceso con luz, antes de la formacion del ATP y NADPH, son
aprovechados para la produccién de energia eléctrica si son absorbidos por un material
metalico en contacto con el medio que contiene las cianobacterias, asi también en oscuridad,
durante la oxidacion de la molécula NADPH, se liberan electrones que pueden ser
aprovechados para la generacidn de energia eléctrica (Figura 16).

Figura 16.

Principios de funcionamiento de una BPV tipo PEM.
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La caracterizacién de la generacion de energia eléctrica en una MFC o en una BPV no
solamente se refiere a la medicion de la densidad de corriente o de potencia generada por
unidad de area, o al potencial producido. Se requiere conocer el comportamiento y estabilidad
de la fuente cuando se coloca una carga externa, ademas de su resistencia interna sobre la
cual existird una pérdida del potencial generado, para ello es necesario utilizar técnicas de

caracterizacién electroquimica.



49

Capitulo lll. Metodologia

Cultivo

Para el cultivo y crecimiento del alga procariota Fischerella musicola se tomd como referencia
y punto de partida el estudio desarrollado por la Ingeniera Dennisse Del Castillo realizado en
el proyecto de titulacién para la obtencién del titulo en Ingenieria en Biotecnologia (Castillo,
2019; Maestrin et al., 2009), y se controlé el fotoperiodo de luz e intercambio gaseoso,
utilizando un temporizador mecanico (YIDONG ELECTRONIC modelo TU-9), con periodos de
activacion y desactivacion de 12 horas, a las 8:00 y 20:00. El control de intercambio gaseoso
se lo hizo con otro temporizador de las mismas caracteristicas al anterior, con 4 periodos
ON/OFF e intervalos de activacion de 30 minutos y de 6 horas de desactivacion. Los dos
procesos de control fueron desarrollados en lazo abierto, es decir sin un control monitoreado

y respuesta en tiempo real.

Ademas, se monitoreo otros parametros como la luminiscencia, utilizando el equipo portatil
marca KONICA MINOLTA modelo LS-100 y tomando 10 mediciones en diferentes lugares del
area iluminada para obtener un valor promedio, esto con la luz apagada como referencia y
luego con la luz encendida para obtener la relacidn, en porcentaje y en cd/m?, entre la luz
emitida por las ldmparas y la referencia de luz solar que llega al espacio iluminado. Se analizo
el pH del medio de cultivo utilizando el equipo marca THERMO SCIENTIFIC modelo ORION

STAR A111, y la temperatura con un termdémetro de etanol en periodos de 15 dias.

El medio de cultivo utilizado para la Fischerella musicola fue la formulacion BG11, el cual luego
de su preparacidon también debe ser esterilizado. Este medio de cultivo se cambia cada 15 dias
procurando mantener su esterilidad, esto se logra desinfectando las superficies de trabajo con
alcohol al 70% y una solucién de sabléon, ademds del manejo del experimento junto a un

mechero para evitar la contaminacién por particulas del ambiente (Figura 17).
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Figura 17.

Protocolo de crecimiento de la cianobacteria Fischerella musicola.
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Para los experimentos que requieren la observacidon individual de las células de Fischerella
musicola, se debe tomar el cultivo y colocar en una plancha de agitacién magnética marca
THERMO SCIENTIFIC modelo SP131635, con un agitador magnético estéril a 600RPM por 5
minutos. Se toma una alicuota de 1mL y se vierte en un vaso de 10mL para llevarlo a un
sonicador vertical (ULTRASONIC PROCESSOR modelo GE 750) con amplitud de 20% por 20
segundos, con intervalos de 10 segundos ON/OFF. Después de la sonicacion se toma una
alicuota de 5ul y se coloca en el porta muestras correspondiente a cada observacion. Con la
Camara de Neubaer y con la ayuda de un microscopio (OLYMPUS modelo C21) se procedio al
conteo celular en los cuatro cuadrantes externos de la cdmara de neubauer para su posterior
analisis, también en un porta muestras comun para su observacion en microscopia confocal.
Previo a todos los procesos, los instrumentos fueron previamente esterilizados en un

Autoclave (EQUITRON modelo AUTOCLAVE — PAD PORT / MINI).

Extraccidon de pigmentos naturales

Los pétalos de la flor de Pelargonium domesticum (Geranio) fueron recogidos en la ciudad de

Riobamba-Ecuador (GPS: 1°36'38.8"S 78°38'56.0"W) en distintas épocas del afio y la Rhamnus
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myrtifolius (Carrasquilla) fue cosechada en la ciudad de Sangolqui-Ecuador (GPS: 0°21'34.2"S
78°25'05.0"W) en el mes de junio de 2019. Los pétalos de geranio fueron secados en
obscuridad y a temperatura ambiente, luego pulverizados en un molino Universal (Bell-art
Micromill W), de estos pétalos de geranio en polvo se pesaron 7.83gr y se lo macerd por 72
horas utilizando 200mL de metanol ligeramente acidificado en solucidn de acido clorhidrico
1N en proporcidn 8:2. Los frutos de la carrasquilla (204.65 gr) fueron licuados con etanol y
dejados en maceraciéon por 72 horas utilizando etanol puro. Estas soluciones fueron
concentradas en un rotavapor (Buchi R-210) a 40°C, variando la presién hasta valores de
60mBar y posteriormente almacenados en un desecador en un envase ambar (Figura 18).

Figura 18.

Proceso de preparacion de los extractos de geranio (Pelargonium domesticum) y carrasquilla (Berberis Halli).

Para la caracterizacién de los extractos se midid el espectro de absorcién UV-Vis
(ANALYTIKJENA modelo SPECORD S600) con diluciones de 3mL de H,O y 100ul de extracto,

mediciones desarrolladas por un periodo de 30 dias.
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Sintesis de Nanoparticulas de plata.

Para el proceso de sintesis de nanoparticulas metdlicas, se utilizd diferentes concentraciones
de un precursor que en este caso fue el nitrato de plata (AgNOs: SCHARLAU con 99-100% de
pureza) y como agente reductor los extractos de Pelargonium domesticum (Geranio) y
Rhamnus myrtifolius (Carrasquilla) con diferentes pH. Estas variaciones se realizaron para

obtener los mejores procesos de sintesis de AgNPs con tamanos entre 20 y 30 nm.

Para obtener las diferentes concentraciones de AgNOs; se utilizd una balanza (RADWAG
modelo AS 220.R2) para su pesaje y se disolvieron en agua Milli-Q. Se preparé la solucion
reductora pesando 0.1gr de extracto seco y se disolvié en 10mL de agua Milli-Q, se modifico
el pH del extracto a un pH alcalino con una solucién de NaOH a 1N y se controlé con un
pHmetro (THERMO SCIENTIFIC modelo ORION STAR A111). En 1mL del extracto se agregd
lentamente 10mL de AgNO;s, y se agité hasta obtener una solucién homogénea. Se incubd en
bafio maria a 40°C por 4 horas, para ello se utilizé una plancha (DAIGGER) y un vaso de
precipitacion de 500mL con suficiente agua para cubrir completamente el tubo falcon que
contenia la solucién homogénea. Se almacend la muestra en refrigeracidon a 4°Cy en ausencia
de luz (Figura 19).

Figura 19.

Proceso de sintesis de nanoparticulas de plata con extracto de P. domesticum y R. myrtifolius.
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Formacidn del organismo hibrido.

Para el desarrollo del organismo hibrido se mezclaron 3 diferentes volumenes (2.4, 2.6 y 3mL)
de AgNPs sintetizadas con extracto de geranio y de carrasquilla en 60 mL de cultivo de
cianobacteria Fischerella muscicola que posee una dilucion 1:2 (20 mL de biomasa algal + 40
mL de medio) (Tabla 2). Estos organismos fueron analizados utilizando el mismo
procedimiento detallado en el punto 3.1y por un periodo de 70 dias. (Figura 20)

Figura 20.

Proceso de formacion del organismo hibrido.
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20mL de Fischerella musicola en una probeta, 60mL de medio BG11y 2.4mL, 2.6mL y 3mL de cada una de las

AgNPs sintetizadas. Un total de 6 experimentos que se cultivan con el mismo protocolo de la figura 14.

Tabla 2.

Descripcion de los sistemas experimentales.

Nombre del Concentracion v/v de AgNPs Extracto
sistema MFC utilizado
Alga Solo F. musicola -
BG11 Solo medio de cultivo BG11 -
AgNPs-G Solo nanoparticulas de geranio Geranio
Cys-AgNPs-G-C1 2.4mL AgNPs en 20mL de alga Geranio
Cys-AgNPs-G-C2 2.6mL AgNPs en 20mL de alga Geranio
Cys-AgNPs-G-C3 3mL AgNPs en 20mL de alga Geranio
AgNPs-C Solo nanoparticulas de geranio Carrasquilla
Cys-AgNPs-C-C1 2.4mL AgNPs en 20mL de alga Carrasquilla
Cys-AgNPs-C-C2 2.6mL AgNPs en 20mL de alga Carrasquilla
Cys-AgNPs-C-C3 3mL AgNPs en 20mL de alga Carrasquilla

Especificacion del tipo de sistema utilizado en la cdmara anidnica de las MFC's.
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Técnicas de Caracterizacion.

Nanoparticulas

Los extractos y las nanoparticulas fueron analizadas en un espectrofotémetro UV-VIS
(ANALYTIKJENA modelo SPECORD S600) bajo condiciones de integracidon y acumulacion de
100/80 respectivamente, se utilizd celdas de cuarzo con agua Milli-Q como referencia. La
preparacion de la muestra consiste en diluir 200uL de la solucién a ser analizada en 3mL de
agua Milli-Q en una celda de cuarzo de 1cm de ancho y largo y de 4cm de alto, la cantidad
puede ser modificada de acuerdo a los resultados obtenidos para evitar la saturacion de la
medicidn. Esta caracterizacidn se utilizd para observar la formacién nanoparticulas de Ag’, al
analizar la intensidad y la longitud de onda de las bandas de absorbancia formadas. También
se analizé la estabilidad de las nanoparticulas y del extracto, comparando los valores de
intensidad y ancho de banda en un periodo de 30 dias, durante el cual la muestra se almacend
a 42Cy en oscuridad. Finalmente, esta técnica también nos permite analizar la inferencia que
tiene la modificacion del pH en el extracto, al comparar las bandas formadas para cada valor

de pH.

Para los analisis de tamafio y forma de las nanoparticulas se utilizé la técnica de dispersion de
luz dindmica DLS en el equipo marca HORIBA modelo LB-550, con un volumen de 3mL de cada
una de las soluciones de AgNPs. Para la medicion se ocupé la celda de cuarzo con las mismas
magnitudes que la utilizada en espectrometria UV-Vis, la muestra sin diluir es colocada en la
celda y el equipo seteado con los parametros antes mencionados. Observando el control de
temperatura del equipo en todo momento y evitando movimientos externos que afecten al
equipo y que puedan incurrir en un error de mediciéon. También se utilizé el microscopio

electronico de transmision (TEM) marca FEI-Tecnai G20 Twin-Spirit , colocando 20ulL de la
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muestra sobre el meshs de F/C de Cu recubierto de carbdn (TEM-grid 300-mesh). Las imagenes

fueron obtenidas a 80kV con una camara Eagle 4K.

Con SEM también podemos obtener imagenes de las nanoparticulas pero con una menor
resolucidn, para ello se utilizd el equipo marca FEG- SEM modelo TESCAN MIRA 3 en modo
STEM que al igual que un microscopio TEM utiliza los electrones transmitidos. En las imagenes
de nanoparticulas obtenidas por STEM o SEM podemos observar la morfologia de las

nanoparticulas y también podemos calcular la cantidad de nanoparticulas sintetizadas.

El cdlculo de la densidad de nanoparticulas nos da la informacidn de la cantidad que existe por
unidad de area y también con la imagen se puede obtener un promedio del tamafio de las
particulas. Para ello se obtiene un minimo de 5 imagenes por cada medicidon y mediante el
software computacional FlJI se ajusta contrastes y se filtra el ruido de fondo de cada imagen,
se ajusta la escala y finalmente mediante las herramientas propias del software, se adquiere

el didametro de Feret (Valera, Morales, & Morfa, 2017) de cada particula y el conteo total.

Mediante la prueba de Polsby — Popper, que es una media matematica del indice de la
circularidad de una particula, se analizé de manera cuantitativa la morfologia de formacion de
AgNPs en los diferentes procesos de sintesis desarrollados en esta investigacion. El indice de
Polsby — Popper, o indice PP, se determina multiplicando el area del poligono por 4m y
dividiendo para el perimetro al cuadrado (Ecuacion 2.5)(Bozeman & Pilling, 2013; Polsby &
Popper, 1991). En la tabla 3, se resume los intervalos de los indices de circularidad para cada

forma de particula. (Bozeman & Pilling, 2013; Polsby & Popper, 1991).

_ APoligono * 41 (2.5)

PP =
(PPoll’gono)2

Donde:
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PP: Indice de circularidad o de Polsby Popper
Apoligono: Area de la particula a analizar

Proligono: Perimetro de la particula a analiza

Tabla 3.

Intervalos de los indices de Polsby — Popper, indice de circularidad.

Morfologia indice de Circularidad
Circular 0.99-1.01
Hexagono 0.898 -0.916
Cuadrilatero 0.691-0.792
Tridngulo 0.599-0.611

Utilizando el software computacional FlJI se obtiene el indice de circularidad de las particulas
analizadas, y mediante un analisis estadistico se calcula el histograma para cada una de las

formas de las nanoparticulas sintetizadas.

Para analizar los procesos REDOX de las AgNPs se utilizd la técnica de Voltamperometria ciclica
en un potenciostato marca METROHM AUTOLAB, una solucién electrolitica de KCl a 0.1mM,

rango de deteccion desde -1.2 V hasta 1.2 V, una velocidad de 0.1V/s y 6 repeticiones.

Para poder trabajar con esta técnica, es necesario un lavado adecuado de los electrodos a
utilizarse, los de trabajo son de carbono vy titanio y el de referencia es un electrodo saturado
de calomelanos o SCE por sus siglas en inglés. Para la limpieza de los electrodos de trabajo y
la celda de vidrio,: i) con un pafo suave se limpia la superficie con agua destilada para quitar
la grasa y otras impurezas superficiales, ii) para retirar restos de metales de mediciones
previas, se utiliza agua regia en un recipiente en el que se sumergiran los electrodos y se los
llevara a un sonicador de agua marca COLE PARMER modelo 08855-10, por un tiempo de 5
minutos, iii) se lava los electrodos sumergiéndolos en agua destilada caliente y llevando el
recipiente a sonicacién por 5 minutos mas, iv) el electrodo de referencia debe ser limpiado

con un chorro de agua destilada y luego agitandolo en un vaso con KCl a 0.1mM.
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En la celda de vidrio se coloca 50mL de KCI 0.1mM, luego se conectan los electrodos de platino,
de carbono y el de referencia y se programan los pardmetros mencionados. Se toma una
medicion de referencia o blanco, y posteriormente se agrega de manera progresiva la muestra
a analizar, en la celda de vidrio que contenia KCIl. La muestra fue agregada progresivamente
(40uL, 80ul, 160uL, ... 1280ul) para evitar la limpieza de los electrodos después de cada
medicion, pero cuando se realiza un cambio de muestra se debe repetir el proceso de limpieza

de los electrodos.

Para confirmar la existencia de Ag® se utilizé la técnica de Difraccion de Rayos X con el equipo
de marca MALVERN PANALYTICAL modelo EMPYREAN, en configuracion e-2e (geometria
Bragg-Nrentano), equipado con un tubo de rayos X de cobre (radiacién Ka en )\=1.54056A) a
45kV y 40mA. Para este analisis se preparé en un porta muestra de vidrio una pelicula gruesa
de la solucién de AgNPs y se secé a 100°C (Figura 21). El analisis del difractograma se realizé
sobre el promedio de 4 mediciones entre los angulos desde 52 a 902 (e-2e) utilizando el
software High Score Plus.

Figura 21.

Muestras de nanoparticulas de plata preparadas para el estudio por Dispersion de Rayos X (XRD).
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Cianobacterias y organismo hibrido

Para el analisis morfolégico de la cianobacteria con y sin nanoparticulas se utilizé las técnicas
de microscopia electrénica de barrido en modo SEM y STEM (FEG- SEM, TESCAN MIRA 3). En
el caso del modo STEM HV a 30kV con magnificacion 272 kx campo de vision de 2.54um y
detector TE-BF y en el caso del modo SEM a 25kV con magnificacidn 12.6kx, campo de vision
de 55um y detector BSE. Para el andlisis se utilizé6 1mL de biomasa y se liofilizé a -62°C durante
24 horas, utilizando el equipo marca ILSHIN NIOBASE modelo TFD5503, después se procedio
a fijar la muestra con glutaraldehido al 3% por 3 minutos y una post fijacién con tetradxido de
osmio (TOO) al 1% por 20 min. Finalmente se aplica concentraciones crecientes de etanol para
la deshidratacion (50, 70, 90 y 99.9 % v/v). Sobre el porta muestra se coloca un trozo de cinta
de carbono y sobre esta cinta se distribuird la muestra en polvo. Utilizando la técnica de
sputtering con el evaporizador de oro marca Sputter Coating Quorum modelo Q105R, se
recubre a la muestra con una pequena capa que hard conductiva a nuestra muestra organica,

para una mejor observacién de la morfologia.

Otra técnica utilizada fue la Microscopia Confocal con el equipo marca FLUOVIEW modelo
FV1200, para obtener imagenes de fluorecencia de la cianobacteria con y sin AgNPs, y
superponerlas con las imagenes obtenidas de las nanoparticulas de plata. Para ello se tomé
una alicuota de 10uL de cada una de las muestras y se colocd sobre un portamuestras,
sellando sus bordes con esmalte de uiias transparente para evitar que la muestra se filtre por
las hendiduras. La muestra debe ser preparada momentos antes de la medicién, para evitar
gue la muestra se seque y se aglomere, lo cual permitird observar células individuales y poder

diferenciar de mejor manera el contraste de los elementos encontrados en la muestra.

Finalmente se analizd el potencial de la cianobacteria Fischerella muscicola con y sin AgNPs

con un microscopio de fuerza atdmica (AFM: Dimension icon with ScanAsyst de marca Bruker)



59

en modo EFM (Electrostatic Force Mode), se utilizé un cantiléver modelo MESP de antimonio
dopado con silicio y con un revestimiento de CoCr, frecuencia de exploracién de 0,537Hz,
ganancia proporcional de 10, ganancia integral de 1, amplitud de punto de ajuste de 24nm vy
con variaciones del potencial -2v a 2v. La preparaciéon de las muestras se realizd sobre
sustratos de silicio de 2x2cm, para ello se tomé una alicuota de 1mL de cada uno de los
organismos hibridos, se sonicd a una amplitud de 20% con tiempo de 5s en off y 5s en on por
un tiempo total de 20s, en un equipo de ultrasonido vertical. Los sustratos fueron colocados
sobre una caja Petri limpia y este sobre una plancha a 40°C, se tomé 200uL de muestra, se
colocd y distribuyd homogéneamente sobre el sustrato de silicio y se dejé secar por
aproximadamente 3 minutos (Figura 22).

Figura 22.

Muestras para medicion AFM de los organismos hibridos.

Utilizando obleas de silicio de 2x2cm como sustrato (izquierda). Proceso de secado de las muestras sobre una

caja Petri en una plancha a 40°C.

Para el analisis de las muestras se utilizé el software computacional MATLAB, con el que se
obtuvo el perfil de intensidad de las muestras, trazando entonces imdagenes en dos

dimensiones de las imagenes de altura, amplitud y fase de cada imagen.

El cédigo utilizado para este procesamiento se presenta en los ANEXOS.
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La Figura 23 presenta imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atémica en modo EFM
de la cianobacteria Fischerella musicola utilizada en el presente proyecto de investigacion,
junto a los perfiles de intensidad obtenidos con el software Matlab. Proceso propuesto en

esta investigacion para el andlisis de las imagenes obtenidas.

Figura 23.

Ejemplo de andlisis de imdgenes obtenidas con AFM.

8.0 nm

En laimagen “a” se traza el segmento del cual se obtiene un perfil de intensidad para cada una de las imagenes.
a) Adquisicion morfoldgica. b) Adquisicion de amplitu. c) Adquisicién de fase. d) Perfil de intensidad de los
segmentos de la imagen “a”. e) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “b”. f) Perfil de intensidad de

“, n
c.

los segmentos de la imagen

La Figura 23 es un ejemplo de las imagenes obtenidas en este proyecto de investigacion y de

su posterior analisis para comprobar el comportamiento eléctrico de la muestra analizada.
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En la Figura 23d se presenta el perfil de intensidad correspondiente a la morfologia observada
en 233, al medir la intensidad de los picos mds altos podemos conocer la altura maxima de la

morfologia de la muestra.

En la Figura 23e, el perfil de intensidad que corresponde a la amplitud de la fuerza
electrostatica observada entre la punta y la muestra (Figura 23b), los picos mas altos de
intensidad corresponden a los espacios en el que la fuerza eléctrica de interaccidn entre la
muestra y la punta es mayor, por eso al estudiar los valores de intensidad y compararlos con
otras imagenes obtenidas se puede entender cuales son las muestras que presentan mayor

actividad eléctrica.

Analizar el perfil de intensidad de la Figura 23c de manera visual (Figura 23f) no es factible,
por lo que se analiza el promedio de los datos del perfil de intensidad, sabiendo que los valores
de intensidad mas altos, cercanos a 100, corresponden a una fase de baja electronegatividad

y los cercanos a 0, corresponden a una fase de alta electronegatividad.

MFC/BPV

Construccion

La celda microbiana de combustible fue construida utilizando una impresora 3D (CREALITY
ENDER 3 PRO), que utiliza el polimero PLA (acido polilactico) de color blanco para su
impresion. La MFC es de dos camaras con puente salino que conecta las dos cdmaras. Los

planos, en los que se establecen las dimensiones, se pueden observar en el ANEXO.

Para el desarrollo del puente salino se utilizdé una concentracién al 1.5% en peso de agar
granulado disuelto en 200mL de agua miliQ, y por cada 15mL de agar se colocé 2mL de KCI
saturado. Se almacena esta solucién en jeringas de 10mL y se deja secar al ambiente por

48horas para que alcance su gelificacién Figura 24.
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Figura 24.

Proceso de formacion del puente salino gelificado.
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Solucién de 15mL de Agar granulado al 1.5% en peso con 2MI de KCI 1M.

Para la parte catidnica se utilizé 100mL de ZnSO4 1M como solucidn que ayude al intercambio
de cargas eléctricas, en la parte anidnica 100mL de los diferentes organismos hibridos
desarrollados en esta investigacion, asi también un experimento que contiene solo medio
BG11 y una muestra que contiene cianobacterias sin nanoparticulas dando un total de 8
experimentos. Los electrodos utilizados fueron de carbono para la parte aniénicay de Zn para
la catidnica. El electrodo de carbono se obtuvo de pilas tipo D de desecho, a las cuales se les
retird toda la estructura externa y se colocd un tornillo en la parte superior para facilitar la
conexioén eléctrica externa hacia las cargas, el electrodo tiene forma cilindrica de 8mm de
didametro y 56mm de altura. El electrodo de Zn fue construido en el laboratorio utilizando Zn
granulado y un molde de yeso. El molde fue construido modelando en plastilina una estructura
rectangular de 56mm de altura, 8mm de ancho y 2mm de profundidad, este molde fue
sumergido en yeso humedecido y se lo dejo secar por 3 horas hasta su solidificacion. El Zn
granulado fue colocado en un mortero y llevado a una mufla a 500°C hasta su fundicién, y
luego colocado en el molde para obtener la forma del electrodo. Una vez enfriado vy

solidificado, se lo pulié hasta obtener el resultado de la Figura 25.
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Figura 25.

Construccion del electrodo de Zn.

Molde de plastilina para la construccion del electrodo de Zn (izquierda). Electrodo de Zn terminado y pulido.

Adquisicion de datos y Caracterizacion

La caracterizacién con la MFC tuvo como objetivo encontrar la curva de polarizacién, la curva
de potencia, la resistencia interna y el rendimiento eléctrico de cada uno de los experimentos

desarrollados para los diferentes organismos hibridos y las referencias.

Para la adquisicion de las curvas de polarizacion se utilizé el experimento de circuito cerrado,
gue consiste en colocar una carga resistiva en paralelo a la fuente para permitir el paso de la
corriente desde el electrodo del dnodo hacia el electrodo del catodo y medir en tiempo real
el voltaje y la corriente del circuito utilizando un voltimetro y un amperimetro como se
muestra en la Figura 26.

Figura 26.

Circuito de medicion de voltaje y corriente de una MFC en circuito cerrado.

MFC + RV1

©® @
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Para la medicidn de voltaje y corriente se utilizé una Fuente/Medidor KEITHLEY modelo 2410
gue se comunica a un computador mediante un protocolo de comunicacién serial RS232 con
velocidad de transmisién de 9600 baudios. El software de adquisicién utilizado fue LABVIEW
2019, en el que se desarrollé la interfaz hombre maquina o HMI (Figura 27a) y la programacion

grafica (Figura 27b).

Para la medicién | vs V se coloca 10mL de la solucién del organismo hibrido en la cdmara
anidnica y 100mL de ZnSO, en la catidnica, se coloca la tapa en cada una de las cdmaras y
mediante una manguera pequefia se vierte nitrdgeno gaseoso en las cdmaras por 3 minutos,
esto para reducir la cantidad de oxigeno en el ambiente evitando que los electrones libres
interactuen con el oxigeno y formen moléculas de agua. Se espera un lapso de 30 min para

gue se estabilice la generacién de voltaje y luego se inicia la adquisicion de datos.

La resistencia de carga fue variada en valores de 100, 1000, 10000, 100000 y 1000000 de FRRly
para cada valor de resistencia, la adquisicion de datos se realizé6 de manera automatica en
intervalos de 5s por un tiempo total de muestreo de 10 minutos, esperando los 30 minutos

de estabilizacidn antes de cada medicion.

El intervalo fue evaluado de manera experimental para evitar los errores transitorios durante
la medicidn, evitando que el switcheo continuo del equipo de medicidon genere errores

transitorios que introduzcan falsas lecturas en la adquisicion.

Los experimentos fueron desarrollados entre las 9:00 y 15:00 horas, las MFC estaban cerradas

(no herméticamente) sin exposicion a la luz o al ambiente.
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Figura 27.

Esquema de programacion para la adquisicion de datos desde el software computacional LabVIEW 2019.
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a) HMI (Interfaz hombre maquina) b) Esquema de programacion grafica

La programacion grafica de la HMI mostrada en la Figura 27b debe ser complementada con
programacion escrita con los comandos de adquisicién requeridos por la consola KEITHLEY. El

cddigo utilizado se presenta en los ANEXOS.

Una vez terminada la adquisicion de datos, la MFC debe ser lavada con abundante agua y
secada al ambiente antes de realizar una nueva medicion, los electrodos son lijados

superficialmente con una lija de agua #600 y posteriormente lavados con agua destilada.
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Por cada carga utilizada, se realizé un filtrado manual de los datos eliminando los 5 primeros
valores de cada medicidn realizada, esto para descartar los datos del estado transitorio de
activacion, y con estos se graficé la curva de potencial vs resistencia. Con la curva obtenida se
utilizdé el software OriginLab para la aproximacién a una curva sigmoidal caracteristica y
mediante una regresién lineal obtener la ecuacién de la curva con la que se calcularan los

valores maximos de generacidn de voltaje y la resistencia interna de la MFC.

El experimento inicia con el valor mas alto de la resistencia, 1MEIE, anotamos el potencial
generado a plena carga y vamos variando la resistencia hasta llegar al punto medio del
potencial que serad cuando la resistencia de la carga sea igual a la resistencia interna de la MFC,
por lo cual el potencial de la fuente se divide en partes iguales para la resistencia interna del
equipo y la carga externa. Desconectamos el circuito y con un multimetro marca Proskit
modelo Mt1232, se mide el valor de la resistencia variable en el punto donde se obtuvo el
voltaje medio, este dato es comparado con el valor calculado con la ecuacién obtenida de la

curva de potencial en funcidon de la resistencia de carga.

Para graficar la curva de polarizacidn se parte de los valores obtenidos de voltaje medio de
cada cargay utilizando la ley de ohm calculamos el valor de corriente que circula por el circuito
para cada resistencia, y finalmente con este valor de corriente calculamos la potencia
generada. La corriente calculada se divide para el area de contacto de los electrodos para
obtener la densidad de corriente obtenida, se grafica el potencial generado en funcién de la
densidad de corriente y también la potencia vs la densidad de corriente, obteniendo asi la

curva de polarizacién y la curva de potencia respectivamente.

Finalmente, para el rendimiento eléctrico externo calculamos los valores de potencia total,

potencia de pérdida y potencia util, utilizando los valores medidos de potencial en vacio,
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potencial a plena carga y el valor de la resistencia interna de la MFC, con las ecuaciones

presentadas en las siguientes secciones.

Las curvas de potencial vs tiempo, se obtiene utilizando la MFC como fuente de alimentacion
en circuito abierto, es decir sin colocar una carga en paralelo a la fuente. Utilizando un
multimetro de precisidon o equipos de adquisicién de datos, se mide en tiempo real el potencial
producido en un tiempo mayor a 30 minutos para observar un voltaje estable a la salida de la
celda microbiana de combustible. Esta técnica nos permite medir el maximo potencial

generado por la MFC o BPV.

La resistencia interna de una MFC o BPV nos permite estudiar el rendimiento eléctrico externo
del sistema. Ya que ningun dispositivo electrénico tiene un funcionamiento ideal debido a la
caida de tensién en el propio dispositivo, el conocer la resistencia interna nos permite calcular

la potencia disipada dentro del equipo, a esta se le llama potencia de pérdida.

El experimento se desarrolla en circuito cerrado, colocando una resistencia variable de
precisiéon en paralelo a la fuente. Se establece el valor de la resistencia en su maximo valor y
medimos el potencial generado, luego se varia la resistencia hasta llegar justo a la mitad del

potencial medido anteriormente a plena carga.

El potencial generado se divide en dos cuando la resistencia externa se iguala a la resistencia
interna del sistema, esto se comprueba con la teoria de divisores de tensién. De esta manera
al medir el valor de la resistencia externa, cuando la caida de potencial en esta es justamente

la mitad del potencial total generado, obtenemos el valor de la resistencia interna de la fuente.

La curva de polarizacidon permite analizar el comportamiento de las pérdidas de una celda
microbiana de combustible, en el eje de las ordenadas se presenta el potencial generado y en

el de las abscisas la corriente o densidad de corriente medida (Figura 28). Estas mediciones se
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obtienen al variar la resistencia de carga desde valores en el orden de los megas ohmios hasta
valores en el orden de las decenas de ohmios, y al ser una carga resistiva, el circuito sigue la

ley de ohm de la ecuacidon 3.1

\'%
[=— (3.1)
R
Figura 28.

Curva de Polarizacion tipica de una MFC tipo PEM.
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La Figura 28 nos muestra la curva caracteristica de una celda microbiana de combustible de
dos camaras con puente salino o membrana de intercambio proténico, en ella se observa tres
regiones claramente demarcadas, que son caracteristicas debido al tipo de pérdidas que se
observa en esos intervalos. La regioén | es llamada “Regién de pérdidas por activaciéon” y tiene
relacién con la energia que requiere el sistema para iniciar las reacciones quimicas en los
electrodos, sucede a bajas densidades de corriente y se observa una rapida caida de tension

en un intervalo corto de tiempo.

La regién Il se conoce como “Region de pérdidas Ohmicas”, en esta region la MFC trabaja de
manera lineal y solamente se observa perdidas debido a la caida de tensidn en la resistencia
interna de la MFC. Esta regién esta limitada por los valores minimos y maximo de densidad de

corriente, que puede entregar el sistema de manera estable y sin producir dafios.
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La regidn lll tiene el nombre de “Regidn de Perdidas por Concentracion” y se refiere a la zona
en la cual el potencial generado cae bruscamente debido a que la abundante produccion de
agua bloquea los poros de la membrana o puente salino y de los centros activos en el catodo,

impidiendo que el oxigeno alcance el catalizador y se produzca la reaccidn catédica.

Al analizar los limites de cada regidn, obtenemos los limites minimos y maximos de densidad

de corriente para asegurar un trabajo estable de la MFC o BPV.

La curva de potencia grafica en el eje de las abscisas la corriente o densidad de corriente

medida y en el de las ordenadas, la densidad de potencia calculada con la ecuacion 3.2.

P=V=xI (3.2)

Esta grafica de potencia nos permite determinar la maxima densidad de potencia entregada
por el generador, que coincide con el maximo valor de densidad de corriente de la region de

pérdidas dhmicas.

Finalmente, con los datos obtenidos se calcula el rendimiento eléctrico externo de la fuente
en la regidn de perdidas ohmicas, calculando la potencia disipada en la resistencia interna de
la MFC y restandola de la mdxima potencia generada para encontrar la potencia util, y

posteriormente el cdlculo del rendimiento, utilizando las ecuaciones 3.3 - 3.5.

— 12
Pperdida = xR

Pitit = Pmaxima — lDperdida

P-..
atil + 100

Pméxima

Tl:

(3.3)

(3.4)

(3.5)
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Capitulo IV. Andlisis de resultados

Caracterizacion de los extractos

Pelargonium domesticum

La Figura 29 muestra el espectro de absorcién del extracto de geranio con pH 2.3 y su curva
de estabilidad desarrollada por un periodo de 30 dias con almacenado en obscuridad y con
refrigeracion a una temperatura de 4°C.

Figura 29.

Espectro de absorcion y andlisis de estabilidad, P. domesticum pH original.
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Espectro de absorcion del extracto de geranio sin modificacién de su pH y curva de analisis de estabilidad de la

banda de absorbancia del extracto de geranio en un periodo de 30 dias, presentando su intensidad maxima en
los 524nm.

Los datos obtenidos muestran dos bandas de absorcidn caracteristicas de las antocianinas con
un maximo de longitud de onda en los 276,5nm en el ultravioleta cercano y otro a los 524nm
en la parte visible del espectro electromagnético, bandas correspondientes a la absorcién de

luz por las moléculas funcionales pelargonidinas.
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En la Figura 30 se puede observar los espectros de absorcion del extracto de geranio con y sin

variacién de su pH.

Figura 30.

Espectro de absorcion, extracto de P. domesticum con y sin modificacion de su pH.
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Estos resultados muestran que el espectro de absorcion del extracto del P. domesticum a pH
10.5 tiene un corrimiento en el rojo de 86nm y un ensanchamiento de su banda de 30nm, esto
se debe a que al modificar el pH del extracto, las moléculas cianidinas cambian la conjugacidn
del anillo bencénico C de la molécula y se afiade un enlace OH en el anillo B, lo cual no solo
modifica el color del extracto a un color verde oscuro, sino que también cambia la capacidad
de absorcién de luz, lo cual se refleja en el incremento de la intensidad y el ensanchamiento

de la banda de absorcion.

Rhamnus myrtifolius

La Figura 31 muestra el espectro de absorcion que analiza la estabilidad del extracto de
carrasquilla con su pH natural de 3.4, durante un periodo de 30 dias, almacenado en

obscuridad y con refrigeracién a una temperatura de 4°C.
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El espectrograma muestra dos bandas de absorcion caracteristicas de las antocianinas, para
la carrasquilla con un maximo de intensidad en los 280nm en el ultravioleta cercano, un codo
en los 324nm y otro a los 526.5nm en la parte visible del espectro electromagnético,
analizando la banda de la regién visible, se observa una banda en los 526.5nm que
corresponde a la presencia de la antocianina pelargonidina.

Figura 31.

Espectro de absorcion y andlisis de estabilidad, R. myrtifolius pH original.
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para cada una de las mediciones tomadas en intervalos de tiempo progresivos, y estudio de estabilidad de
maxima intensidad de absorbancia vs el tiempo de andlisis en dias, verificando una linealidad que indica

estabilidad.

En la Figura 32 se puede observar los espectros de absorcion del extracto de carrasquilla con
y sin variacion de su pH. Estos resultados muestran que el espectro de absorcién del extracto

del R. myrtifolius a pH 8.5 tiene un corrimiento en el rojo de 66nm y un ensanchamiento de
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su banda de 40nm, esto se debe a que al modificar el pH del extracto, las moléculas cianidinas
cambian la conjugacidn del anillo bencénico C de la molécula y el aumento de un enlace OH
en el anillo B, lo cual no solo modifica el color del extracto a un color violeta oscuro intenso,
sino que también cambia la capacidad de absorcidn de luz lo cual se refleja en el incremento
de la intensidad de la banda de absorcién, y el ensanchamiento de la banda por los cambios
de grupos hidroxilos a grupos carbonilos en los enlaces de los anillos.

Al igual que con el extracto de geranio, se compard los de carrasquilla con su pH original de
3.75 y con el modificado a 8.5. Partiendo de valores de 0.329u.a. en un valor de longitud de
onda de 522nm, se observa un desplazamiento hacia los 590nm y un incremento en la
intensidad de absorbancia hasta los 0.99u.a.

Figura 32.

Espectro de absorcion, extracto de P. domesticum con y sin modificacion de su pH.
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La Figura 33 es una comparacion de los espectros medidos para cada uno de los extractos
utilizados en el desarrollo experimental. De acuerdo a lo explicado, las bandas observadas
corresponden a la presencia de antocianinas y su conjugacién cuando el pH es modificado.

Figura 33.

Comparacion de los espectros de absorcion de los extractos caracterizados, pH original y modificado.
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Existe una gran diferencia entre el extracto de carrasquilla y de geranio con respecto a su
modificacion de pH, a pesar de que existe un desplazamiento al rojo del espectro
electromagnético en ambos casos y también un incremento de la intensidad de absorbancia,
para la carrasquilla estos incrementos son muy superiores llegando a variaciones de 0.66
unidades de absorbancia a diferencia de la de geranio que llega a 0.26 unidades de
absorbancia, lo cual soporta los resultados observados posteriormente, de una mayor
eficiencia en el proceso de sintesis de nanoparticulas de plata utilizando carrasquilla. También

se observa que, para el extracto de carrasquilla, el pico de intensidad en la regién cercana al
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UV disminuyd, mientras que el presente en la regidn visible aumenté considerablemente, a

diferencia del de geranio en el que los dos picos crecieron.

Al modificar el pH de los extractos se da la adicién de grupos OH o carbonilos en la molécula,
modificando su longitud de onda correspondiente de los extractos de P. domesticum (613nm)
y R. myrtifolius (590 nm) estos cambios son necesarios para la reduccion de la plata y la
formacidon de nanoparticulas y genera una influencia directa en el tamafio y morfologia de la

nanoparticula sintetizada.

Caracterizacion de las AgNPs

Caracterizacion UVVis y DLS

Los primeros resultados obtenidos de las AgNPs con AgNOs; 1mM y cuatro diferentes valores
de pH del extracto arrojaron los espectros de absorbancia presentados en la Figura 34 y los
tamanos medidos por DLS de la Tabla 4.

Figura 34.

Espectros de absorcion, AgNPs con extracto de P. domesticum y AgNOs. Variacion de pH’s.
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Tabla 4.

Tamafio promedio de las AgNPs de P. domesticum, técnica DLS, variacion de pH.

76

AgNPs pH6.5 pH8.5 pH10.5 pH12.5

Media [nm] 57.6 40.4 27.8 24.8
Mediana [nm] 60.3 41.5 60.6 68.3
Desviacion Estandar [nm] 21.5 12.4 67.8 84.7

Sintetizadas con AgNO3; 1mM vy cuatro valores diferentes de pH del extracto.

En el espectrograma se observa que existe una relacion directa entre el pH y la intensidad de

absorbancia, lo que implica que existe una mayor eficiencia en la reduccién de nitrato de plata

a plata cero valente cuanto mayor es el pH del extracto. Pero también se observa que para

obtener AgNPs de los tamafios propuestos en la investigacion se debe utilizar valores de pH

mayores o iguales a 10.5.

Figura 35.

Espectros de absorcién, AgNPs con extracto de P. domesticum y AgNO3. Variacion de concentracion.

2,5 —0.5mM

Absorbancia (u.a.)

0,0 T T T T T T T T T T 1 1 1
200 300 400 500 600 700 800 900
Longitud de Onda (nm)

Tabla 5.

Tamariio promedio de las AgNPs de P. domesticum, técnica DLS, variacién de concentracion.

AgNPs 0.5mM 1mM 1.2mM 1.3mM 14mM 1.5mM 1.8mM
Media [nm] 77.0 663 49.0 39.3 42.6 38.6 55.2
Mediana [nm] 145.4 133.1 92.2 94.9 81.1 741 1134
Desviacién Estandar [nm] 146.3 138.7 989 111.8 90.1 93.1 1215

Sintetizadas con AgNO3 en varias concentraciones y extracto de P. domesticum pH 10.5.
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Una vez establecido el valor del pH del extracto, se desarrollé experimentos para observar la
respuesta en la formacién de AgNPs cuando modificamos la concentracidon del nitrato de
plata, estos resultados son resumidos en el espectrograma de absorcion de la Figura 35y la

Tabla 5 del tamafio medido con DLS.

De lo observado en los resultados, se concluye que la concentracién del nitrato de plata
influye directamente en la intensidad de la banda en los 400nm correspondiente a las AgNPs
segun la literatura, es decir que tiene influencia directa sobre la cantidad de AgNPs que se
formaron. En los tamanos se observa que los resultados obtenidos a partir de la concentracion

1.2mM son los mas cercanos a los propuestos en la investigacién.

Figura 36.

Espectros de absorcion, escalamiento de AgNPs con P. domesticum.
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Espectrogramas de absorcién de las AgNPs sintetizadas con 1mL de extracto de geranio con pH10.5y 10 mLy

50mL de nitrato de plata concentracién 1.2mM.

En la Figura 36 observamos el espectro de absorcién de las nanoparticulas de plata
sintetizadas utilizando el extracto de geranio con pH 10.5 y una concentracion de 1.2mM para

la sal de plata, experimento desarrollado tanto para una escala de 1:10 de extracto y sal de
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plata y otra a escala 5:50. Se observa que las bandas de absorcién son muy similares y con una
intensidad mdxima de absorcidn alrededor de los 400nm, lo que demuestra la existencia de
AgNPs para los dos experimentos, pero adicionalmente se observa que la escala de 5:50
presenta una mayor intensidad en su banda, lo cual infiere una mayor formacién de plata.

Figura 37.

Histogramas del tamafio medido por DLS, escalamiento de AgNPs con P. domesticum.
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Histogramas del tamafio de las nanoparticulas sintetizadas con extracto de geranio, medidas mediante
dispersidn de luz dindmica (DLS). a) Histograma de las AgNPs sintetizadas a escala 1:10. b) Histograma de las
AgNPs sintetizadas a escala 5:50.
Para analizar la estabilidad de las nanoparticulas de plata que se formaron con esta sintesis,
se tomd mediciones de espectrometria de absorciéon en un periodo de 30 dias en intervalos
de tiempo progresivos. Los espectros observados tanto para la escala 1:10 como para la 5:50

se presentan en la Figura 38 y 39 respectivamente.



Figura 38.

Espectros de absorcion. Andlisis de estabilidad AgNPs con P domesticum. Escala 10mL.
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Espectrogramas de absorcidn de las AgNPs sintetizadas con 1mL de extracto de geranio con pH10.5y 10 mL de

nitrato de plata concentracidn 1.2mM, mediciones tomadas en un periodo de 32 dias a intervalos progresivos.

Figura 39.

Espectros de absorcion. Andlisis de estabilidad AgNPs con P domesticum. Escala 50mL.
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Espectrogramas de absorcidn de las AgNPs sintetizadas con 5mL de extracto de geranio con pH10.5y 50 mL de

nitrato de plata concentracién 1.2mM, mediciones tomadas en un periodo de 32 dias a intervalos progresivos.
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La Figura 40 muestra la relacién de la absorbancia que presenta la muestra en la longitud de
onda de 406.5nm en funcién del tiempo, tanto para las AgNPs relacién 1:10 como las de
relacion 5:50. Se graficé en una escala logaritmica para el eje del tiempo ya que los periodos
de medicidn fueron establecidos en periodos progresivos de 0, 1, 2 y 4 horas desde el inicio
de la sintesisy de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 dias a partir del fin de la sintesis. Los puntos observados
se encuentran entre los limites 0, 9 y 1,1 con su media en 1. Es decir que en un periodo de 32
dias la medicién de la banda de absorbancia en los 400 nanémetros, para las dos muestras, se
ha mantenido estable alrededor de un valor de 1 en unidades de absorbancia, por lo que se
concluye que en el periodo de tiempo de 30 dias las AgNPs sintetizadas con extracto de
geranio son estables, tanto en una escala baja como en una escala media.

Figura 40.

Andlisis de estabilidad AgNPs con P domesticum. Escala 10mL y 50mL.
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Diagrama de absorbancia en la longitud de onda de 400nm en funcién del tiempo transcurrido para las muestras
de 10mLy 50mL de AgNPs en una escala logaritmica para el eje del tiempo.

Al igual que con el proceso del extracto de P. domesticum, se desarrollaron varios
experimentos para el extracto de R. myrtifolius modificando los parametros de concentracion

del nitrato de plata y el pH del extracto.
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Los primeros resultados se desarrollan manteniendo el pH del extracto en 11 y variando la

concentracion del AgNOs, estos arrojaron los espectros de absorbancia presentados en la

Figura 41y los tamanos medidos por DLS de la Tabla 6.

Figura 41.

Espectros de absorcion, AgNPs con extracto de R. myrtifolius y AgNO3. Variacidn de concentracion
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Espectro de absorbancia de los experimentos desarrollados con el extracto de R. myrtifolius para la sintesis

de las nanoparticulas de plata con extracto de carrasquilla con pH11 y diferentes concentraciones de nitrato

de plata.

Tabla 6.

Tamaiio promedio de las AgNPs de R. myrtifolius, técnica DLS, variacion de concentracion.

AgNPs 05mM _ 08mM 1mM 12mM 15mM 18mM 2mM 3mM 4mM
Media [nm] 1123 796 237 215 302 246 215 273 222
Mediana[nm] 1844 1323 387 206 806 513 226 395 231
Desviacion 2193 128,7 43,2 6,1 97,1 62,8 74 404 71

Estandar [nm]

Sintetizadas con AgNO3 en varias concentraciones y extracto de R. myrtifolius pH 11

De lo observado en los resultados, se concluye que la concentracién del nitrato de plata

influye directamente en la intensidad de la banda alrededor de los 400nm correspondiente a

las AgNPs segun la literatura, es decir que tiene influencia directa sobre la cantidad de AgNPs
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gue se formaron. En los tamafios se observa que los resultados obtenidos son similares a los
observados para el geranio, descartamos entonces concentraciones inferiores a 1ImM vy se
observa que los resultados para concentraciones mayores son similares, por lo que se tomala
concentracion 1.2mM al igual que la que se utilizé con el geranio.

Una vez establecido el valor de la concentracién del nitrato de plata, se desarrollé
experimentos para observar la respuesta en la formacién de AgNPs cuando modificamos el
pH del extracto, estos resultados son resumidos en el espectrograma de absorcién de la Figura

42 y la Tabla 7 del tamafio medido con DLS.

En el espectrograma se observa que existe una relacidn directa entre el pH y la intensidad de
absorbancia y por lo tanto en la forma y ancho de la banda. Al comprobar los tamafios
observados, se concluye que el proceso mas eficiente para el desarrollo de las AgNPs de esta

investigacion, es utilizando un pH de 8,5.

Figura 42.

Espectros de absorcion, AGNPs con extracto de R. myrtifolius y AgNO3. Variacion de pH's.
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Espectro de absorbancia de los experimentos desarrollados con AgNO3 concentracidon 1.2mM y extracto de

carrasquilla preparado al momento de la sintesis de AgNPs, variando su pH a valores de 6.5, 8.5, 10.5, 11.5,

12.5y 13.5 con NaOH 1N.
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Tabla 7.

Tamario promedio de las AgNPs de R. myrtifolius, técnica DLS, variacion de pH.

AgNPs pH6.5  pH85 pH10.5 pPH1L5 pH12.5 pH13.5
Media [nm] 107,5 30,6 32,2 38,8 28,5 23,6
Mediana [nm] 114,1 31,1 55,2 101,8 38,7 24,0
Desviacién Estandar [nm] 41,5 7,6 61,4 96,2 40,1 55

Sintetizadas con AgNO3 concentracion 1.2mM y extracto de R. myrtifolius varios pH'’s

El proceso de sintesis de nanoparticulas de plata utilizando extracto de carrasquilla también
fue caracterizado con la técnica de espectrometria UVVis y DLS. En un intervalo de tiempo de
30 dias se estudié la estabilidad de las AgNPs, midiendo el espectro de absorcién en intervalos
progresivos de tiempo, estos picos maximos de la banda de absorcidon se compararon vy
dibujaron en funcidn del tiempo de estudio, mostrando una linealidad entendida como

estabilidad en el tiempo.

Figura 43.

Espectros de absorcion, escalamiento de AgNPs con R. myrtifolius.
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Espectrogramas de absorcién de las AgNPs sintetizadas con 1mL de extracto de carrasquilla con pH8.5y 10 mLy

50mL de nitrato de plata concentracién 1.2mM.
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La Figura 43 analiza la diferencia entre la banda de absorcidn para las AgNPs de carrasquilla,
en escala 10mL y 50mL presentando valores de maxima intensidad alrededor de los 400nm
demostrando la existencia de plata, y una mayor intensidad para la escala de 50mL. La Figura
44 presenta el histograma de los dos experimentos, y a diferencia de lo observado con el

geranio, los resultados muestran valores medios y de desviacidn estandar similar para los dos

experimentos.

Figura 44.

Histogramas del tamafio medido por DLS, escalamiento de AgNPs con R. myrtifolius.
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Histogramas del tamafio de las nanoparticulas sintetizadas con extracto de carrasquilla, medidas mediante
dispersién de luz dindmica (DLS). a) Histograma de las AgNPs sintetizadas a escala 10:1. b) Histograma de las

AgNPs sintetizadas a escala 50:5.

Los resultados presentados en las Figuras 45, 46 y 47 demuestran una buena estabilidad en el
periodo analizado, al observar que la forma del espectrograma se mantiene constante tanto
en su intensidad como en el ancho de banda durante los 32 dias de andlisis, esto tanto para
las AgNPs sintetizadas a escala 10:1 como la de 50:5. Ademds se comparan los espectrogramas

de absorcion y los tamaiios observados en DLS de las dos diferentes escalas de nanoparticulas
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demostrando una gran similitud entre ambos procesos, de esto se puede concluir que el

proceso de sintesis es eficiente y replicable.

Figura 45.

Espectros de absorcion. Andlisis de estabilidad AgNPs con R. myrtifolius. Escala 10mL.
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Andlisis de estabilidad mediante espectrogramas de absorcion (Normalizados) UVVIS de las AgNPs
sintetizadas con carrasquilla escala 10:1 en periodos progresivos en un tiempo total de 32 dias.
Figura 46.

Espectros de absorcion. Andlisis de estabilidad AgNPs con R. myrtifolius. Escala 50mL.
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Andlisis de estabilidad mediante espectrogramas de absorcidon (Normalizados) UVVIS de las AgNPs

sintetizadas con carrasquilla escala 50:5 en periodos progresivos en un tiempo total de 32 dias.
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Figura 47.

Andlisis de estabilidad AgNPs con R. myrtifolius. Escala 10mL y 50mL.
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Diagrama de intensidad de absorbancia en la longitud de onda de 417.5nm en funcién del tiempo

transcurrido para las muestras de 10mL y 50mL de AgNPs.
El objetivo de estos experimentos fue la obtencién de un protocolo que permita la sintesis de
AgNPs de un tamano entre los 20 y 30nm y con una desviacidon estandar baja respecto al
promedio de su tamafo. De esto se obtuvo que la mejor concentracion de AgNOs es de 1,2mM
para los dos casos y que la modificacién del pH es necesaria y tiene una influencia directa
sobre el tamafio de las nanoparticulas. Aqui se observa que para la sintesis que utiliza los
extractos del pétalo de geranio se requiere un pH mas bdsico, lo cual tiene relacién con lo
observado en el espectro UV-Vis de los extractos. Debido a que la cantidad de antocianinas es
menor en la flor de geranio, se requiere una mayor conjugacién y adicién de grupos OH y
carbonilos para poder desarrollar la reducciéon de la plata y la formacién de las nanoparticulas

en los tamafios esperados.

Para comprender las diferencias entre las AgNPs sintetizadas con los dos extractos, en la
Figura 48 se presenta los espectros de absorcion de cada una. Observando la intensidad de
las bandas se comprueba que existe una mayor formacién de nanoparticulas utilizando el

extracto de carrasquilla, lo cual tiene relacién con lo concluido respecto a la cantidad de
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antocianinas en los extractos. La diferencia que se observd en los extractos, respecto a la
posicién de la banda principal, se verifica también en la formacién de las nanoparticulas

teniendo un mayor desplazamiento en las sintetizadas con el extracto de geranio.

La presencia de grupos OH debido a la conjugacidn de la molécula cuando el pH es modificado,
cambia la estequiometria de la molécula, lo cual es observado en la absorcién de la luz, sin
embargo, precisamente la adicidn de estos grupos a la molécula es lo que permite la reduccién
del AgNOs a Ago, y dependiendo de la cantidad de moléculas antocianinas se puede controlar
la morfologia y el tamafio de las AgNPs.

Figura 48.

Espectrogramas de absorcion AgNPs geranio y carrasquilla
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Comparacion de los espectros de absorcion de las AgNPs sintetizadas con el extracto de P domesticum y R.

Myrtifolius

En la Figura 49 se presenta un nuevo analisis obtenido a partir de los espectros presentados

en la Figura 48, utilizando herramientas de Origin se obtiene las curvas correspondientes a la
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primera derivada de los espectros de las AgNPs y observando la longitud de onda en donde se
presenta la intensidad maxima de las curvas y la ecuacidn E=hc/BEse puede calcular la energia
correspondiente a esa banda de absorcién que coincide con la energia de la banda prohibida
del material o Egap(Rammah, Abouhaswa, Sayyed, Tekin, & El-Mallawany, 2019). Los

resultados correspondientes a la Egap de las AgNPs se presentan en la Tabla 8.

Figura 49.

Espectrogramas de absorcion primera derivada AgNPs geranio y carrasquilla
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Comparacion de la primera derivada de los espectros de absorcion de las AgNPs sintetizadas con el extracto de P

domesticum y R. Myrtifolius

Tabla 8.

Longitud de onda y Egap de las AgNPs.

Longitud de onda Ecap
G-10 380.48 3.2587
G-50 382.65 3.2402
C-10 388.64 3.1902
C-50 387.52 3.1995

Resumen de la energia calculada para la longitud de onda correspondiente al punto de maxima intensidad de las

curvas obtenidas de la primera derivada de los espectros de absorcidn de las AgNPs sintetizadas.
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Caracterizacion por Voltametria Ciclica

El voltagrama de la Figura 50 muestra la relacién que existe entre la intensidad de corriente y
la cantidad de alicuota utilizada para la caracterizacidn. Utilizando alicuotas desde 40uL hasta
1280uL de manera progresiva, en estos voltagramas se observa que en la corriente catddica
existe un pico en un potencial de OV caracteristico de la reduccién de la plata a plata cero
valente o plata catidnica, mientras que en el andlisis de la corriente anddica se observa un
pico de corriente en el potencial de 0,18V caracteristico del éxido de plata. En esta figura se
puede inferir que la intensidad del pico, y por tanto las cantidad de Ag(0) y Ag;0, tiene relacién
directa con la concentracion de precursores utilizados.

Figura 50.

Voltagrama AgNPs con P. domesticum
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Caracterizacion mediante voltametria ciclica y comparacion de los voltagramas obtenidos para alicuotas de 0, 40,

80, 160, 320, 640 y 1280ul de nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de geranio.

En la Figura 51, se compara los voltagramas de los extractos anteriormente analizados con los
de AgNPs y de AgNOs. En ellos se puede comprobar que la presencia de plata solamente es

observada en su precursor de nitrato de plata y en las nanoparticulas, sin embrago, a pesar
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de presentar los picos aproximadamente en los mismos potenciales, la intensidad de la
muestra de AgNPs es mayor que la del nitrato de plata, esto debido a que por la presencia de
Ag en forma catidnica o cero en mayor cantidad, esta tiene una reaccion mayor con los

electrones liberados en los diferentes potenciales del barrido de voltametria ciclica.

Figura 51.

Comparativos de Voltagramas de AgNPs, AgNO3 y el extractode P. domesticum
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Caracterizaciéon mediante voltametria ciclica y comparacion de los voltagramas obtenidos para alicuotas de
1280ul de extracto de geranio con pH2,3 (original), extracto de geranio pH10,5, nanoparticulas de plata y nitrato

de plata.

La Figura 51 se muestra también, el voltagrama obtenido para el extracto de geranio con pH
original de 2,7 y el voltagrama para el extracto con pH 10,5. En el correspondiente al del
extracto con pH 2,3 se observan picos tanto en la parte oxidativa como en la reductiva,
mientras que, en el de pH 10,5 se observa un incremento de intensidad en la parte reductiva
y se perdieron los de la parte oxidativa, lo cual corrobora la necesidad de modificar el pH del

extracto para poder sintetizar nanoparticulas de plata.
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Al igual que con las nanoparticulas sintetizadas con geranio se estudidé las AgNPs de
carrasquilla mediante voltametria cicllica con alicuotas desde 0 a 1280ul, y la grafica de la

alicuota de 1280ul se compard con las curvas de sus precursores.

El voltagrama de la Figura 52 muestra la relaciéon que existe entre la intensidad de corriente y
la cantidad de alicuota utilizada para la caracterizacién, presentando un comportamiento
similar al del proceso de sintesis con geranio.

Figura 52.

Voltagrama AgNPs con R. myrtifolius

—— Blanco

—— AgNPs 40uL
—— AgNPs 80uL
—— AgNPs 160uL
—— AgNPs 320uL
—— AgNPs 640uL
— AgNPs 1280uL

I (mA)

T
10 -08 06 -04 02 00 02 04 06 08 10 12
vV

Caracterizacion mediante voltametria ciclica y comparacién de los voltamogramas obtenidos para alicuotas de O,

40, 80, 160, 320, 640 y 1280ul de nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de carrasquilla

En la Figura 53 se compara los voltagramas de los extractos con los de AgNPs y de AgNO:s. La
intensidad de la muestra de AgNPs es mayor que la del nitrato de plata, por la presencia de
Ag en forma catidnica o cero, esta tiene una reaccidn mayor con los electrones liberados en
los diferentes potenciales del barrido de voltametria ciclica, sin embargo, el pico de corriente
en la parte reductora es mucho mas intenso que en la parte oxidativa, de lo cual se puede
inferir que al cambiar el pH, la reduccidn de la plata a valores catidnicos o cero es mas intensa

qgue en el extracto de geranio.
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Figura 53.

Comparativos de Voltagramas de AgNPs, AgNO3 y el extractode R. myrtifolius
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Caracterizacion mediante voltametria ciclica y comparacion de los voltamogramas obtenidos para alicuotas de
1280ul de extracto de carrasquilla con pH2,3 (original), extracto de carrasquilla pH10,5, nanoparticulas de platay

nitrato de plata.

Caracterizacion TEM y STEM

Utilizando la técnica STEM se capturd un total de 5 imagenes para cada una de las escalas

(10mL y 50mL) como se observan en las Figuras 54 y 55.

De estas imagenes se obtuvo una estadistica del tamafio y la morfologia de las nanoparticulas
utilizando el software computacional Image J FlJI, con el cual se realizdé un conteo de NPs y se

calculd el tamafio promedio de estas, utilizando la aproximacion del didametro de Feret.

Las fotografias de la Figura 56 demuestran la formacion de AgNPs de multiples formas y
tamafios, tanto para la escala de 10mL como para la de 50mL. Del andlisis desarrollado con el
conteo, se observa que la cantidad de AgNPs sintetizadas, es mucho mayor para el proceso
realizado a una escala de 50mL que para la de 10mL. Los histogramas de la Figura 57 presentan
el calculo de AgNPs por unidad de &rea, con una densidad de 1.02x10° AgNPs/cm? para la

escala de 10mL y una densidad de 4.7x10%° AgNPs/cm? para la escala de 50mL.
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Figura 54.

Caracterizacion técnica STEM. AgNPs de P. domesticum. Escala 10mL.

1.00 ym

Figura 55.

Caracterizacion técnica STEM. AgNPs de P. domesticum. Escala 50mL.

30 nm

o
Caracterizacion mediante técnica STEM. Imagenes obtenidas de la muestra de AgNPs sintetizadas con extracto de

geranio a pH10.5 y concentracion 1.2mM de nitrato de plata, en escala de 10 y 50mL
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Figura 56.

Caracterizacion técnica TEM. AgNPs de P. domesticum.

— 200 nm

Imagenes, con microscopia electrénica de transmisiéon TEM, de las AgNPs sintetizadas con extracto de geranio a

escala de 10mL (izquierda) y 50mL (derecha)
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Figura 57.

Histogramas del diadmetro de feret de las AgNPs sintetizadas con el extracto de P. domesticum.
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Finalmente, el estudio morfolégico estadistico se desarrolléd contando las nanoparticulas de
acuerdo a 5 tipos de formas definidas que son: esféricas, hexagonales, rectangulares,
triangulares y multiformes. De lo observado en las Figuras 54-56 y con el histograma
presentado en la Figura 58 se concluye que, para la concentracién 5:50 existe una mayor
formacion de AgNPs de morfologia esférica y hexagonal, pero existe un alto indice de
formacidn de nanoparticulas con otras morfologias, en especial rectangulares. Esta diversidad
de morfologia serd un factor importante en la generacion de energia eléctrica utilizando la

MFC, cuyos resultados son analizados mas adelante.



Figura 58.

Diagrama de barras de la distribucion morfoldgica de las AgNPs con P. domesticum
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Se analizé también las imagenes obtenidas por STEM de las nanoparticulas sintetizadas con

extracto de carrasquilla (Figura 59y 60), y se desarrollé los mismos analisis que para el proceso

anterior. Figura 61.

En las imagenes de la Figura 62 se observa la formacién de AgNPs homogéneas, es decir de

tamafios y formas similares, tanto para la escala de 10mL como para la de 50mL, y a diferencia

de las de geranio, el porcentaje de formas distintas a hexagonales o esféricas es mayor. Esta

diversidad de morfologia serd un factor importante en la generacién de energia eléctrica

utilizando la MFC, cuyos resultados son analizados mds adelante. Al igual que en el andlisis del

proceso anterior, la escala de 50mL presenta mayor cantidad de AgNPs, con una densidad de

1.24x10%° AgNPs/cm? mientras que para la de 10mL, una densidad de 6.53x10% AgNPs/cm?.



Figura 59.
Caracterizacion técnica STEM. AgNPs de R. myrtifolius. Escala 10mL.

500 nm

r 30 nm

Caracterizacion mediante técnica STEM. Imagen obtenida de la muestra de AgNPs sintetizadas con extracto de
carrasquilla a pH8.5 y concentracion 1.2mM de nitrato de plata, en escala de 10mL
Figura 60.

Caracterizacion técnica STEM. AgNPs de R. myrtifolius. Escala 50mL

500 nm

20 nm

Caracterizaciéon mediante técnica STEM. Imagen obtenida de la muestra de AgNPs sintetizadas con extracto de

carrasquilla a pH8.5 y concentracion 1.2mM de nitrato de plata, en escala de 50mL
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Figura 61.

Histogramas del didmetro de Feret de las AgNPs sintetizadas con el extracto de R. myrtifolius
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La Figura 63 muestra que, para el proceso de sintesis con carrasquilla, la formacién de
nanoparticulas es mas homogénea con una tendencia a la morfologia hexagonal — esférica.
En la Figura 64 se compara los datos de morfologia de las AgNPs, en ella se observa que las de
carrasquilla son mas homogéneas, pero con menor densidad por unidad de area. Mientras

que, las de geranio tienes mayor diversidad de tamafio, morfologia y una mayor densidad por

unidad de area.



Figura 62.

Caracterizacion técnica TEM. AgNPs de R. myrtifolius.

Imagenes, con microscopia electrénica de transmisién TEM, de las AgNPs sintetizadas con extracto de

carrasquilla a escala de 10mL (izquierda) y 50mL (derecha)
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Figura 63.

Diagrama de barras de la distribucion morfoldgica de las AgNPs con R. myrtifolius.
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Figura 64.

Comparacion de la distribucion morfoldgica de las AgNPs de P. domesticum y R. myrtifolius.
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Tabla 9.

Resumen morfoldgico de las AgNPs sintetizadas.

Extracto Utilizado  Densidad de  Esféricas Hexagonales Rectangulares Triangulares Multiformes

AgNPs/cm?

P. domesticum 1.02x10%° 71.66% 11.13% 6.65% 3.82% 6.72%
(1:10)

P. domesticum 4.71x10%° 25.32% 31.93% 21.41% 10.31% 11%
(5:50)

R. myrtifolius 6.53x108 8.05% 68.72% 11.64% 3.79% 7.58%
(1:10)

R. myrtifolius 1.24x10%° 22.93% 60.52% 10.17% 3.29% 3.08%
(5:50)

Tabla de resumen dela morfologia y densidad de AgNPs sintetizadas en el desarrollo experimental

Luego del andlisis estadistico desarrollado para encontrar la densidad de AgNPs por cm?y su
morfologia, se concluye que el proceso de sintesis que utiliza el extracto de P. domesticum
presenta una mayor formacién de nanoparticulas (4.71x10%° AgNPs/cm?) respecto a su
oponente (1.24x10%° AgNPs/cm?), pero también una variedad de formas, mientras que el

proceso de R. mytitfolius tiene una elevada formacion de AgNPS circulares y hexagonales.

La intensidad del espectro UV-Vis de las antocianinas del R. myrtifolius fue mayor que la del
P. domesticum, y su efecto barocrémico fue menor, esto es debido a la adicidon de grupos OH
en la molécula. La mayor cantidad de antocianinas conjugadas y por lo tanto de grupos OH es
la responsable de que la formacidn de AgNPs con carrasquilla tengan una mejor distribucion

en su morfologia.

Caracterizacion XRD

Los espectrogramas de difraccion de rayos X muestran la intensidad de absorcién de la
muestra en un barrido de la muestra, este barrido medido en grados es el que se muestra en
el eje de las ordenadas en los espectros. Las Figuras 65 — 68, analizan las mediciones obtenidas
de las muestras de nanoparticulas de plata sintetizadas para comprobar cualitativamente la

formacidn de plata cero y no de algin compuesto de plata.
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Para la Figura 65 se grafica el espectro de una muestra de 6xido de plata (Ag,0), que fue
sintetizada utilizando nitrato de plata (AgNOs) e hidroxido de sodio (NaOH) formando

precipitados de éxido de plata y agua.

2AgNOs + 2NaOH - Ag,0 + 2NaNOs + H,0

El espectro obtenido se compara con los planos cristalograficos de plata cero obtenida de base
de datos del equipo de XRD, y se observa que solamente coincide en el plano <111> a los 38.9°
mientras que los demads planos no tienen coincidencia con los picos observados en el

espectrograma.

En las Figuras 66 y 67 se muestran los espectrogramas de las nanoparticulas de plata
sintetizadas con extracto de geranio y carrasquilla respectivamente, y al igual que en la figura
anterior se compara con los planos de la base de datos. Los picos se observan en los dangulos
38.019, 44. 29, 64. 42y 77. 432 para las AgNPs de Geranio y en 38.089, 44. 12, 64. 42y 77. 42
para las AgNPs de carrasquilla. Comparando estos angulos con los mostrados en las bases de
datos del equipo que estdn en los 38.9°, 45.1°, 65. 12 y 78.2° y corresponden a los planos
<111>, <200>, <220> y <311> de la fase fcc de plata cero (Ag®), se observa que los picos estan
desplazados, esto se debe a que la preparacidon de la muestra fue hecha en un porta muestras
y no en un holder por la cantidad de muestra lograda, la diferencia de altura entre el porta
muestra y la muestra genera este desplazamiento. El analisis desarrollado con el equipo
presenta un porcentaje de aceptacion de 72% y 80% para las AgNPs de geranio y carrasquilla
respectivamente. En la Figura 68 se presentan las graficas analizadas en un mismo eje para

comprobar la posicion de los picos y de los angulos de las mediciones.



Figura 65.

Caracterizacion de Ag,0 por XRD.
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Espectrograma de absorcion de rayos X de una muestra de éxido de plata (Ag,0) y en negro los angulos

correspondientes a los planos cristalograficos de plata pura.

Figura 66.

Caracterizacion de AgNPs de P. domesticum por XRD.
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103

sintetizadas con extracto de geranio y en azul los angulos correspondientes a los planos cristalograficos de plata

pura.



Figura 67.

Caracterizacion de AgNPs de R. myrtifolius por XRD.
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Espectrograma de absorcion de rayos X de una muestra de AgNPs sintetizadas con extracto de carrasquillay en

azul los angulos correspondientes a los planos cristalograficos de plata.

Figura 68.

Comparacion de espectrogramas de XRD.
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Caracterizacion del organismo hibrido

Caracterizacion SEM

La caracterizacion por SEM fue utilizada para analizar el material hibrido, primero un andlisis
de la cianobacteria identificando su forma, tamafo y estructura. Asi también el andlisis de
contraste de luz de la imagen para observar la presencia de materiales no organicos en los
alrededores o en las paredes de la Fischerella musicola.

Figura 69.

Imdgenes con la técnica SEM del organismo hibrido.

SEM HV: 10.0 kV WD: 5.01 min MIRA3 TESCANY  SEM HV: 10.0 kv WD: 5.03 mim | MIRA3 TESCAN]  SEM HV: 10.0 KV WD: 5.04 rim MIRA3 TESCAN|
View field: 53.5 ym Det: SE 10um View field: 65.2 ym Det: SE 20m View field; 47.1 ym Det: SE 10 pm
SEM MAG: 12.9 kx _ Date(midly); 11724120 CENCINAT SEM MAG: 10.6 kx _ Date(miiy); 11724/20 CENCINAT SEW MAG: 147 kx _ Date(midly): 112420 CENCINAT

Imdagenes obtenidas con la técnica SEM de las muestras de material hibrido de nanoparticulas y cianobacterias. a)
Imagen de la F. musicola sin nanoparticulas, morfologia rugosa en la que se observa la membrana mucilaginosa
que permite la formacion de colonias de microalgas. b) Hibrido de F musicola con AgNPs de carrasquilla. c)

Hibrido de F musicola con AgNPs de geranio.

La Figura 69a analiza la cianobacteria sin AgNPs, observamos la morfologia esférica o
elipsoidal rugosa y se observa la membrana mucilaginosa que permite formar colonias de
microalgas, el tamafio medido tiene valores de 10.5um de ancho y 12um de largo. La Figura
69b, la cianobacteria con AgNPs de carrasquilla, morfologia esférica o elipsoidal rugosa con
valores de 9.9um de ancho y 12.7um de largo, ademads, en la imagen se observa pequeiias

aglomeraciones que contrastan en luz con el resto de la fotografia, estas aglomeraciones
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podrian ser materiales ajenos a la cianobacteria, sea del medio de cultivo o las AgNPs. En la
Figura 69c se observa las cianobacterias con AgNPs de geranio con 7.54um de ancho y 8.7um

de largo.

Caracterizacion por Microscopia Confocal

La adquisicion de datos por microscopia confocal del material hibrido se realizé para
identificar aglomeraciones de nanoparticulas en las fronteras o en espacios de la membrana
de las micro algas, para ello se capturd imdagenes de auto fluorescencia de las algas e imagenes
adquiridas de la difraccidn de la luz de las nanoparticulas. Las imagenes fueron tratadas en el

programa IMAGE J FlJI.

La Figura 70 muestra la adquisicion de imagenes con el microscopio confocal del organismo
hibrido Cys-AgNPs-G-C2, formado de AgNPs de geranio y F. musicola, el enfoque de
adquisicion fue puesto de tal manera que pueda observar el centro del organismo hibrido. La
Figura 70a es una imagen obtenida en campo claro, donde observamos la morfologia del
organismo hibrido debido a la reflexion de la luz, la figura 70b adquiere la difraccion
presentada sobre las diferentes partes de la cianobacteria, logrando observar diferencias
entre las barrerasy el centro del organismo, lo cual indica la presencia de material no organico
capas de dispersar la luz en la membrana del alga. Finalmente, la figura 70c es una
superposicion de las imagenes a y b para observar la ubicacidn de las aglomeraciones en el

organismo hibrido.
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Figura 70.

Imdgenes con Microscopia Confocal del organismo hibrido.

Imdagenes obtenidas con microscopia confocal. a) Imagen de la F. musicola con nanoparticulas de geranio,
adquisicion realizada con campo claro a una magnitud de 100x. b) Imagen del organismo hibrido, adquisicién
realizada con adquisicién de la dispersion de luz a una magnitud de 100x. Se observa la difracciéon de material no
organico ubicado en la membrana de la cianobacteria. C) Superposicion de imagenes para observar la posicion de

las aglomeraciones en la micro alga.

La Figura 71a obtenida con campo claro, la Figura 71b adquiere la auto fluorescencia de la F.
musicola, mostrando la morfologia completa del alga sin que se observe un contraste entre la
membrana y su interior, a diferencia de la Figura 70b en la que si se observa una diferencia
entre la membrana y el cuerpo de la cianobacteria y en la Figura 71c la superposicién de las

imagenesay b.

Esta diferencia observada radica en la forma de adquisicion, ya que, al adquirir la dispersion

de la luz irradiada, medimos la misma energia pero que ha modificado su direccién debido a
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la presencia de distintos elementos dentro del organismo (Figura 70b), lo cual infiere que
existe no solo material organico en la célula. Mientras que cuando medimos la auto
fluorescencia medimos la radiacion producto de la fluorescencia del alga, por este motivo
observaremos solamente la fluoresencia emitida por la clorofila del alga, es decir material
organico (Figura 71b).

Figura 71.

Imdgenes con Microscopia Confocal de Fischerella muscicola.

b)

Imdgenes obtenidas con microscopia confocal. A) Imagen de la F. musicola sin nanoparticulas, adquisicion
realizada con campo claro a una magnitud de 60x. b) Imagen de la F. musicola sin nanoparticulas, adquisicion
realizada con adquisicién de la dispersion de luz a una magnitud de 60x. Se observa la difraccién de material no
organico ubicado en la membrana de la cianobacteria. C) Superposicion de imagenes para observar la posicion de

las aglomeraciones en la micro alga.
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Caracterizacion EFM

La caracterizacién por AFM se desarrolld utilizando el modo EFM o de fuerza electrostatica,
por lo cual se obtuvo 3 imdgenes por muestra, que corresponde a las imdgenes de morfologia
o altura de la muestra, a la amplitud de la fuerza electrostdtica del perfil de la muestray a la
fase de la fuerza electrostdtica. Estas imagenes fueron obtenidas aplicando un potencial de -

2v a 2v para la adquisicion de las imagenes de amplitud y fase.

Para cada imagen se analizé dos segmentos de recta trazados sobre la imagen (Figura 72a)
uno superior y otro inferior, que contenian la trayectoria con mayores cambios de contraste
de la imagen, luego como se explicé en la seccidn 3.5.2 se obtuvo el perfil de intensidad que
se analiza para cada imagen, luego estos datos fueron comparados en 3 aspectos importantes
gue se resumen en la Tabla 10. Estos pardmetros de andlisis son la amplitud de los picos mas
representativos, es decir se mide la diferencia entre el punto maximo alcanzado y un punto
gue corresponde a la curva de morfologia medida, la altura maxima medida y el promedio de

los datos adquiridos de la curva de fase.

El primer analisis corresponde al sistema Cys-Alga, donde se observa las imagenes para los
potenciales de Ov (Figura 72a, 72b y 72c), 2v (Figura 72e, y 72f) y -2v (Figura 72h, 72iy 72j), y
los perfiles de intensidad para cada uno de los segmentos (72d y 72g). Se analiz6 el parametro
“diferencia de amplitud” (medida desde el punto mas bajo al mas alto de los picos mas
representativos de las curvas de amplitud) que presenta valores mas altos al utilizar el
potencial de -2v, ademas el promedio de los datos de amplitud de fase presenta valores
menores a 50 es decir que presenta una tendencia a una fase negativa, en especial la medida
a -2v. De las imagenes por su contraste se concluye que existen elementos que producen

fuerzas electrostaticas negativas dentro de las algas o en su superficie.
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Analisis similares fueron desarrollados para los demas sistemas de estudio, para comparar el
comportamiento de las seflales de amplitud y fase de manera cualitativa y también

cuantitativa, resultados resumidos en la tabla 10.

Figura 72.

Andlisis de la técnica AFM del Alga.
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Adquisicidn de fase a Ov. d) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “a”, “b” y “c”. e) Adquisicion de
amplitud a 2v. f) Adquisicidn de fase a 2v. g) Perfil de intensidad de los segmentos para las imagenes “e” y “f”. h)
Adquisicién morfoldgica a -2v. i) Adquisicion de amplitud a -2v. j) Adquisicién de fase a Ov. k) Perfil de intensidad
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Figura 73.

Andlisis de AFM del sistema hibrido Cys-AgNPs-G-C1.
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Figura 74.

Andlisis de AFM del sistema hibrido Cys-AgNPs-G-C2.
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Cys-AgNPs-G-C2-2v Morfologia (1)
h 2,54 —— Morfologia (2)

100.0 *

En laimagen “a” se traza dos segmentos, uno superior (azul) y uno inferior (rojo), de los cuales se obtiene un
perfil de intensidad para todas las imagenes. a) Adquisicion morfoldgica a Ov. b) Adquisicién de amplitud a Ov. c)
Adquisicidn de fase a Ov. d) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “a”, “b” y “c”. e) Adquisicidn
morfoldgica a 2v. f) Adquisicién de amplitud a 2v. g) Adquisicidn de fase a 2v. h) Perfil de intensidad de los
segmentos para las imagenes “e”,"f” y “g”. i) Adquisicion morfoldgica a -2v. j) Adquisicion de amplitud a -2v. k)

o

Adquisicidn de fase a -2v. 1) Perfil de intensidad del segmento superior de las imagenes “h”, “i” y “j”.
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Figura 75.

Andlisis de AFM del sistema hibrido Cys-AgNPs-G-C3.
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En laimagen “a” se traza dos segmentos, uno superior (azul) y uno inferior (rojo), de los cuales se obtiene un
perfil de intensidad para todas las imdgenes. a) Adquisicion morfoldgica a Ov. b) Adquisicién de amplitud a Ov. c)
Adquisicidn de fase a Ov. d) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “a”, “b” y “c”. e) Adquisicidn

morfoldgica a 2v. f) Adquisicién de amplitud a 2v. g) Adquisicidn de fase a 2v. h) Perfil de intensidad de los

“on

segmentos para las imagenes “e”,”f” y “g”. i) Adquisicion morfoldgica a -2v. j) Adquisicion de amplitud a -2v. k)

o

Adquisicidn de fase a -2v. 1) Perfil de intensidad del segmento superior de las imagenes “h”, “i” y “j
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Figura 76.

Andlisis de AFM del sistema hibrido Cys-AgNPs-C-C1.

1000 *
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Cys-C-C1-2v

—— MorfologiA (1)
—— MorfologiA (2)
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— MorfologiA (2)

Count

En laimagen “a” se traza dos segmentos, uno superior (azul) y uno inferior (rojo), de los cuales se obtiene un

perfil de intensidad para todas las imagenes. a) Adquisicion morfoldgica a Ov. b) Adquisicién de amplitud a Ov. c)

“, n
C

Adquisicidn de fase a Ov. d) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “a”, “b” y “c”. e) Adquisicidn

morfoldgica a 2v. f) Adquisicién de amplitud a 2v. g) Adquisicidn de fase a 2v. h) Perfil de intensidad de los

”on

segmentos para las imagenes “e”,”f” y “g”. i) Adquisicion morfoldgica a -2v. j) Adquisicion de amplitud a -2v. k)

o

Adquisicidn de fase a -2v. |) Perfil de intensidad del segmento superior de las imagenes “h”, “i” y “j”.
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Figura 77.

Andlisis de AFM del sistema hibrido Cys-AgNPs-C-C2
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En laimagen “a” se traza dos segmentos, uno superior (azul) y uno inferior (rojo), de los cuales se obtiene un

perfil de intensidad para todas las imagenes. a) Adquisicion morfoldgica a Ov. b) Adquisicién de amplitud a Ov. c)

“w, n

Adquisicidn de fase a Ov. d) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “a”, “b” y “c”. e) Adquisicidn

morfoldgica a 2v. f) Adquisicién de amplitud a 2v. g) Adquisicidn de fase a 2v. h) Perfil de intensidad de los

“n

segmentos para las imagenes “e”,"f” y “g”. i) Adquisicion morfoldgica a -2v. j) Adquisicion de amplitud a -2v. k)

o

Adquisicidn de fase a -2v. |) Perfil de intensidad del segmento superior de las imagenes “h”, “i” y “j”.
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Figura 78.

Andlisis de AFM del sistema hibrido Cys-AgNPs-C-C3.

8.0 nm 1000 °
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En laimagen “a” se traza dos segmentos, uno superior (azul) y uno inferior (rojo), de los cuales se obtiene un
perfil de intensidad para todas las imagenes. a) Adquisicion morfoldgica a Ov. b) Adquisicién de amplitud a Ov. c)
Adquisicidn de fase a Ov. d) Perfil de intensidad de los segmentos de la imagen “a”, “b” y “c”. e) Adquisicidn
morfoldgica a 2v. f) Adquisicién de amplitud a 2v. g) Adquisicidn de fase a 2v. h) Perfil de intensidad de los
segmentos para las imagenes “e”,”f” y “g”. i) Adquisicion morfoldgica a -2v. j) Adquisicion de amplitud a -2v. k)

o

Adquisicidn de fase a -2v. I) Perfil de intensidad del segmento superior de las imagenes “h”, “i” y “j
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Tabla 10.

Resumen de las propiedades eléctricas analizadas con la técnica AFM/EFM.

Nombre del sistema MFC  Altura maxima Maxima Amplitud Fase [°]
[nm] diferencial [nm]
Alga-Ov 1.92 1.79 56.99
Alga-2v 1.89 47.52
Alga- -2v 1.83 32.82
Cys-AgNPs-G-C1-Ov 2.05 2.48 49.79
Cys-AgNPs-G-C1-2v 2.03 2.93 34.27
Cys-AgNPs-G-C1- -2v 2.02 2.55 45.23
Cys-AgNPs-G-C2-Ov 2.07 2.89 35.55
Cys-AgNPs-G-C2-2v 2.47 2.78 27.23
Cys-AgNPs-G-C2- -2v 2.13 3.72 27.2
Cys-AgNPs-G-C3-0v 2.52 1.32 44.44
Cys-AgNPs-G-C3-2v 2.44 1.25 31
Cys-AgNPs-G-C3- -2v 2.48 1.35 30.95
Cys-AgNPs-C-C1-Ov 2.72 1.79 52.89
Cys-AgNPs-C-C1-2v 2.76 1.76 46.68
Cys-AgNPs-C-C1- -2v 2.76 191 43.71
Cys-AgNPs-C-C2-Ov 2.51 1.36 44.19
Cys-AgNPs-C-C2-2v 2.47 1.31 44.61
Cys-AgNPs-C-C2- -2v 2.48 1.6 43.76
Cys-AgNPs-C-C3-0v 2.45 0.61 43.61
Cys-AgNPs-C-C3-2v 2.45 1 44.61

Cys-AgNPs-C-C3- -2v 1.94 0.76 92.12
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La tabla 10 resume los parametros mds importantes analizados de las imagenes obtenidas con
la técnica EFM. El primer pardmetro importante que se analizé fue el de la altura de la
morfologia observada, aqui los puntos mds altos de cada imagen corresponden a la maxima
altura de la muestra que contiene cianobacterias y nanoparticulas, el promedio de la

observacion se encuentra entre los 2um.

El segundo parametro de analisis corresponde a la amplitud diferencial. Este pardmetro es
muy importante ya que nos indica cudl de las muestras tiene mayor amplitud en la fuerza
electrostatica medida, es decir que podemos entender cudl de las muestras presenta una
mayor amplitud de fuerza eléctrica, lo cual nos indica mejores propiedades eléctricas de la
muestra. Observamos entonces que si existe una mejoria en las propiedades eléctricas para
los organismos hibridos, y entre ellos los que fueron desarrollados con las AgNPs de geranio
tienen mejores resultados que los de carrasquilla, y que entre todas las muestras la Cys-
AgNPs-G-C2 (organismo hibrido entre la cianobacteria y las AgNPs sintetizadas con geranio e
inoculadas en concentracién 2.6mL por cada 40mL de biomasa) presentd mejores
propiedades eléctricas, teniendo las maximas amplitudes alrededor de los 3.72nm para la
medicion con potencial de -2v, 2.78nm para el de 2v y 2.89nm para el potencial de Ov. Los
demas experimentos presentan amplitudes entre 0.5 y 2nm a excepcién del sistema Cys-
AgNPs-G-C1, que también presenta valores de amplitud diferencial superiores a 2nm pero no

son superiores al sistema mencionado anteriormente.

Finalmente analizamos el promedio de los valores obtenidos de las graficas de fase, en la que
valores de 100 corresponden a una baja electronegatividad (fase positiva) y valores de 0 a una
alta electronegatividad (fase negativa). Aqui observamos que los valores promedio para todas
las muestras se encuentran entre 50 y 30, es decir la tendencia hacia una fase negativa,

indicando que han ganado electronegatividad.
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Caracterizacion con la MFC

De acuerdo a lo explicado en el punto 3.6.2 se obtuvo los valores de voltaje y de corriente del
circuito utilizado para caracterizar la generacién d energia del material hibrido. Los datos
fueron utilizados para graficar el comportamiento de la corriente y el voltaje en funcién de la
variacién de la resistencia utilizada. Las graficas obtenidas tuvieron que ser tratadas para
obtener su ecuacién caracteristica, con una aproximaciéon a una curva sigmoidal, como se

muestra en la Figura 79.

Figura 79.

Curvas de voltaje vs resistencia de carga. Caracterizacién con la MFC/BPV.
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Se observa los datos obtenidos experimentalmente. La curva azul representa la aproximacién a una curva
sigmoidal utilizando el método de Michaelis Meten. En rojo la aproximacion con el método Hill. Calculo de la

resistencia interna al trazar una linea horizontal en el valor medio del voltaje maximo generado por el sistema.

En la Figura 80 se presentan 3 curvas correspondientes a los datos medidos

experimentalmente, a la aproximacion a una curva sigmoidal por el método de

MichaelisMeten y la aproximacion por el método de Hill. Estos andlisis fueron desarrollados

para encontrar la ecuacion caracteristica de la curva de voltaje y asi obtener sus valores
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maximos y medios generados. Con el valor medio de voltaje generado encontramos los puntos
donde corta a la curva hallada, este punto representa la resistencia interna del sistema. La
resistencia interna de un generador eléctrico es un pardmetro importante de caracterizar, ya
que las pérdidas internas por caida de tensidén en la Rint dependeran precisamente de este
valor. Este andlisis presentado corresponde al desarrollado para el sistema que utiliza el
organismo hibrido entre las nanoparticulas de plata sintetizadas con carrasquilla y la F.

musicola, proceso que fue repetido para cada uno de los experimentos desarrollados.

Con los datos de voltaje de cada sistema, se obtuvo los valores de corriente generada al dividir
el voltaje para el valor de la resistencia correspondiente. Es decir que se midié el
comportamiento de la corriente eléctrica de nuestro sistema, para cada valor de voltaje
generado. Graficando el voltaje en funcidn de la corriente se obtiene la curva de polarizacion

de cada uno de los sistemas, lo cual aporta informacién de los valores maximos y minimos de

corriente generada (Figura 80).

Figura 80.

Curvas de polarizacién (negro) y Potencia (rojo) de los sistemas caracterizados con la MFC/BPV.
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Las lineas verticales en cada figura trazan el limite entre las regiones de perdida de la curva de polarizacion, estos
valores corresponden al valor minimo y maximo de densidad de corriente y ademas la potencia maxima generada.
a) Cys-Alga. b) Cys-BG11. c) Cys-AgNPs-G. d) Cys-AgNPs-G-C1. e) Cys-AgNPs-G-C2. f) Cys-AgNPs-G-C2. g) Cys-AgNPs-

C. h) Cys-AgNPs-C-C1. i) Cys-AgNPs-C-C2. j) Cys-AgNPs-C-C3.

La Figura 80 distingue los resultados obtenidos de cada una de las curvas de polarizacién y

potencia de los sistemas experimentales, las lineas verticales dividen la curva de polarizacién
en sus tres regiones: la de pérdidas por activacidon, 6hmica y pérdidas por concentracion,
regiones cuyos limites marcan los valores minimos y maximos de corriente generada por

unidad de drea, al igual que la potencia maxima generada, que coincide con el punto de

corriente maxima en el limite entre la region 6hmica y la de pérdidas por concentracion.

Mediante el experimento de circuito abierto se midié el maximo potencial eléctrico generado
por el sistema, ya que al no tener carga no existe circulacién de corriente y por lo tanto
ninguna caida de tensidn en la resistencia interna de la fuente. Este valor maximo se utiliza
para calcular las potencias de pérdida y el rendimiento eléctrico externo de la celda

microbiana de combustible utilizando las ecuaciones 3.3, 3.4y 3.5.

Los resultados obtenidos de los experimentos y graficas se resumen en la tabla 11, en ella
podemos analizar los resultados de resistencia interna, voltaje maximo, corriente maxima,

densidad de corriente maxima, potencia generada y rendimiento eléctrico externo.
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Se compard los potenciales generados por los sistemas, teniendo como referencia los
generados por el BG11 y el Alga, que al compararlos reflejan que la presencia del alga
incrementa el potencial generado, llegando a valores entre los 30mV, es decir que la presencia
de la F. musicola incrementa la generacidon de potencial eléctrico en el orden de las decenas

de mili voltios.

Se referencié también los potenciales generados utilizando Unicamente nanoparticulas de
plata, sean de geranio o carrasquilla. Aqui se observd que el sistema que contiene las AgNPs
de geranio presentan una mayor generacion de potencial, de alrededor de 100mV, que las de

carrasquilla, un valor altamente significativo en el orden de las centenas de mili voltios.

Una vez analizados estos primeros sistemas, que seran la referencia, se compara entonces los
valores generados por cada uno de los experimentos, observando una clara diferencia entre
los sistemas de referencia y los sistemas de andlisis, tanto para los que contienen AgNPs de
geranio como las de carrasquilla. Al analizar los sistemas que contienen el organismo hibrido
de geranio se observd que estos generan entre 40 y 150mV mas que su referencia, y para los
sistemas de carrasquilla entre 60 y 160mV mds que su referencia. Por lo que se generaliza y
concluye que para cualquiera de los sistemas que contienen el organismo hibrido, sea con
AgNPs de geranio o carrasquilla, existe un incremento entre 50 y 150mV respecto a los
sistemas de referencia que contienen solamente nanoparticulas de plata. Finalmente
comparamos los potenciales generados entre sistemas de organismos hibridos, mostrando
mejor generacidon de potencial eléctrico para los sistemas de geranio que para los de
carrasquilla y comparando entre los sistemas con diferente concentracién se observé que
existe una mejor generacién mientras mdas concentracién de AgNPs tenia el organismo

hibrido, sin embargo, la diferencia entre las concentraciones de 2.6mL y 3mL no es
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significativa, por lo que se tendra que analizar los demds parametros para elegir el mejor

sistema.

Adicionalmente al comparar estos resultados de generacién eléctrica con los observados en
el analisis AFM, se demuestra resultados muy similares, es decir que los sistemas de geranio
tienen mejores propiedades eléctricas de acuerdo al estudio de AFM y también en Ia
generacion eléctrica y entre ellos el Cys-AgNPs-G-C2 es el que presenta mejores propiedades

eléctricas y mayor generacién de energia.

Se analiza entonces el parametro de resistencia interna que, si bien es un parametro que no
se ve influido solamente por el organismo hibrido, sino por otros factores externos como la
forma de construccién de la MFC, la eficiencia de intercambio protdnico del puente salino, los

electrodos, entre otros.

Observamos valores resistivos muy similares para todos los sistemas, estos se hallan entre
700 y 900 ohms para los sistemas con organismos hibridos (excepto el Cys-AgNPs-C-C2) y
valores mayores a 1000 ohms para los sistemas de referencia. Esto es bastante concluyente
sobre la influencia que tienen los organismos hibridos en el sistema al aumentar la

conductividad eléctrica, lo cual mejora el rendimiento eléctrico del sistema.

Si comparamos los valores de corriente maxima generada, tenemos un andlisis similar al
desarrollado con los voltajes generados, ya que tienen una relacién directa influenciada
solamente por la resistencia de carga. De ello observamos nuevamente que existe mejor
generacion eléctrica de los sistemas que contienen organismos hibridos de AgNPs de geranio
que de las de carrasquilla, y comparando los resultados de acuerdo a la concentracion del
organismo hibrido se observa que los mejores se obtienen con la concentracidn de 2.6mL, sin

embargo, este parametro no es del todo representativo por lo que es necesario analizar la
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generacioén de corriente por unidad de area del electrodo o lo que es lo mismo la densidad de

corriente generada.

En el pardmetro eléctrico densidad de corriente observamos resultados mucho mas
concluyentes y con diferencias mas marcadas. De ello observamos que la densidad de
corriente generada por los sistemas de geranio, es cerca de 10 veces mayor que la generada
por los sistemas de carrasquilla. asi mismo se ratifica que el uso del organismo hibrido
aumenta la generacion respecto de los sistemas de referencia. Estos resultados son mucho
mads concluyentes y nos permiten discernir sobre los sistemas de mayor generacién y entre
ellos el que ha obtenido mejores resultados, siendo el Cys-AgNPs-G-C2 el sistema con mejor

respuesta de generacién eléctrica.

La potencia es el pardmetro mds importante a analizar ya que relaciona todos los analizados
anteriormente. En este andlisis observamos que los sistemas que contienen solo
nanoparticulas tienen una muy baja potencia eléctrica respecto a los sistemas de referencia
gue contienen medio y microalgas. Es decir que la presencia del medio de cultivo incrementa
significativamente la generacidn, y la presencia de microalgas la incrementa, pero no de una
manera significativa. Al utilizar sistemas que contienen los organismos hibridos los resultados
de generacién varian, sea en incremento o decremento, es decir que las nanoparticulas si
tienen una influencia sobre la generacion eléctrica. Con este resultado podemos observar que
el sistema que mejores resultados ha presentado es el Cys-AgNPs-G-C2 con un valor de

38.346uA/cm?.

El parametro de eficiencia eléctrica externa nos ayuda a comprobar los sistemas de mejor
construccion, ya que depende no solamente de la generacidn eléctrica sino de los parametros

fisicos de construccion.
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Resumen de los resultados obtenidos con la caracterizacion de los sistemas con la MFC.
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Caracterizacion en MFC sin luz. 20mL de alga inoculada a la concentraciéon de AgNPs + 80mL de medio BG11 en la cdmara catiénicay 100mL

de ZnSO4 1M en la cdmara anidnica

Cys-AgNPs- Cys-AgNPs- Cys-AgNPs-

Cys-AgNPs- Cys-AgNPs- Cys-AgNPs-

Alga BG11 AgNPs-G G-C1 G-C2 G-C3 AgNPs-C c-c1 c-C2 c-c3
V:’;;:l“zaara 0.670 0.637t0.0 0,642t0,00 0713t0.0 0.804:0.0 0.808:00 .. . . 0589:0.00 0.668:0.00 0.687:0.0
:’V) 82 10012 08 14 08 09 18 P3ZUEUL 7 12
Rinterna ., ., 1.01 437 0,708 0,812 0,725 0,797 0,777 1.17k 0,721
medida (KQ)
Imaxima
() 04582 05325  0,26541  0,52506 073193  0,22189  0.1991  0,2532 046681  0,3789
Densidad de
Iméxima 55,072 55,072 31,9 63,11 87,89 26,66 23,93 30,43 56,11 45,54
(uA/cm?)
Densidad de
Iminima 12675  1,2675 0,5649 16,309 19,42 16,14 0,739 1,136 1,876 1,9105
(uA/ cm?)
botencia Gl
otenclattll »7266 25235 8,466 19,881 38364  7,0927 4,764 7,705 20,953 17,255
(uw/ cm?)
Rendimient
oeléctrico  99,81%  99,12%  93,51% 9928%  99,2% 97,46%  92,96% 96,52%  99,53% 98,27%
externo

En circuito abierto o circuito cerrado. Valores obtenidos de voltaje maximo generado a plena carga en v, corriente maxima generada en mA, densidad de corriente maxima y minima

en uA/cm?, potencia Util en uW/cm? y rendimiento eléctrico externo de los sistemas.
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Conclusiones

En el proceso de sintesis de AgNPs utilizando extractos naturales, la modificacién del
pH cambia la conjugacidn de las moléculas antocianinas, en especial en el anillo B con
influencia en la regidn visible de absorcién. Se agregan entonces radicales hidroxilos,
cambian su posicion en la molécula y generan electrones libres, que son los
responsables de la reduccién de AgNOs a Ag®. El extracto de P domesticum presenta
una menor intensidad de absorcidn en la region visible que la del extracto de R.
myrtifolius, por lo que para incrementar su intensidad se modificé a un pH mas
alcalino.

La sintesis de AgNPs con extracto de R myrtofolius presenta NPs mas homogéneas y
esféricas, mientras que las de P domesticum, morfologias menos homogéneas y con
poca esfericidad, comprobado mediante las técnicas TEM y STEM. La caracterizacidn
de la presencia de Ag® mediante la técnica XRD, constata la formacién mayoritaria de
NPs de plata por sobre moléculas de éxido de plata, estableciendo entonces en la
tesis, dos protocolos de sintesis verde de AgNPs de un tamafo entre 20 y 30nm,
morfologias esféricas y multiformes y con un tiempo de por lo menos 30 dias de
estabilidad.

La técnica de caracterizacion con Microscopia Confocal demostrd la presencia de
materiales no organicos en el interior y en la membrana de la cianobacteria, y
mediante microscopia EFM se comprobdé que estos materiales aportaron al
incremento de la electronegatividad del material hibrido presentando mejores
resultados para los organismos que fueron desarrollados con las AgNPs sintetizadas
con extracto de geranio, concentracién 2mL por cada 20mL de biomasa y 40mL de

medio de cultivo.
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El prototipo de MFC/BVP con puente salino, caracterizd la generacidn eléctrica de los
organismos hibridos presentando los valores mas altos para el organismo hibrido de
cianobacterias y AgNPs de geranio con concentracion 2,6mL, resultados que
corroboran lo observado en la caracterizacién EFM. Estas propiedades eléctricas son
influenciadas por la cantidad de NPs en el medio, pero también por su morfologia, ya
que, al presentar puntas en las formas cuadradas, el campo eléctrico se ve
incrementado debido a que este siempre es perpendicular a la superficie y existe una
acumulacién de campo en estas puntas.

La investigacion culmina con dos protocolos de sintesis verde de AgNPs utilizando
extractos del fruto de carrasquilla y de la flor de geranio, con un protocolo de cultivo
e hibridacién entre la cianobacteria Fischerela muscicola y las AgNPs, y midiendo la
generacion eléctrica de los organismos hibridos mediante un prototipo de MFC/BPV
tipo puente salino, demostrando que la presencia de las NPs incrementa la generacién
de potencial eléctrico hasta en un 26% sobre el potencial generado usando medios
gue contienen sales minerales como el BG11, y de hasta un 20% sobre el uso de la

cianobacteria sin AgNP
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